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1. ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR

1.1. APARATO REPRODUCTOR FEMENINO

El aparato genital femenino (figura 1) esta constituido por una
serie de estructuras perfectamente interrelacionadas para facilitar la
funcidn reproductiva. Se dividen, por ubicacién, en genitales externos
e internos.

1.1.1. Genitales externos.

Externamente pueden apreciarse dos estructuras llamadas /abios
mayores, que rodean a la hendidura vulvar, y presentan la forma de
repliegues cutaneos anchos. Estan cubiertos externamente por vello y
se unen por delante formando el monte de Venus, perdiéndose
dorsalmente en la region anal.

e Al separar los labios mayores encontramos dos repliegues de piel
fina, arrugada y sin vello, denominados /abios menores.

e Los labios menores se unen por delante formando una especie de
capuchdén que al ser levantado descubre el clitoris. Este es el 6rgano
mas sensible y zona de maxima excitabilidad sexual de la mujer.

e El meato urinario es un orificio pequefio en el cual desemboca la
uretra, y por donde se elimina la orina.

e El orificio vaginal, lugar donde desemboca la vagina.

e A ambos lados del orificio vaginal encontramos las glandulas de
Bartholino, cuya secrecién lubrica al espacio comprendido entre los dos
labios (vestibulo vaginal). Sdélo se visualizan durante procesos
inflamatorios.

e En las mujeres antes de la iniciacién sexual, una delgada membrana
llamada himen ocluye la desembocadura de la vagina. Su funcién es la
proteccion contra las infecciones hasta el comienzo de la actividad
sexual.

2 M2 Olga Ramon Martinez
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FIGURA 1.- Esquema del aparato reproductor femenino.

1.1.2. Genitales internos

Los 6rganos genitales internos estan ubicados en la pelvis menor
y se encuentran protegidos por la pelvis ésea.

a. Vagina.

Es un conducto elastico de 8 a 10 cm. de longitud, situada entre
la vejiga y el recto que comunica al Utero con el exterior, Su orificio
estd rodeado por los genitales externos. Es un d6rgano sexual
secundario que recibe el semen eyaculado del coito. Consta de pared
anterior y posterior, que estdn en contacto; en sus paredes se
observan pliegues transversales dependientes de la mucosa vaginal.

b. Utero.

Es un érgano impar, hueco, de pared gruesa, muscular, en forma
de pera, de unos 8 cm. de longitud, 5 cm. de anchura y pesa unos 50
gramos. Se divide en tres partes:
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1. Cuerpo: es la parte mas voluminosa del Utero. Esta constituido
por tres capas principales de dentro a fuera: mucosa o
endometrio, muscular o miometrio y serosa o perimetrio:

Endometrio: Constituye la mucosa que tapiza interiormente la
cavidad corporal uterina. Su caracteristica principal radica en su
perfecta respuesta a los estimulos hormonales del ovario que se
traduce en importantes cambios morfoldgicos, que conducen a
su descamacién cada 28 dias, en ausencia de gestacién,
constituyendo el denominado “ciclo endometrial” (Gonzalez
Merlo y cols., 1972).

Miometrio: Tiene unos 2 cm. de grosor y se componen
principalmente de musculo liso o involuntario, distribuidas en
tres tipos de capas, siendo la mas voluminosa la capa de fibras
musculares de distribucién espiroidea que permite y facilita el
crecimiento uterino durante el desarrollo fetal.

Perimetrio: Es la serosa peritoneal que recubre las caras
anterior y posterior del cuerpo uterino.

2. Istmo: es la parte estrecha del Utero, localizado entre el cuerpo
y el cervix, con un menor contenido de fibras musculares.

3. Cuello: es la parte del Utero que contacta con la vagina. Mide 2-
3 cm. y consta de una porcidn supravaginal y una porcion
vaginal alrededor de la cual se constituye el fornix vaginal. El
conducto cervical comunica con la cavidad uterina a través del
conducto cervical interno y con la vagina a través del conducto
cervical externo. Esta revestido de una capa de células
cilindricas, especializadas en la formacién y secrecidon mucosa
gue presentan una actividad ciclica hormono-dependiente, con
una maxima produccién durante el periodo periovulatorio,
aumentando sus propiedades reoldgicas, de fluidez,
transparencia, claridad y filancia y cambiando su composicion
bioquimica, adquiriendo un mayor componente acuoso, mineral
e hidrocarbonado.

La fluidez del moco, en esta fase, hace posible su salida a
través del orificio cervical externo de modo que se favorece su
contacto con los espermatozoides, protegiéndolos del pH acido
vaginal, litico para los mismos. La disposicion reticular de las
glucoproteinas del moco en esta fase orienta la progresiéon de
los espermatozoides en la direccion del eje del canal cervical,
posibilitando un desplazamiento mas rectilineo y una motilidad
mayor que en el plasma seminal, determinando ademas la
secrecion cervical, junto con la uterina y la tubarica, la
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capacitacion espermatica. Es decir, el moco cervical actla a
modo de sistema de filtro que solo permite el paso de los
espermatozoides mas moaviles y elimina el liquido seminal, cuyos
componentes inhiben la reaccién acrosémica (Ludmir y cols.,
2000).

El dtero mantiene su posicidon dentro de la pelvis mediante unos
medios de sujecidén: ligamento ancho, mesosalpinx, ligamentos
redondos, ligamentos cardinales o de Mackenrod, y los ligamentos
Uterosacros.

c. Trompas de Falopio.

Son conductos pares musculares de unos 10 cm. de longitud,
que comunican la cavidad uterina con la cavidad abdominal y que
estan situados en el borde superior del ligamento ancho. Su principal
funciona es el transporte de gametos y embriones y estan dotadas de
gran movilidad. Se distinguen cuatro zonas: la intersticial o porcion
intrauterina, seguida por la zona istmica (recta y de paredes gruesas),
que se ensancha en su zona mas distal, constituyendo la ampolla
tubarica, delimitada por las fimbrias tubaricas, fundamentales para la
captacion del ovocito, durante la ovulacion.

d. Ovarios.

Se pueden definir como los organos sexuales primarios
responsables de la produccion de ovocitos secundarios, llamados
ovulos y de la secrecién endocrina de hormonas sexuales femeninas
(estrégenos y progesterona), que controlan el ciclo menstrual, el
desarrollo de los organos sexuales, las glandulas mamarias vy
caracteres sexuales secundarios.

Es un 6rgano par, situado en la pared lateral de la pelvis, en la
fosa ovarica, uno a cada lado del Utero. Tiene forma ovoidea, con un
didmetro mayor de 3 a 5 cm., en la mujer adulta. El polo superior esta
relacionado intimamente con la ampolla tubarica de la trompa de
Falopio, y el polo inferior esta unido al Utero por el ligamento Utero
ovarico.

El ovario esta recubierto por el epitelio ovarico superficial. En su
interior se encuentra el estroma, constituido por la zona cortical y la
zona medular; en la zona cortical, se encuentran los foliculos
primordiales, constituido por un ovocito primario, rodeado por una
capa simple de células de la granulosa y en la parte central
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encontramos la médula donde se encuentran nervios, vasos linfaticos y
sanguineos.

Al nacimiento ya se encuentran en el estroma cortical aprox.
unos 2 millones de ovocitos, para llegar a la pubertad con una dotacion
de unos 300-400 mil ovocitos en cada ovario. S6lo 400-500 llegaran a
la ovulacién y de ellos sélo un 5% tendran la posibilidad de ser
fecundados. En cada ciclo menstrual unos 15 a 20 foliculos inician el
crecimiento, pero sélo uno contendrd un ovocito maduro que sera
liberado, El resto de los foliculos, junto con sus ovocitos demas
degeneran. El foliculo maduro (llamado de De Graaf) rompe su pared
folicular y libera en la superficie del ovario un évulo maduro hacia la
trompa de Falopio, proceso denominado ovulacidon. En el ovario el
foliculo vacio se somete a un proceso llamado /uteinizacion para formar
el cuerpo luteo, productor de progesterona. Esta estructura desaparece
si no hay embarazo.

1.2. APARATO REPRODUCTOR MASCULINO

El aparato genital masculino estd constituido por una serie de
estructuras, cuya funcién es la produccién, maduracién y depdsito de
espermatozoides en el aparato genital femenino para facilitar la
funcidon reproductiva. La figura 2 muestra los diferentes 6rganos que
forman el aparato reproductor masculino. Seguidamente analizaremos
la localizacién y funcion de cada una de las partes. (Figuras 2 y 3)

1.2.1. Testiculos.

Los testiculos son dérganos especializados, responsables de la
creaciéon y almacenamiento de los espermatozoides. La localizacion de
los testiculos en el escroto es importante para la produccion de
espermatozoides, que es Optima a temperaturas de 2-3° C por debajo
de la temperatura corporal central (Munkeilwitz y cols., 1998)
(Zorgnotti y cols., 1980). El parénquima testicular esta recubierto por
una fina membrana fibrosa con elementos musculares lisos de
capacidad contractil (tunica albuginea) y consta de dos partes bien
diferenciadas: la corteza y la medula, siendo esta ultima, a diferencia
del ovario, la parte mas desarrolladas:

a. Los tubulos seminiferos.

Se encuentran en la medula testicular, y es el lugar de
produccién de los espermatozoides. Cada testiculo contiene cientos de
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tubulos seminiferos densamente empaquetados. Los tubulos estan
organizados en lobulos separados, pero todos se abren hacia la rete
testis (Rhoades y cols., 1995).

b. La rete testis.

Los tubulos seminiferos vierten su contenido en una estructura
recolectora llamada rete testis y mediante los conductos eferentes es
llevada al epididimo (Guyton y cols., 1997).

LConducto Vil
deferente eled
Weiicula
Pukis seminal
Pigl ———
Prastata Resta
- . Glamdula
Urefro L o S b / de Cowper
Pene = ;o s
Cuerps Ano
CaVEMnoss - : = B
. | =L a5 ponjose
i . Epididimo
Flande
Testizuls
Orificio '[
U refiral Cuerpo
(M e=cata) esponjose  Escrofo

FIGURA 2.- Esquema del aparato reproductor masculino.

1.2.2. Epididimo.

El epididimo es el conducto situado detras de los testiculos; su
funcidon es unir los conductos deferentes y los testiculos. Los hombres
tienen dos epididimos, uno por cada testiculo. El epididimo se divide en
tres partes: la cabeza del epididimo, el cuerpo y la cola (Rhoades y
cols., 1995). En el hombre el epididimo, mide entre 4-5 metros de
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largo y los espermatozoides necesitan mas de tres dias para recorrer
ese camino (Wen y cols., 2000) Este érgano es muy importante en el
proceso de maduracién y en la movilidad de los espermatozoides
(Cosentino y cols., 1986). Las secreciones de los testiculos y
epididimos suponen el 5% del eyaculado, pero ayudan a la adquisicion
de propiedades imprescindibles para el proceso de reproduccion
llevado a cabo por los gametos (Jequier y cols., 1986).

f .i H . Conductilllos eferentes
| L ..L. g... u -

- Conduectilln abesrame (1ibek
Area -t [a red testicular [«
- '|.||'|||'||,|| %

~ Tamica albugines

_ Labulillas
-

FIGURA 3.- Esquema del testiculo y epididimo.

1.2.2. Epididimo.

El epididimo es el conducto situado detras de los testiculos; su
funcidon es unir los conductos deferentes y los testiculos. Los hombres
tienen dos epididimos, uno por cada testiculo. El epididimo se divide en
tres partes: la cabeza del epididimo, el cuerpo y la cola (Rhoades y
cols., 1995). En el hombre el epididimo, mide entre 4-5 metros de
largo y los espermatozoides necesitan mas de tres dias para recorrer
ese camino (Wen y cols., 2000) Este 6érgano es muy importante en el
proceso de maduracién y en la movilidad de los espermatozoides
(Cosentino y cols., 1986). Las secreciones de los testiculos y
epididimos suponen el 5% del eyaculado, pero ayudan a la adquisicion
de propiedades imprescindibles para el proceso de reproduccion
llevado a cabo por los gametos (Jequier y cols., 1986).
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1.2.3. Conductos deferentes.

El conducto deferente recoge el contenido del epididimo y lo
transporta hasta el conducto eyaculador. Las ampollas situadas en ese
trayecto funcionan como almacén de semen.

1.2.4. Glandulas complementarias.

El semen consiste en una suspensién de espermatozoides en
plasma seminal. Aunque el contenido de espermatozoides es solo de
origen testicular, el hecho es que en el semen existen secreciones de
todas las glandulas del tracto genital. Estas secreciones proceden, por
tanto, de las vesiculas seminales, la préstata y glandulas bulbo
uretrales (Jequier y cols., 1986). Cada una de las secreciones es
vertida independientemente, en la parte posterior de la uretra, en un
proceso que se denomina emision. La emision empuja al esperma
desde los epididimos hacia la uretra. En este trayecto, se unen los
espermatozoides y las secreciones de todas las glandulas
complementarias. El estimulo induce la contraccién del musculo liso
que rodea los epididimos, los conductos deferentes y el conducto
eyaculador (Rhoades y cols., 1995).

a. Vesiculas seminales.

Las vesiculas seminales son un par de estructuras localizadas
en la parte posterior del trigono de la vejiga urinaria. Aportan el 40-
80% del liguido seminal. Su secrecidon es gelatinosa, ligeramente
amarilla y de reaccion alcalina. Contiene mucha fructosa (el sustrato
principal para la glucdlisis del espermatozoide) acido ascérbico y
prostaglandinas. Posee una importante propiedad tampdén (Jequier y
cols., 1986).

b. Prostata.

La prostata es una glandula que se sitla debajo de la vejiga y
rodea la base de la uretra, vertiendo su contenido a la luz uretral
durante la eyaculacion (Rhoades y cols, 1995). La secrecién de la
prostata contribuye en un 13-33% al volumen del eyaculado, es fluida
e incolora y tiene el pH acido. Aporta al liquido seminal gran contenido
de prostaglandinas y contiene concentraciones muy altas de zinc, asi
como de numerosas enzimas (proteasa, fosfatasas acidas, etc.). Esa
secrecion contiene unas vesiculas membranosas llamadas prostasomas
que regula algunos procesos importantes para la fertilizacién. (Jequier
y cols., 1986). En los prostasomas se han identificado compuestos
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lipidicos (colesterol, esfingomielinas, etc....) iones y moléculas
pequefias (Ca++, Zn++, GDP, ADP, ATP...) y diversas proteinas
(33.8% enzimas, 19% proteinas transportadora, 17.3% proteinas
transductoras de senales, 14.4% proteinas GPT y 5.8% cheperonas
(Utleg y cols., 2003).

c. Glandulas bulbo uretrales de Cowper.

Las glandulas bulbo uretrales vierten su contenido al interior de
la uretra. Aportan el 2-5% del volumen seminal y tienen dos tipos de
secreciones, una viscosa Yy la segunda mas acuosa ricas en
glucoproteinas. (Jequier y cols., 1986). Su contenido puede ser
liberado antes de la eyaculacidn, facilitando la lubricacién genital.

d. Uretra.

Es la ultima estructura entre el testiculo y el medio externo. Se
divide en uretra prostatica, membranosa y peneana. La uretra
peneana esta rodeada por el cuerpo esponjoso Yy sobre esta se
encuentra el cuerpo cavernoso. Todas estas estructuras musculares
toman parte en la ereccion del pene. El paso del semen de la uretra al
exterior se denomina eyaculacién (Guyton y cols., 1997).

2. BIOLOGIA REPRODUCTIVA
2.1. GAMETO FEMENINO (OVULO).
2.1.1. Oogénesis

Las células germinales embrionarias (entre mil y dos mil),
alcanzan, mediante movimientos ameboides, las crestas gonadales
entre la cuarta y la sexta semana de gestacion, en un proceso comun
para ambos sexos. La presencia del cromosoma Y determina la
aparicion de TDF (testes-determining factor) y la diferenciacidon
gonadal en testiculo (Sinclair y cols., 1990).

La ausencia de cromosoma Y, permite la diferenciacién gonadal
femenina. A partir de la 6° semana se produce una rapida
multiplicacion mitdtica de las células germinales, alcanzando una
concentracion de 6 a 7 millones de ovogonias a las 16-20 semanas de
gestacién (Gondos y cols., 1986). Las oogonias se transforman en
ovocitos cuando inician la primera divisién meiotica. La progresion de
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la meiosis hasta la etapa de diplotene continla durante el resto del
embarazo y esta completa al nacimiento. La detencion de la meiosis al
final de la primera etapa probablemente se da por la accion de
sustancias inhibidoras producidas por las células de la granulosa. Esta
fase de parada se llama dictiotene.

2.1.2. Etapa de formacion de foliculo

Hacia la 18-20 semana de gestacién, la corteza gonadal es
perforada por canales vasculares originados en las regiones medulares
mas profundas, dividiendo la masa celular cortical en pequefios
fragmentos. Los vasos sanguineos traen consigo células perivasculares
mesenquimatosas que rodean a los ovocitos que han completado la
primera etapa de meiosis. La unidad resultante es el foliculo primordial
(Ammini y cols., 1994). Este proceso tiene lugar aparentemente sin
relacion con las gonadotropinas (Rabinovici y cols., 1990)

2.1.3. Ovario neonatal

Durante la segunda mitad de la gestacién se produce una
importante perdida de ovocitos, reduciendo a 1-2 millones el numero
de ovocitos presentes al nacimiento (Himelstein-Braw y cols., 1976).
Los factores determinantes de este proceso no son conocidos, aunque
parece jugar un papel importante en la atresia folicular, el proceso de
apoptosis (muerte celular programada) de las células foliculares
(Matsuda-Minehata F y cols., 2006). Como la dotacién inicial de células
germinales no se modifica, la mujer nace con una pérdida del 80% de
Sus ovocitos.
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FIGURA 4.- Ovogénesis y maduracion ovocitaria.

2.1.4. Ovario adulto

El proceso de perdida ovocitaria continua durante la infancia, de
manera que al llegar a la pubertad la masa de células germinales se ha
reducido a 300.000-500.000 unidades (Baker , 1963). Durante la vida
fertil de la mujer se producirdan de 400-500 ovulaciones, y por cada
foliculo que ovula, cerca de 1000 pasaran por procesos de crecimiento
incompleto de duracién variable. Con el tiempo, los foliculos primarios
se iran reduciendo hasta que al llegar la menopausia, solo queden
unos cientos (Richardson y cols., 1987).

a. Crecimiento folicular

Actualmente se cree que el tiempo necesario para que un
foliculo primario evolucione hasta la ovulacion, es de 85 dias
(Gougeon, 1996). El crecimiento inicial es independiente de las
gonadotropinas, hasta alcanzar un estadio que permita el crecimiento
ulterior en respuesta a la FSH. Al comienzo del ciclo menstrual, los
niveles de FSH van a conseguir el reclutamiento de varios foliculos,
pero solo uno alcanzara la dominancia. La secrecion de estrégenos vy la
inhibina folicular, producen una retroalimentacidn negativa sobre los
niveles de FSH y los foliculos con menor capacidad de respuesta se
atresian, mientras que el dominante sigue creciendo hasta el momento
de la ovulacién. Una vez alcanzado un determinado estado de
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crecimiento, el foliculo se hace resistente a los cambios de FSH
(Zeleznik, 2004).

b. Reinicio de la meiosis

La FSH promueve la aparicién de receptores de LH en las células
de la granulosa, siendo maxima su concentraciéon, en el momento
preovulatorio. El pico de LH aparece 12-24 horas antes de la ovulacion.
Es la sefal que dispara los distintos procesos celulares que en el
foliculo van a producir el reinicio de la meiosis, a través de la
regulacion de los niveles de AMPc en el ovocito. Los niveles elevados
de AMPc bloquean la meiosis, mientras que su disminucion la reinicia.
Una de las vias propuestas para esta disminucién, es la desconexidn
del ovocito con las células de la granulosa (facilitadas por los niveles
de gonadotropinas), haciendo que el ovocito pierda las senales que
estaba recibiendo a través de los gap-junctions (Russell y cols.,
2007).

c. Ovulacion

La liberacion fisica del ovocito y de su cumulo de células de la
granulosa es producida por el pico de LH, facilitando la descomposicion
de la capa de coldgeno de la pared folicular (Yoshimura y cols., 1987).
El pico de LH, ademas de reiniciar la meiosis ovocitaria, induce la
produccion de progesterona por las células de la granulosa, la
expansién del cumulo y la sintesis de prostaglandinas y otros
eicosanoides esenciales para la ruptura folicular.

El aumento de progesterona induce un pico de FSH, que
estimula la sintesis de acido hialuronico que dispersa las células del
cumulo, permitiendo al conjunto ovocito-cumulo, flotar libremente en
el liquido folicular.

La FSH, LH, progesterona y prostaglandinas estimulan Ila
actividad de enzimas proteoliticos que digieren el coldgeno de la pared
folicular hasta constituir el estigma ovarico (punto de ruptura del
foliculo) (Yoshimura y cols., 1987). Las prostaglandinas, ademas,
facilitan la contraccion de fibras musculares lisas, detectadas en el
ovario, contribuyendo a la expulsién del conjunto ovulo-cumulo
(Miyazaki and cols, 1991).
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2.2. GAMETO MASCULINO (ESPERMATOZOIDE)
2.2.1. Espermatogénesis y su regulacion
2.2.1.1. Espermatogénesis

La espermatogénesis es un complejo y ordenado proceso de
diferenciacion de las células madres germinales primordiales
(espermatogonias) hacia espermatozoides (Fig. 2). Este proceso
ocurre en los testiculos, concretamente en los tubulos seminiferos. En
la infancia, la creacidn de gametos esta en reposo, pero en la
pubertad, junto a la subida de la concentracion de hormona
gonadotroficas (FSH y LH) las células de Leyding 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 nhuevos ciclos, que
producen unos 120 millones de espermatozoides diarios (Amann y
cols., 1980). El proceso se mantiene activo durante toda la vida
aunque en la vejez se nota un descenso en la produccién de
espermatozoides (Marina, 2003).

La espermatogénesis comienza con la divisidn de las células
madre vy finaliza con la formacién de los espermatozoides maduros. Se
completa en tres fases:

a. Espermatocitogénesis

Es wuna fase proliferativa, durante Ila 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 numero limitado de
divisiones mitdticas para formar un clon celular de espermatogonias B.
(46,2N) que con una Uultima divisibn 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
duplicdndose su contenido en cada cromosoma y dando lugar a células
diploides 4n o tetraploides (Matsumoto, 1996).
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b. Meiosis

Es la fase en la que los espermatocitos experimentan la
transformacién 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) vy la
reduccién del material genético dando lugar a los espermatocitos
secundarios (23,2N) (Russell y cols., 1990; Bustos-Obregon y cols.,
1975; Clermont, 1991). Durante la segunda divisidn meiotica, similar a
una division mitética, los espermatocitos secundarios, se dividen,
dando lugar a las espermatides (23, 1N) (Matsumoto, 1996).

c. Espermiogénesis

Es el proceso por el cual las espermatides se transforman en
espermatozoides maduros, a través de cambios morfoldgicos y
funcionales, sin que haya division celular. Estos cambios son: la
formacién del acrosoma, mediante la transformacién del aparato de
Golgi; condensacion y elongacion del ndcleo, eliminacién de la mayor
parte del citoplasma y formacion 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 liberacidn de los espermatozoides a la luz del tubulo
seminifero. Mediante movimientos peristalticos los espermatozoides
son transportados de la rete testis a los conductos eferentes y de alli
al epididimo (Bustos-Obregon vy cols., 1975). Aun asi, estos
espermatozoides no seran capaces de fecundar hasta sufrir los
procesos de capacitacion y reaccion acrosomica, 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 diferente estado de maduraciéon y las mas
desarrolladas aparecen en el lumen de los tubulos. En la parte basal de
los tubulos se encuentran las células de Sertoli que son la barrera
entre el tubulo y la sangre (Clermont, 1991) (Figura 5).
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FIGURA 5.- Espermatogénesis.

2.2.1.2. Regulacion Endocrina \ Paracrina de la
Espermatogénesis

La produccién de andrdogenos y la maduracion de los gametos
son reguladas en el testiculo por el hipotdlamo y la hipdfisis a través
de un mecanismo de retroalimentacidn negativo. La testosterona
inhibe la secrecién de FSH y LH; y la FSH tiene otro regulador que es
la Inhibina. La LH estimula la produccidon de Testosterona en las células
de Leyding, mientras que la FSH controla la espermatogénesis a través
de las células de Sertoli.

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

Ademas de esta regulacion endocrina existe una regulacion local
o paracrina independiente de la regulacién hormonal., habiéndose
descrito actividad paracrina en células de Sertoli, Leydig,
peritubulares, macrofagos y células germinales.
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Han sido descritas distintas sustancias importantes en la
regulacion local de la espermatogénesis como son: los factores de
crecimiento, entre los que se encuentran: el factor de crecimiento
transformante -a y -B (TGF-a y TGF-B), la inhibina, la activina, el
factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor de crecimiento de la
insulina-I (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 (inhibicién - estimulacion)
sobre la espermatogénesis, que en un futuro pueden ser completadas
por otras aun no conocidas y/o relacionadas (Weinbauer vy cols.,
1997).

2.2.2. 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 dos partes principales: la cabeza y la
cola.

a. Cabeza

Las estructuras mas resefiables dentro de la cabeza son el
acrosoma, el nucleo y el citoplasma (muy reducido) (Browder y cols.,
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 (reaccion
acrosomica).

Nucleo

Se sitla en la parte de la cabeza que queda detras del
acrosoma, en la zona post-acrosémica. En el nucleo espermatico el
DNA aparece muy condensado debido a que durante Ia
espermatogénesis, las histonas son reemplazadas por protaminas. En
el nacleo también aparece RNA que tiene funciones aun desconocidas.
El nlcleo espermatico es la parte que debe penetrar en el ovocito.
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Citoplasma

Los espermatozoides maduros tienen un citoplasma muy
reducido. La mayor perdida 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
creara 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 (Millar vy
cols., 2006). Eso significa que los espermatozoides 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
liguido seminal (mediante epididimosomas) y/o a través del tracto
femenino, ocurre un intercambio de proteinas y lipidos de la
membrana plasmatica espermatica (Schuel vy cols., 2005). De ese
modo, puede ocurrir que los espermatozoides varien su actividad en
relacion 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 (Millar y cols., 2006).

b. Cola
La cola de los espermatozoides tiene una estructura compleja y
especializada con el fin de proporcionare movimiento a la célula.
Morfoléogicamente se divide en cuatro partes: cuello, pieza media,
pieza principal y pieza final (Mortimer y cols., 1997).
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
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finalmente, rodedndolo todo, esta la membrana plasmatica. En esta
pieza se crea el ATP necesario para el movimiento flagelar.

Nucleus Mitochondria (

Figura 6.- Micrografia electrénica de un espermatozoide humano. La célula tiene un nicleo
compacto, las mitocondrias visibles, sin reticulo endoplasmaético; el citoplasma es minimo y
la cola es de gran tamaiio (alrededor de 45 p m de longitud) (Barratt y cols., 2009)

Pieza principal

Aqui también encontramos las fibras densas externas rodeando
el axonema pero las fibras en posicion 32 y 823 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.

Pieza final o flagelo

Esta parte esta formada por el axonema y la membrana
plasmatica. Los espermatozoides utilizan el flagelo para moverse. El
movimiento es debido a la batida flagelar que crea el axonema en un
proceso que requiere energia. El axonema esta formado por
microtubulos y proteinas unidas a estos y en el caso del
espermatozoide, su estructura se mantienen 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 sitlan 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 mecanica y 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 vy cols., 1999).

Los espermatozoides obtienen ATP principalmente por
fosforilizacion oxidativa que se da en las mitocondrias presentes en la
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pieza media del flagelo. Pero en las partes del flagelo carentes de
mitocondrias, es muy importante el ATP conseguido mediante la
glicdlisis que se da en las fibras membranosas de la pieza principal
(Turner, 2006).

2.2.3. Maduracion espermatica

Tras la finalizacidon de la espermatogénesis, los espermatozoides
son liberados a la luz de los tubulos seminiferos (espermiacion). Sin
embargo, carecen de movimiento y de capacidad fertilizante. Para
adquirirlas, deben someterse a un complejo cambio fisioldgico vy
bioquimica, denominado “maduracién espermaética”, que se realiza
fundamentalmente en su paso por el epididimo al que llegan a través
del conducto eferente desde la rete testis mediante movimientos
peristalticos.

Durante el paso entre la cabeza y la cola del epididimo, los
espermatozoides adquieren movilidad a través de un mecanismo de
fosforilizacion y des-fosforilizacién de proteinas presentes en el flagelo
del espermatozoide, reguladas por mediadores intracelulares como,
Ca2+, el cAMP y el pH, procedente del microambiente del epididimo
(Tash y cols., 1994). Sin embargo, las principales modificaciones
incluyen cambios en la composicion lipidica y proteica de la membrana
plasmatica. (Retamal vy cols, 2000; Sullivan y cols, 2005; Saether y
cols, 2003; Sullivan y cols, 2007; Yanagimachi, 1994). Se ha
postulado que el espermatozoide adquiere dichas modificaciones al
fusionarse con los epididimosomas, unas vesiculas membranosas
presentes en el fluido del epididimo que le transfieren al
espermatozoide los lipidos y proteinas necesarias (Frennette y cols.,
2002) para su maduracion y capacidad reconocedora y fecundante del
ovocito (Gatti y cols., 2004).

A pesar de que la funcion principal del liquido seminal es la del
transporte de espermatozoides, se ha observado que estas células
sufren modificaciones en su membrana plasmatica cuando se
encuentran suspendidos en él. El liquido seminal contienen vesiculas
membranosas, procedentes de la prostata denominadas prostasomas,
que son capaces de fusionarse in Vitro con los espermatozoides en
medios acidos (pH 5.5) (Palmerini y cols., 2003) Sin embargo, esta
fusion puede ser cuestionable in vivo, puesto que no se observan
medios fisioldgicos de esa acidez (Sostaric y cols., 2008).
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Entre los efectos de los prostasomas en la maduracién post-
testicular de los espermatozoides se observa una actividad
inmunosupresora (Rooney y cols., 1993) mejora de la movilidad
espermatica (Carlsson y cols., 1997) y prevencidon de la reaccion
acrosémica inducida por la progesterona (Palmerini y cols., 2003).

Aun asi, la capacidad de fertilizar se adquiere en el tracto
femenino tras los procesos de capacitacién y reaccidon acrosémica
(Sadler, 2004).

2.2.4. Eyaculacion espermatica

Antes de ser liberado al exterior, los espermatozoides pueden
mantenerse durante tiempo en los tubulos deferentes y en sus
ampollas. Cuando el hombre se excita, se produce una ereccion y
empieza el proceso de emisién. En este proceso, los espermatozoides
se unen a las secreciones que crean el liquido seminal. Una vez que la
uretra se llena de semen, se crean sefales sensitivas que
desencadenan la eyaculacidon. El eyaculado esta formado por un
componente celular (espermatozoides) y otro liquido (liquido seminal).

El liquido seminal se encarga de que los espermatozoides
lleguen al interior del tracto reproductor femenino, pero aparte de
esto, los compuestos del liquido seminal contienen sustratos
gelificantes (fibrindgeno, semenogelina) que coagulan temporalmente
el eyaculado, evitando su expulsion vaginal y protegiendo a los
espermatozoides del pH vaginal, manteniéndolos cerca del cervix
uterino. Tras pasar 15-20 minutos se licua (por la fibrinolisina) y de
esa manera aumenta la movilidad espermatica. Debido a los factores
inhibidores presentes en el liquido seminal, la actividad espermatica se
encuentra reducida (impidiendo la capacitacion y la reaccidon
acrosomica) y, de esta forma, se mantiene la viabilidad de los
espermatozoides. El pH del liquido seminal se encuentra entre 7.2 -
7.8 y ese pH ayuda en la movilidad. Un hombre fertil suele eyacular
entre 2-6 ml de semen y en ese semen hay 50-250 millones de
espermatozoides (Guyton y cols., 1997).

2.2.5. Activacion de la movilidad espermatica

Los espermatozoides son inmdviles tras la espermatogénesis,
adquiriendo su movilidad a su paso por el epididimo, donde adquieren
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las moléculas necesarias para la activacion de la movilidad
espermatica, la cual se manifiesta cuando entra en contacto con el
plasma seminal, donde utilizan el flagelo para moverse. La motilidad
de los espermatozoides es fundamental para la fertilidad masculina en
los mamiferos (Wang, 2003). Los espermatozoides activados, dentro
del plasma seminal, muestran trayectorias lineales que se
correlacionan con las que fisioldgicamente mostrarian al penetrar el
moco cervical (Mortimer, y cols., 1997).

El movimiento es debido a la batida flagelar que crea el
axonema. En el axonema existen unas 250 proteinas de distinto tipos:
citoesqueléticas (tubulina), proteinas motoras (dineina), chaperonas,
proteinas que unen calcio, proteinas quinasas y fosfatasas (Inaba,
2003). Cuando a los brazos de dineina del axonema se les une ATP, se
pone en marcha su actividad ATPasa y por hidrdlisis de ese ATP, la
dineina sufre una cambio conformacional, que hace que se mueva por
encima de los microtubulos adyacentes. Pero las moléculas de la
dineina presentes en el axonema no se activan a la vez; primeramente
se activan las moléculas presentes en la base y poco a poco esa
activacion se propaga hasta la punta del axonema mediante una
interaccidon protein-proteina (Marigomez, 1999; Turner 2006). Los
espermatozoides obtiene el ATP gracias a la fosforilacién oxidativa que
se da en las mitocondrias presentes en la pieza media del flagelo. Pero
en las parte del flagelo carentes de mitocondrias es muy importante el
ATP conseguido mediante la glucdlisis que se da en las fibras
membranosas de la pieza principal (Turner, 2006).

El flagelo de espermatozoides activados, genera unas
trayectorias simétricas y progresivas que dirigen al espermatozoide
con rectitud a través de medios no muy viscosos (Turner, 2006). De
esta forma, los espermatozoides activados viajan mediante propulsion
por el tracto reproductor femenino para llegar al oviducto.
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Sin embargo, no tenemos una comprensién completa de las vias
de sefalizacién que regulan la funcién flagelar. Dos vias han surgido
como reguladores clave de la movilidad espermatica activa e
hiperactiva en los mamiferos Estas son las que ejercen la via AMP
ciclico (AMPc) / protein-quinasa A (PKA) y la calmodulina, ambas
dependientes de la entrada de Ca? * a través de los canales de
membrana o canales Catsper (Heffner y Storey, 1981; Suarez y cols.,
1987; Tash y Means, 1987; Lindemann y Goltz, 1988; White y Aitken,
1989; Brokaw, 1991; Yanagimachi, 1994; Ho y cols., 2002; Nolan y
cols., 2004; Marin-Briggiler y cols., 2005). (Figura 7)

a. Via AMPc/PKA

Hay pruebas que sugieren que la fosforilacion de las proteinas
de los flagelos, dependiente de cAMP esta involucrado en la iniciacién y
mantenimiento de la motilidad de los espermatozoides (Tash y Means,
1982; Tash y Means, 1983; San Augustin y Witman, 1994). Ya que la
PKA es una de las principales vias finales de AMPc en los
espermatozoides, es probable que esta quinasa juegue un papel
central en estos eventos de fosforilacion (Visconti y cols., 1997). Como
apoyo adicional del papel de PKA en la funcién espermatica, se ha
demostrado que los ratones que carecen en las células germinales de
la subunidad catalitica de la PKA (Ca2) son infértiles debido a varias
anomalias, incluidas las anomalias de la motilidad (Nolan y cols.,
2004).

El Ca® * extracelular es necesario para la movilidad en los
espermatozoides en el epididimo, y se sabe que regulan tanto la
movilidad activa como la hiperactiva (Suarez y cols., 1987; Tash y
Means, 1987; Lindemann y Goltz, 1988; White y Aitken, 1989;
Yanagimachi, 1994; Ho y cols., 2002). Uno de los mecanismos por los
que el Ca®* estd directamente relacionado con la funcién flagelar es a
través de la regulacién de la, adenililciclasa "soluble", SAC, lo que
genera cAMP que activa la via PKA (Jaiswal y Conti, 2003; Litvin, et
al, 2003; Esposito y cols., 2004). EI SAC es extraordinariamente
sensible al bicarbonato y al Ca? * (Buck y cols., 1999; Chen y cols.,
2000; Wuttke vy cols., 2001; Liguori y cols., 2004).

El cAMP es una sefalizacién activa y aumenta la motilidad vy
frecuencia de la pulsacién, pero no induce cambios profundos
caracteristicos de la hiperactivacion de flexion de los flagelos. La
activacion de la motilidad del espermatozoide es un requisito previo
para la hiperactivacion, en el sentido de que los espermatozoides que
no son activos, no puede convertirse en hiperactivos. La activacion es
dependiente de cAMP producida por la adenil ciclasa o sAC o SACY. Los
espermatozoides de ratones sin SACY no se puede activar plenamente,
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aungque muestran un cierto movimiento lento (Esposito, 2004; Xie,
2006) Asi, el cAMP producido por SACY es necesario para activar los
espermatozoides y, en ese sentido, es un requisito previo para la
hiperactivacidon. SACY se estimula por Ca®>* y HCO;™ (Xie y cols.. 2006;
Carlson ,2007) El AMPc generado por SACY activa la proteina quinasa
A, que fosforila la serina o treonina proteica, lo que la convierte en una
via de sefializacion que conduce a la fosforilacién de de los residuos de
tirosina en otras proteinas. El aumento de la fosforilacién de la tirosina
en flagelos se asocia con movilidad hiperactiva en el espermatozoide
de hamster (SI y Okuno, 1999) y de mono (Mahony y Gwathmey,
1999), pero su verdadero papel no esta del todo claro.

b. Calmodulina

Ademas de la via cAMP/PKA, se ha sugerido una segunda via
dependiente del Ca 2+, que implica a la Calmodulina (CAM) en la
movilidad espermatica. Es una proteina de 17 Kd que sirve como un
receptor intracelular clasico de Ca®* (Means y cols., 1982). La CaM se
ha localizado en el acrosoma y en la pieza principal flagelar,
concretamente en la vaina fibrosa (FS) (Schlingmann y cols, 2007),
estando implicada en multiples funciones espermaticas, que incluyen
la motilidad, la capacitacién, y la reaccidn acrosomal (Jones y cols.,
1980; Si y Olds-Clarke, 2000; Bendahmane y cols. 2001; Lopez-
Gonzalez y cols. 2001)

Se ha observado una inhibicion de la motilidad de los
espermatozoides mediante la adicion del antagonista de la CAM (W-7),
lo que evidencia mas directamente su papel en la movilidad seminal
(White y Aitken, 1989; Ahmad y cols., 1995; Si y Olds-Clarke, 2000),
pero los agonistas de la Via PKA pueden restaurar el movimiento
cuando la CaM se inhibe. Asi, los componentes de la SAC / via PKA
puede compensar la pérdida de de la funcién en la via Ca® */ CaM
siempre que los sustratos metabodlicos del piruvato y lactato estan
presentes. Curiosamente, los efectos de Ca’ * sobre el SAC son
independientes de la CAM (Jaiswal y Conti, 2003; Litvin y cols., 2003),
lo que sugiere que el Ca’* afecta a la movilidad a través de multiples
vias, sélo algunos de los cuales requieren CAM.
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2.3. TRANSPORTE DE LOS ESPERMATOZOIDES

2.3.1. Aparato genital masculino

Los espermatozoides producidos en el testiculo llegan al
epididimo caudal aproximadamente a los 72 dias del inicio de la
espermatogénesis, siendo alli donde se almacenan, estando
disponibles para la eyaculacion. Durante el trayecto, van adquiriendo
gradualmente movilidad y capacidad fertilizante. Durante este periodo,
para que la funcidn espermatica se mantenga en condiciones dptimas,
es necesario unos adecuados niveles de testosterona y una
temperatura normal en el escroto (Foldesy y cols., 1982)

2.3.2. Vagina

Casi inmediatamente después de la eyaculacidén, el semen
forma un gel, que se licua a los 20-30 minutos, mediante enzimas
originadas en la glandula prostatica. El pH alcalino del semen protege
a los espermatozoides del pH acido vaginal temporalmente, ya que al
cabo de dos horas, los espermatozoides que no han alcanzado el moco
cervical, son inmovilizados.

2.3.3. Moco cervical

En los seres humanos, el moco cervical es una de las primeras
barreras selectivas encontradas por el esperma. El pH de la secrecion
mucosa cervical es alcalino, permitiendo la supervivencia de los
espermatozoides que pueden acceder a él, a los 90 segundos de la
eyaculacion (Sobrero y cols., 1962). Su influencia en los
espermatozoides se realiza de muchas maneras: (1) eliminacién de los
espermatozoides del ambiente hostil que es la vagina, (2) la
eliminacion del plasma seminal y la iniciacidon de la capacitacién, (3) la
eliminacion selectiva de espermatozoides anormales y seleccidn de
espermatozoides moviles, (4) de almacenamiento de esperma
preservando su fertilidad. El estrecho contacto entre el esperma y el
moco cervical, rico en albumina servira, en primer lugar, para eliminar
los factores decapacitantes como ferritina y, en segundo lugar, a la
pérdida de varios lipidos de membrana como el colesterol, dos eventos
precoces de la capacitacién (Feki y cols., 2004).

Los espermatozoides nadan y migran a través de los poros de la

microestructura del moco, que son mas pequefos que la cabeza del
espermatozoide; por lo tanto, deben abrirse paso empujando (Yudin y
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cols., 1989). De hecho, se cree que el moco cervical actia como filtro,
impidiendo el acceso a los espermatozoides anormales y menos
capaces (Krzanowska, 1974). La cantidad de espermatozoides en el
moco cervical es relativamente constante durante 24 horas después
del coito, pero a las 48 horas quedan relativamente pocos (Perloff y
cols., 1964). Las contracciones uterinas y la movilidad espermatica
impulsan los espermatozoides hacia el interior del Utero, pudiéndose
encontrar espermatozoides en las trompas desde los 5 minutos
(Settlage y cols., 1973) a las 80 horas del coito (Gould vy cols., 1984).

2.3.4. Utero

Los espermatozoides remontan rapidamente el cuerpo uterino y
llegan a la unién (tero-tubarica. En esta regidn, las secreciones
mucosas rellenan su interior, formando una barrera que impide
cualquier retroceso. Algunas proteinas de la familia de ADAM, como
ADAM1, ADAM2 y ADAM3 expresadas en la superficie de los
espermatozoides, parecen necesarias para franquear la unién Gtero-
tubarica (Nishimura y cols., 2004). El esperma de los ratones con
genes anulados para ADAM2 es de hecho incapaz de atravesar esta
zona y de unirse a la zona pellucida. Estas moléculas implican la
molécula completa de ADAM 3 en este pasaje. A continuacién, el
esperma se mantendrad mas o menos tiempo en la parte inferior del
istmo tubarico, que constituye de hecho, un reservorio de esperma.

2.3.5. Trompas de Falopio

Las trompas proporcionan un entorno propicio para, en primer
lugar, el transporte de esperma, el almacenamiento y la capacitacion
y, en segundo lugar, la captacion ovocitaria, su transporte,
fertilizacion y finalmente la division embrionaria. Todos estos
acontecimientos se producen en un periodo relativamente corto de su
ciclo menstrual, alrededor de la ovulacion.

En las ovejas o vacas, los espermatozoides son almacenados en
el periodo preovulatorio en el istmo caudal, durante, respectivamente,
25-26 y 28-30 horas. Esta parte inferior del oviducto es un reservorio
funcional preovulatorio para el esperma de los mamiferos de donde
son liberados en el momento de la ovulacién. (Hunter, 1981; Bedford
y cols., 1994). Los espermatozoides almacenados tienen una mejor
morfologia que los espermatozoides inseminados (Thomas y cols.,
1994), reflejo de la seleccidon que tiene lugar durante el avance por el
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interior uterino; la estructura de la cromatina se mantiene intacta.
(Ellington y cols., 1998). A pesar de ello, no estan plenamente
capacitados (Lefebvre y cols., 1996) y mantienen una baja
concentracion de calcio intracelular y bajos niveles de fosforilacion de
los residuos de tirosina (Petrunkina y cols., 2001). Aunque hay
pruebas de que la mayoria de espermatozoides se situan en el liquido
de las trompas, varios estudios indican que muchos espermatozoides
se unen por la parte apical de su cabeza a las microvellosidades y / o
cilios de las células que recubren la endosalpynx. (Lefebvre y cols.,
1997). Los azucares estan también implicados en esta interaccidn
espermatozoides/ epitelio del oviducto. Asi, en el toro, se ha
identificado la fucosa, particularmente en el trisacarido Lewis-a, como
un elemento clave de la interaccion (Lefebvrey cols., 1997).

Una proteina de los espermatozoides, la PDC-109, de 16kd,
secretada por las vesiculas seminales y asociada a la membrana
plasmatica, ha sido identificada como ligando de residuos fucosilados
de la superficie del oviducto (Gwathmey vy cols., 2003). Al PDC-109 se
han sumado otras dos proteinas (recientemente identificadas en
ganado), la BSP-30, de 30kd y la BSP-A3, que también promueven la
union de los espermatozoides del epididimo en el epitelio de las
trompas. (Gwathmey y cols., 2006). Estas tres proteinas han sido
identificadas como miembros de la familia de las proteinas del plasma
seminal (BSP). Otros cuatro miembros de la familia de la anexina
(ANXA1, -2, -4, -5) han sido también identificados en el vértice del
epitelio de las trompas, como receptores de estas proteinas en el
espermatozoide. (Ignotz y cols., 2007). EI ANXA1 y ANXA2 estan
asociados con los cilios de las células epiteliales tubulares. La unidn
espermatozoide/ epitelio tubarico conserva la fertilidad y la vitalidad de
los espermatozoides durante el almacenamiento (Dobronski y cols.,
1997). El mantenimiento de una baja concentracidon de calcio
intracelular observado en espermatozoides unidos al epitelio tubarico
podria ser el mecanismo que regula la prevencién de la capacitacién
prematura (Dobronski y cols., 1997). La PDC-109 ayuda a estabilizar
la membrana de los espermatozoides reduciendo la fluidez de la
membrana, reduciendo el movimiento del colesterol dentro de la
bicapa lipidica e inhibiendo la fosfolipasa A2 (Greube y cols, 2001;
Soubeyrand y cols., 1997). Finalmente, la catalasa, detectada en el
fluido del oviducto del ganado, protege las membranas de los
espermatozoides contra el estrés oxidativo, preservando asi la
vitalidad de los gametos (Lapointe y cols., 1998).

Una o dos horas antes de la ovulacién, los espermatozoides se
reactivan y son progresivamente liberados del epitelio. En los
mamiferos, la secuencia de los acontecimientos relacionados con el
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almacenamiento de esperma y la liberacidn gradual durante el periodo
peri-ovulatorio, permitiria reducir la incidencia de la poli-espermia. La
separacién de los espermatozoides en el epitelio de las trompas seria
el resultado de la pérdida de los sitios de unién en el epitelio y de
cambios funcionales en los espermatozoides. Asi, el aumento de
glicosaminoglicanos como la heparina en el liquido de las trompas
antes de la ovulacion, la promocién de la pérdida de la molécula PDC-
109 (Gwathmey cols., 2006), o la interferencia en la uniéon entre el
PSB y las anexinas (Shao y cols., 2006) podrian participar en este
proceso. Por otra parte, la heparina estimula dos modificaciones
intracelulares caracteristicas de la capacitacién, un aumento de calcio
intraespermatico y la fosforilacién de residuos de tirosina de ciertas
proteinas en el espermatozoide (Gualtieri y cols., 2005). EIl
incremento de calcio intracelular proviene de la liberacion de calcio
desde los almacenamientos internos espermaticos y precede a la
separaciéon de los espermatozoides en el epitelio de trompas (Gualtieri
y cols., 2005). Cambios en el movimiento de los espermatozoides
resultantes de estas acciones también podrian facilitar la liberacién de
los espermatozoides en el epitelio de las trompas. En ratones, el
movimiento hiperactivo dota a los espermatozoides de movimientos
flagelares rapidos y amplios, lo que les permite moverse entre el moco
y avanzar hacia el centro de la luz tubarica (Suarez y cols., 1987).
Desde su liberacién, los espermatozoides reanudan su capacitacion en
el interior de las trompas de Falopio, en particular bajo la influencia de
bicarbonato. Este ion es un elemento central en el inicio de la
capacitacion (Wang vy cols., 2003). Se secreta en la cavidad uterina,
en parte, por el canal CFTR. (Wang y cols., 2003). Su concentracion
es regulada segun las variaciones ciclicas hormonales (Zheng y cols.,
2004), y en las trompas, hay un gradiente craneo caudal, siendo su
concentracidn mas alta en la unién del istmo/ ampolla que en el propio
istmo (Rodriguez-Martinez, 2007). El ascenso de los espermatozoides
hacia la ampolla posiblemente implicaria un quimiotactismo
(Eisenbach, 1999). De hecho, existen argumentos para la presencia
de diversos factores quimiotacticos en el liquido folicular, secretados
por las células del cumulo que rodean el oocito, al igual que la
progesterona. (Oren-Benaroya, 2008), lo que podria explicar la
distribucién asimétrica de los espermatozoides entre las dos trompas
durante la ovulacion.

Entre la vagina y la trompa, el nUmero de espermatozoides sufre
una importante merma. De un promedio de 200 a 300 millones
depositados en la vagina, apenas unos cientos y, con frecuencia,
menos, llegan a las cercanias del ovulo. Las cifras mas importantes se
observan en la regién ampular de la trompa en el momento de la
ovulacion (Willians y cols., 1993). En esta region ampular de la
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trompa de Falopio, los espermatozoides adoptan otro patron de
movimiento que se ha llamado movilidad hiperactiva (Katz y cols.,
1989). Es posible que esta movilidad sea en parte por el resultado de
una interaccién con el epitelio de la trompa que imprime mayor
velocidad vy mejor orientacion y también impide que los
espermatozoides se adhieran y queden atrapados.

2.4. TRANSPORTE DEL OVULO

En respuesta al pico de LH, se producen en el foliculo dos
fendmenos paralelos: el reinicio de la meiosis, completdndola hasta el
estadio de metafase II, y la rotura de las gap juncion (uniones
directas entre la membrana plasmatica del ovocito y las células del
cumulo, comunicandolos metabolitamente), que inducen la maduracion
y la migracién de los granulos corticales hacia la corteza externa del
ovocito (Ducibella y cols., 1990). A continuacién, el ovocito y la masa
de células del cumulo se preparan para abandonar el ovario
separandose de la pared folicular.

Una vez roto el foliculo, el ovocito y su cimulo, se adhieren a la
superficie ovarica y las fimbrias de la trompa “barren” el ovario para
recogerlo. La entrada en la trompa se facilita mediante movimientos
musculares de la trompa, asociada a una moderada presién negativa.
Este proceso se realiza lentamente (mas de 15 min.) (Gords y cols.,
1998).

Las trompas de Falopio estan revestidas por un epitelio que, en
respuesta a los cambios hormonales del ciclo menstrual, experimenta
cambios ciclicos (Amso vy cols., 1994). Este epitelio esta compuesto
por dos tipos celulares, las células ciliadas y las no ciliadas.

Las células no ciliadas se caracterizan por su importante
actividad secretora en la fase folicular del ciclo, que culmina con la
liberacién de componentes citoplasmaticos durante el paso del ovulo y
gue quiza provea factores metabdlicos necesarios para el transporte y
nidacion. Las células ciliadas no varian con los cambios hormonales.
Los cilios de la superficie de la fimbria tienen lugares de adhesion y se
agitan sincrénicamente en direcciéon al Utero, siendo los principales
responsables del movimiento inicial del ovulo en la trompa. Este
movimiento depende de la presencia del cimulo folicular que rodea al
ovocito. El transporte del ovulo comprende el periodo desde la
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ovulacion hasta la entrada de la mérula en el Utero, proceso en el que
se invierten 80 horas.

2.5. CAPACITACION ESPERMATICA Y FERTILIZACION

Se desconoce durante cuanto tiempo mantiene el ovocito y el
espermatozoide humano la capacidad de ser fertilizado, aunque se
estima entre 12-24 horas para el ovocito y 48-72 horas para el
espermatozoide. El contacto entre ambos gametos ocurre en la region
ampular de la trompa y existen algunas pruebas de comunicacion
entre ambos que atraen al espermatozoide hacia el ovulo (Ralt vy
cols., 1991; Eisenbanch y cols., 1992). El espermatozoide adquiere
esta capacidad quimiotactica después de completar el proceso
denominado capacitacién (Cohen-Dayag y cols., 1995).

Se denomina capacitacién espermatica al conjunto de cambios
fisioldgicos que deben experimentar los espermatozoides eyaculados
para ser capaces de fertilizar al ovulo (Zaneveld y cols., 1991).
Durante este proceso, realizado en el interior del aparato genital
femenino, el espermatozoide adquiere 3 caracteristicas:

1. Movilidad hiperactiva
2. Capacidad de unién a la zona pelucida
3. La reaccién acrosémica

2.5.1. Movilidad hiperactiva

En 1970, Yanagimachi informd de que los espermatozoides de
hamster adquieren un tipo de movimiento denominado “hiperactivo” y
propuso que este tipo de movilidad era necesario para que los
espermatozoides alcanzaran el ovocito y/o atravesaran el cimulo y la
zona pelucida (Yanagimachi, 1970). Este movimiento induce a su vez
movimientos mas amplios y asimétricos del flagelo, asi como un
movimiento constante de rotacion de la cabeza del espermatozoide
(Morales y cols., 1988). El comportamiento de los espermatozoides
con movimiento hiperactivo, no ha sido observado aun en el ovioducto
humano, por lo que los datos provienen fundamentalmente de
observaciones in Vitro y de experimentacién animal.

30 Ma Olga Ramon Martinez



TESIS DOCTORAL INTRODUCCION

10 um

FIGURA 8.- Patrones flagelares de actividad (A) e hiperactividad (B) espermatica (Morales y
cols., 1988).

Los espermatozoides, al entrar en el oviducto, encuentran una
secrecidon mucosa espesa en la unidn Utero-tubarica y en el istmo, en
la fase folicular tardia (Jansen, 1980), debiendo desplazarse en un
medio con aumento de la viscosidad y elasticidad. Se ha observado in
Vitro que los espermatozoides de animales como el jabali y el hamster
solo pueden desplazarse adecuadamente en un medio viscoso cuando
adquieren hipermovilidad (Suarez y cols., 1992). Este tipo de
movimiento hiperactivo es necesario para optimizar el desplazamiento
de los espermatozoides a través de la secrecidn mucosa del ovioducto
y para facilitar la penetracion del cimulo ovocitario ya que, debido a la
presencia de acido hialuronico, es altamente viscoelastico (Kim y cols.,
2005). Hay pruebas sélidas de que la hiperactivacion es necesaria para
penetrar la zona pelicida. En el Hamster, el bloqueo de los canales
de Ca2+ inhibe la hipermovilidad de los espermatozoides adheridos a
la zona pelucida, produciéndose la Reaccién Acrosdémica, pero son
incapaces de penetrar la zona pelucida de los ovocitos (Stauss y cols.,
1995). La eliminacion de la zona pelucida, permite la fertilizacion (Quill
y cols., 2003). (Figura 8)

2.5.1.1. Union al epitelio tubarico

En muchas especies de mamiferos, existe un depdsito de
espermatozoides en el istmo del oviducto donde se produce su unién
con el epitelio de la mucosa tubarica (Suarez y cols., 2006), lo que
prolonga su vida movil (Gwathmey vy cols., 2003). En algunas
especies, esta interaccién se produce por la unién especifica de las
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proteinas de superficie del espermatozoide a un receptor glucosilado
en el epitelio tubarico (Suarez y cols., 2006). Esta unién se debilita
segun el espermatozoide va completando la capacitacion. Esta perdida
de fijacion al epitelio, junto con el movimiento hiperactivo, facilita el
acceso del espermatozoide a la luz tubarica (Gwathmey vy cols., 2003;
DeMott, y cols., 1992).

Diversos experimentos in Vitro han apreciado que los
espermatozoides desprendidos del epitelio tubarico tenian una mayor
incidencia de movimiento hiperactivo que los espermatozoides que aun
no habian conectado el endosalpinx (Pacey y cols., 1995), lo que
indica que la hiperactivaciéon puede ser necesaria para desprender el
esperma humano del epitelio y / o que la unién del epitelio produzca la
hiperactivacion espermatica.

2.5.1.2. Calcio (Ca?*)

Ca’ * es el segundo mensajero primordial que desencadena la
movilidad hiperactiva. El Ca? * intracelular aumenta durante la
estimulacién de la hiperactivacién (Xia y cols., 2007; Ho y cols., 2001).

En espermatozoides desmembranados, donde solo queda intacto
el nucleo, el citoesqueleto y sus proteinas, no existe movimiento. La
transferencia a un medio rico en Ca® * reactiva el movimiento flagelar,
lo que indica que el Ca® * afecta a la axonema directamente (Ho y
cols., 2002) en lugar de a través de otras estructuras esqueléticas. La
regulacion selectiva de la actividad de un grupo de fibras de dineina
por elevadas concentraciones de Ca®?* se demostré que era la base de
los cambios en los patrones flagelares en el esperma desmembrado del
erizo de mar (Bannai, y cols, 2000). De hecho, espermatozoides
humanos han sido reactivados con éxito después de |Ia
desmembranacion (Murad y cols., 1992).

Han sido espermatozoides desmembranados los que se han
utilizado para identificar la via de la seflal del Ca®? *, habiéndose
observado en experimentacion animal que la hiperactivacion es
desencadenada por la via Ca? */ CAM con activacion de CaMKII
(Ignotz vy cols., 2005; Schlingmann y cols., 2007). En el esperma
humano, no se ha observado una inhibicidn especifica de la
hiperactividad frente a los inhibidores de CAM, siendo por ello
necesarias investigaciones adicionales sobre el papel de las quinasas
CAM en la regulacién de la motilidad de los espermatozoides humanos
y en la hiperactivacion.

32 Ma Olga Ramon Martinez



TESIS DOCTORAL INTRODUCCION

2.5.1.3. Canales de membrana
a. Canales CatSper

El Ca?> * pueden provenir de dos fuentes: 1) extracelular
introducido a través de canales de la membrana plasmatica y / o 2)
Ca’ * almacenado en orgdnulos intracelulares. La fuente predominante
de Ca®? * para la hiperactivacién es extracelular, incorporéndose a
través de los canales de Ca®* de la membrana plasmatica formados
por proteinas CatSper (Kirichok y cols., 2006). Estas proteinas sélo se
expresan en células germinales masculinas y se localizan en la pieza
principal del flagelo del espermatozoide maduro (Jin y cols., 2007).
Estos canales parecen ser activados mediante el aumento intracelular
pH (Kirichok y cols., 2006). Los ratones mutantes con ausencia de
genes para CatSper-1, -2, -3 y -4 son estériles y la infertilidad ha sido
correlacionado con la falta de hiperactividad (Qi y cols., 2007; Jin y
cols., 2007), posiblemente por no poder mantener niveles criticos de
Ca?* intracelular.

Homologos a los genes murinos CatSper han sido identificados
en el genoma humano. Las transcripciones de los genes CatSper fueron
detectadas en cantidades mas altas en muestras de semen con alta
motilidad que aquellos con baja motilidad de los espermatozoides (Li y
cols., 2007). En un reciente estudio, se observo que la expresién de
CatSper fue menor en los pacientes subfértiles cuyo esperma mostraba
déficit de movilidad que en los pacientes subfértiles cuyo esperma
mostraba movilidad normal (Nikpoor y cols., 2004).

Ademds de las fuentes extracelulares, el Ca’ * para la
hiperactivacion pueden ser proporcionado por un organulo de
almacenamiento en la base de la flagelo. Diversos agentes
farmacoldgicos utilizados habitualmente para liberar Ca® * desde
almacenamientos intracelulares, pueden inducir hiperactivacién en el
esperma de toro, incluso en ausencia de calcio extracelular (Ho y
cols., 2001). El denominado RNE es un racimo de vesiculas de
membrana que se origina de la envoltura nuclear durante la
condensacién del nucleo durante la espermiogénesis (Toshimori vy
cols., 1985; Franklin, 1968). A diferencia de otros organulos, el RNE
no es descartado en el citoplasma residual, siendo esto probablemente
debido a que su funcidén es precisamente almacenar Ca? * (Harper y
cols., 2005).

También se ha identificado al acrosoma como un reservorio de
Ca ’* en el esperma de los mamiferos (Herrick y cols, 2005), incluido
el esperma humano (Bedu-Addo y cols, 2007), siendo posible que el
Ca’ * liberado desde este almacenamiento contribuya de alguna
manera a la hiperactivacion.
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Los canales CatSper se limitan a la pieza principal del flagelo,
mientras que el RNE se encuentra en estrecha asociacién a las
mitocondrias de la base de la pieza intermedia. (Figura 9) No se sabe
si el Ca®?* para la hiperactivaciéon proviene normalmente de ambas vias
(RNE y canales CatSper) o si el procedente de RNE sirve para modular
la motilidad hiperactivacion.

FIGURA 9.- Micrografia electrénica de espermatozoide de toro mostrando la envoltura nuclear
redundante. N: Nucleo; M: Mitocondria; RNE: envoltura nuclear redundante; A: Axonema (Chen
Ho, 2001).

b. Canales KSper

Un nuevo canal, denominado KSper, ha sido detectado en el
esperma de ratén, habiéndose propuesto que es causado por un gen
especifico del testiculo denominado mS/o3 (Navarro y cols. 2007). La
salida de K' a través de este canal hiperpolariza la membrana
plasmatica y, al hacerlo, aumenta la fuerza motriz para el flujo de Ca?®
* através de los canales CatSper. Al igual que la actividad CatSper, la
KSper es estimulada por un pH alcalino, por lo tanto, la salida de H* de
los flagelos pueden afectar a la afluencia de Ca® * directamente a
través de Canales de CatSper e indirectamente a través de la
activacion de KSper con corrientes de K* (Navarro y cols., 2007).
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c. ATP y pH

Por ultimo, la hiperactivacion requiere también de niveles
adecuados de ATP (Ho y cols., 2002) asi como un pH de 7.9-8.5, ya
que los canales Catsper se activan ante un pH intracelular alcalino.
(Kirichok y cols., 2006).

Lamentablemente, la activacién fisioldgica que desencadena la
hiperactivacién in vivo sigue siendo dificil de conocer casi 40 afios
después de la primera referencia realizada por Yanagimachi (1970) La
hiperactivacién debe producirse siempre en el lugar y momento
adecuados para lograr la fertilizacion. Hay pruebas de que los
espermatozoides hiperactivos no pueden atravesar la unidon uterotubal
(Gaddum-Rosse, 1981), por lo que el oviducto es el mejor lugar para
buscar moléculas de activacién. Los activadores podran ser secretados
por el epitelio del oviducto o introducidos en el oviducto por la masa de
ovocito + el cumulo, teniendo en cuenta que las hormonas, iones vy
secreciones de la luz del oviducto varian durante el ciclo ovarico (Nichol
y cols., 1992). Sin embargo, todavia no han sido claramente
identificadas las sefales especificas que participan en este proceso.

Por motivos tanto éticos como técnicos, la movilidad hiperactiva
del espermatozoide humano no ha sido observada in Vvivo,
dependiendo los conocimientos actuales de la informacién facilitada a
través de estudios en modelos animales. Solo ha sido observada esta
movilidad in Vitro, al incubarlos en medios de capacitacion (Morales y
cols., 1988; Mortimer y Mortimer, 1990; Mortimer y Swan, 1995),
posibilitando la fecundacion extracorpdrea. Estos medios de cultivos
deben ser soluciones salinas equilibradas que contengan sustratos
energéticos como lactato, piruvato y glucosa, una proteina como la
albumina o un liquido bioldgico, como suero o liquido folicular. Las
técnicas de lavado espermatico probablemente eliminan factores que
cubren la superficie del espermatozoide, uno de los pasos iniciales de
la capacitacion. Se cree que la remocidn del colesterol de la membrana
espermatica lo prepara para la reaccién acrosémica (Ravnik y cols.,
1992). La pérdida de colesterol regula la expresion de las lecitinas de
la superficie de la membrana celular, implicadas en los receptores de
superficie espermatica que identifican la zona pelucida. (Benoff y cols.,
1993). La capacitacidon in Vitro requiere aproximadamente 2 horas
(Overstreet y cols., 1980).
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FIGURA 10.- Espermatozoides adheridos al 6vulo

Cuando el esperma humano se incuba en un medio de
capacitacion, un promedio de de 10-20% desarrollan patrones de
movilidad que se parecen a la hiperactivacion (Burkman, 1984;
Buffone y cols., 2005). El esperma de los hombres fértiles muestran
niveles mas altos de hiperactivacion (~12%) que los espermatozoides
de pacientes infértiles astenozoospermicos (~4%) (Buffone y cols.,
2005). Sin embargo, los niveles mostrados por la muestras normales
son tan bajos que no podemos estar seguros de que el medio de
incubacién para la capacitacion sea el medio o6ptimo de
hiperestimulacion para el esperma humano, o si otros factores juegan
un papel estimulante en la hiperestimulacion espermatica in vivo.

2.5.2. Capacidad de union a la zona pelucida

La expansion del cumulo ooforo que rodea al ovocito, puede
facilitar el encuentro con los espermatozoides al ampliar la superficie
de contacto en la ampolla tubarica y ademas pueden facilitar el paso
del espermatozoide sin que se liberan las enzimas proteoliticas del
acrosoma (Talbot, 1985).

La zona pelucida rodea al ovulo hasta la implantacién. Contiene
receptores para los espermatozoides especificos para cada especie y
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efectia una reaccién posterior a la penetracién del espermatozoide,
que impide la poliploidia. La zona pelucida es una estructura porosa (a
causa de las muchas glucoproteinas reunidas en filamentos largos
interconectados) sobre la que se establece una fuerte unién de los
espermatozoides capacitados. Este paso es un requisito para la
penetracion del ovocito, que se consigue gracias a la movilidad activa
de la cola y de la cabeza del espermatozoide en un movimiento similar
al de una guadana (Bedford, 1994) (Figuras 10y 11)

FIGURA 11.- Espermatozoide introduciéndose en el 6vulo.

Inicialmente, para que el espermatozoide se una a la zona
pelucida es necesario que reconozca el componente carbohidrato de la
molécula fijadora de las glucoproteinas especificas de la especie
(Wassaeman, 1992). Después de la unién, el componente peptidico de
la glucoproteina receptora desencadena la reaccién acrosdmica. Por lo
menos uno de los receptores de la cabeza del espermatozoide es una
tirosinquinasa activada por la union a la glicoproteina ZP3 (Leyton y
cols., 1992; Burks y cols., 1995). Es decir en el reconocimiento del
fijador de la zona del ovocito interviene una enzima de la superficie del
espermatozoide que queda expuesto en el proceso de capacitacion.

Ma QOlga Ramén Martinez 37



TESIS DOCTORAL INTRODUCCION

2.5.3. Reaccion acrosomica.

La reaccion acrosémica (Yanagimachi, 1990) permite la salida
de los contenidos enzimaticos proteoliticos del acrosoma, la estructura
en forma de capuchdén que cubre el nlcleo espermatico. Durante este
proceso se modifican las caracteristicas superficiales del
espermatozoide al eliminar los factores plasmaticos seminales que lo
recubren, modificarse su carga y restringir la movilidad de los
receptores. Todo ello se asocia a modificaciones de los esteroles,
lipidos y glucoproteinas de la membrana celular del espermatozoide,
produciendo una disminucién de la estabilidad de la membrana
plasmatica y de la inmediatamente subyacente: la membrana externa
del acrosoma. Cuando los espermatozoides capacitados llegan a las
cercanias de un ovocito, se produce una rotura y fusion de ambas
membranas permitiendo la salida del contenido enzimatico compuesto
por hialuronidasa, factor tipo neuromidasa y una proteasa llamada
acrosina que intervienen en la penetracién del revestimiento del ovulo
por el espermatozoide.. La membrana que se fusiona con la membrana
plasmatica del ovocito es la membrana interna del acrosoma.

La reacciéon acrosomica, con la liberacion de las enzimas
proteoliticas, requiere un receptor de glucoproteinas espermaticas
especifico situado en la zona pelucida. La zona pelucida esta
compuesta por glucoproteinas segregadas por el ovocito, llamadas
ZP1, ZP2, y ZP3, de las cuales la mas abundante es la ZP3 y es el
principal fijador del espermatozoide (Shabanowitz y cols., 1988). La
similitud de la secuencia del ADN del ZP3 en distintos mamiferos,
indica que este gen se ha conservado en la evolucidn y que la
interaccion espermatozoide-fijador, es un mecanismo comun a todos
los mamiferos (Dean, 1988). La unién con ZP2 se produce después de
la reaccion acrosOmica e interviene en la reaccion de la zona para
prevenir la polispermia. Probablemente, después de la fertilizacion se
produce la desactivacion de estos fijadores por accién de una o mas
enzimas del granulo cortical.

La cabeza del espermatozoide también posee el sistema de
sefiales de la proteina G. Su activacion abre los canales de calcio para
aumentar los niveles intracelulares de dichos iones, un requisito
necesario para la reacciéon acrosémica (Florman y cols., 1989; Ward y
cols., 1994). Por lo tanto, la interaccion inicial entre el espermatozoide
y la zona depende de la union de espermatozoides con el acrosoma
intacto, seguida de un proceso mediado por una enzima liberada por la
reaccion acrosémica, inducida a su vez por la zona.
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Los espermatozoides entran en el espacio perivitelino por un
angulo. El ovocito es una célula esférica cubierta por
microvellosidades. La cabeza del espermatozoide es como un plato
llano, un poco menos grueso que la distancia entre las
microvellosidades del ovocito (Green, 1993). La region del segmento
ecuatorial de la cabeza del espermatozoide es decir, la porcién distal
del acrosoma, es la primera que entra en contacto con la membrana
vitelina (la membrana plasmatica del ovulo u oolema). Inicialmente la
membrana del ovulo rodea la cabeza del espermatozoide, y luego, las
membranas del ovulo y del espermatozoide se fusionan. Esta fusion es
mediada por proteinas especificas. Se ha logrado determinar la
secuencia de dos proteinas de la membrana de la cabeza del
espermatozoide; una de ellas (PH-20) interviene en la unién con la
zona pelucida y la otra (PH-30, también llamada fertilina) participa en
la fusion con el ovocito (Lathop y cols., 1990; Blobel y cols., 1992). La
PH-20, con actividad hialuronidasa, también interviene en la dispersion
del cumulo (Lin y cols., 1994). La membrana celular del ovocito no
fertilizado contiene moléculas de adhesion - fusiéon de integrina, que
reconocen péptidos, como la fibronectina, la laminilla y el coldgeno
(Fusi y cols., 1996).

Después de la fusién de las membranas del ovocito, tiene lugar
la reaccién cortical y la activacion metabdlica del ovocito. En el
momento de la fertilizacion, estas reacciones estan precedidas por un
aumento del calcio intracelular libre en un patréon periédico, oscilatorio
y se cree que este es el mecanismo mediante el cual el
espermatozoide desencadena estos procesos de desarrollo (Taylor y
cols., 1993; Swann, 1996). Se ha identificado una proteina soluble,
llamada oscilina, en el segmento ecuatorial de la cabeza del
espermatozoide que puede ser el elemento que emite las sefales para
las indispensables oscilaciones del calcio (Sousa y cols., 1996;
Parrington y cols., 1996).

El inicio del bloqueo a la penetracion de la zona (y el vitelo) por
parte de otros espermatozoide es mediado por la reaccién cortical, otro
ejemplo de exocitosis con liberacion de materiales de los granulos
corticales, organelas tipo liposomas que se hallan justo debajo de la
superficie del ovulo (Barros y cols., 1971). Como ocurre con otros
organulos tipo liposomas, estos materiales incluyen diferentes
enzimas hidroliticos. Los cambios que producen estas enzimas
provocan la reaccién de zona, el refuerzo de la capa extracelular por
entrecruzamiento de las proteinas estructurales y la desactivacion de
los fijadores para los receptores de espermatozoides (Sathananthan y
cols., 1982). En consecuencia se produce el bloqueo de la zona y se
impide la polispermia. El cambio inicial en este bloqueo es una rapida
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despolimerizacion de la membrana del ovocito, asociada con la
liberacién de iones de calcio de la calmodulina. El aumento de calcio
intracelular actia como una sefial o desencadenante, para activar la
sintesis de proteinas en el ovocito. La despolarizacion de la membrana
inicia solo un bloqueo transitorio de la entrada de espermatozoides. El
bloqueo permanente es una consecuencia de la reaccion cortical y la
liberacidn de enzimas, que aparentemente también se desencadenan
por un aumento del calcio.

Aproximadamente 3 horas después de la inseminaciéon, se
completa la meiosis (Lobata y cols., 1980). El segundo cuerpo polar
es liberado y abandona el ovulo con un componente haploide de
cromosomas. El agregado de cromosomas provenientes del
espermatozoide restablece la dotacién diploide en el ovulo ahora
fertilizado. El material cromatinico de la cabeza del espermatozoide se
descondensa y se forma el pronucleo masculino. Los pronucleos
masculino y femenino migran para encontrarse y cuando estan muy
proximos, las membranas limitantes se rompen, formandose un huso
en el cual se distribuyen los cromosomas. De este modo queda
preparado el terreno para la primera divisién celular. (Figuras 12 y
13).

e
% cumulus

ﬁ‘ oophorus cells
\N uncapacitated sperm pellucida

capacitated sperm

ﬁ‘ hyperactivated sperm

acrosome-reacted sperm

FIGURA 12.- Fases de activacién espermdtica necesarias para la fertilizaciéon: Durante su
transito por el aparato genital femenino, el espermatozoide debe someterse a una secuencia de
eventos que les confieren su capacidad fertilizante. (1) Interaccién con las células endometriales,
(2) Capacitacion, (3) hiperactivacion, (4) penetracion de las células de la granulosa, (5) unidn a la
zona pelucida, (6) Reaccién del acrosoma, (7) Unién al oolema, (8) Fusién de las membranas
plasmadticas del espermatozoide y del ovocito, (9) Introduccién del nicleo del espermatozoide en
el ovocito
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Acrosoma

Perdida del acrosoma Pieza intermedia

FIGURA 13.- Reaccién acrosémica

3. ESTUDIO DE LA FERTILIDAD MASCULINA

Una de cada seis parejas es estéril. Este problema afecta a 80
millones de parejas en todo el mundo, estando el factor masculino
presente en el 50% de ellas. Es mas, uno de cada 20 hombres
presenta alteraciones seminales (Boivin y cols., 2007). Se trata como
vemos de una alta proporcion de la poblacion en comparacién con
otras enfermedades prevalentes como la diabetes (2,8% de la de la
poblacién) (Wild vy cols., 2004). Por lo tanto, la subfertilidad
masculina es un problema mundial muy importante y, lo mas
preocupante es que los informes recientes sugieren que su prevalencia
esta en aumento (Sharpe&lIrving, 2004).

Desafortunadamente, no se dispone de tratamientos para la
disfuncion del esperma, excepto para aquellos que simplemente
acercan los espermatozoides al 6vulo. La Unica opcidon de tratamiento
real para el hombre es la concepcién asistida (denominados
colectivamente tecnologia de reproduccién asistida o ART).

El desarrollo de una terapia eficaz para tratar la disfuncion
espermatica requiere una clara comprensién de los mecanismos
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genéticos, moleculares y celulares de la espermatogénesis) y del
funcionamiento del espermatozoide normal. Sin embargo, hasta hace
poco, el progreso ha sido dolorosamente lento. La mayoria de nuestros
conocimientos se basan y en la experimentacion animal y en los
resultados reproductivos obtenidos por las técnicas de Reproduccion
Asistida, asociadas a Parametros analiticos desarrollados con un
objetivo pronostico.

3.1. Parametros seminales

La calidad del semen se utiliza con frecuencia como una medida
indirecta de la fertilidad masculina, sin embargo, la fecundidad de una
muestra de esperma dado no puede ser “a priori” establecida con
certeza (Guzick y cols., 2001). Los criterios convencionales
establecidos por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), utilizando
los parametros del semen Estandar (SSP) en concentracién, movilidad
y morfologia espermatica permite la separacidon de las muestras de
semen en normales o "de referencia" y valores anormales (WHO,
1999). La mayor critica a los criterios de la OMS es su incapacidad
para determinar la capacidad fecundante del semen analizado asi
como una coincidencia significativa entre los parametros del semen de
los hombres estériles y fértiles (Tomlinson, 1999).

Actualmente, la medida de la movilidad espermatica es uno de
los parametros mas utilizado para determinar la fertilidad masculina. El
desarrollo de la capacidad fecundante y la movilidad ocurren de forma
paralela, de ahi que se haya utilizado como medida indirecta de la
capacidad de una poblacion de espermatozoides para fecundar
(Alvarez, 2003; Holland-Moritz y Krause 1992). Debido a ello, la
movilidad espermatica es considerada una de las funciones clave para
el control reproductivo; mejorando la movilidad espermatica en casos
de escaso éxito reproductivo o reduciendo la movilidad en busca de
anticonceptivos masculinos (Quill y cols., 2006).

El examen seminal que se realiza en la clinica se llama
seminograma. En él se analiza la movilidad, la mortalidad, Ia
concentracion y la morfologia de los espermatozoides y el pH, el
volumen, la concentracién de leucocitos y el nimero de agregados
presentes en la muestra seminal. Por tanto, en la actualidad Ia
movilidad que se determina clinicamente corresponde a la movilidad
activada. Todavia no hay métodos muy fiables que determinen la
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movilidad hiperactiva, siendo por ello que no sea un parametro a
analizar en muestras clinicas (Turner, 2006).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1999), se
diferencian cuatro tipos de espermatozoides en base a su velocidad.
Movilidad tipo "a": espermatozoides rapidos progresivos, movilidad
tipo "b": espermatozoides lentos y/o zigzagueantes progresivos,
movilidad tipo "e": espermatozoides no progresivos y movilidad tipo
"d": espermatozoides inmoéviles. Ademas, se ha definido la movilidad
progresiva, es decir, la suma de los espermatozoides con movilidad
tipo "a" y "b" puesto que éste es uno de los parametros que se
correlaciona con la calidad seminal.

La OMS (WHO, 1999) determina los parametros de normalidad
seminal, estableciendo que los sémenes que cumplen todos los
parametros se consideraban normales o normozoospérmicos. La
alteracion de uno de los parametros establece la anormalidad seminal:

Astenozoospermia: menos de 25% de espermatozoides tipo a, o
con menos de 50% de espermatozoides a+b.

Oligozoospermia: Concentraciones< 20 mill/ml y/o 40 millones en
el recuento total

Teratozoospermia: Presencia de < 15% de formas normales
Necrozoospermia: > de 50% de espermatozoides muertos
Azoospermia: Ausencia de espermatozoides

Aspermia: Ausencia de eyaculado

3.2. Pruebas de funcionalidad espermatica

3.2.1. Interaccion seminal con ovocitos humanos

Su objetivo es establecer la capacidad fertilizante del semen,
independientemente de sus valores seminales. Estableciendo la
capacidad de unién del espermatozoide con la zona pelucida (Sperm-
ZP binding tests) o induciendo la reaccidon acrosémica (Human ZP-
induced AR test). Todos ellos precisan de ovocitos humanos

Ma QOlga Ramén Martinez 43



TESIS DOCTORAL INTRODUCCION

provenientes de ciclos de Fertilizacion in Vitro. Estos ovocitos son
desechados del uso reproductor por inmadurez o bien por fallo en la
fertilizacion (Liu y cols., 2004).

Su uso no se ha generalizado por vatios motivos: dificultades en la
obtencién de O6vulos, laboriosidad técnica y discrepancias en los
resultados, quizd debidas al uso de ovocitos de baja calidad
(inmaduros o no fertilizados). La sustitucién de ovocitos por
preparados comerciales de ZP recombinante no han tenido aceptacion
ya que la mayoria de los productos no son activos en la induccién de la
AR test.

a. Sperm-ZP binding testsSperm-ZP binding ratio test:

e Este test esta basado en la union competitiva del mismo grupo
de ovocitos por dos poblaciones de espermatozoides tefiidos con
diferentes fluorocromos. Un contaje menor de 40 millones de
espermatozoides unidos a la ZP es considerado anormal (Lyu
y cols., 2004).

e HZAL Se realiza la incubacién por separado de las dos muestras
seminales (estudio y control), pero utilizando los mismos
ovocitos que previamente has sido hemiseccionados (Burkman y
cols., 1988).

b. Human ZP-induced AR test

Tras la incubacion, se desprenden del ovocito los
espermatozoides adheridos a la ZP y se observa la presencia de la
reaccién acrosémica mediante tincidn con isotiocianato de fluoresceina.
(Lyu y cols., 1996). Sperm-zp penetration test: Determina la
proporcién de espermatozoides que penetran la ZP. Valores > 20%
determinan normalidad funcional del espermatozoide (Lyu y cols.,
1996).

c. Sperm-oolemma binding ratio test

Valora la proporcién de espermatozoides unidos al ovocito libre
de su zona pelucida (oolema) (Lyu y cols., 1990).

3.2.2. Test de integridad de membranas espermaticas

Host test: Valora la integridad funcional de membrana colocando los
espermatozoides en un medio hipo-osmoético, que produce su
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hinchazén. Se correlaciona con la capacidad fertilizante de los
espermatozoides en Fertilizacion in Vitro. Es una prueba sencilla, que
se utiliza como complemento del estudio seminal (Jeyendran y cols,
1984).

3.3 Estudios Genomicos

3.3.1. Fragmentacion del DNA espermatico

En los Ultimos afios, se ha desarrollado un interés creciente
sobre la integridad del ADN espermatico. Valores elevados de
fragmentacion del ADN han sido correlacionados con infertilidad, el
desarrollo embrionario defectuoso, fallo de implantacion y mayor
riesgo de abortos involuntarios recurrentes (Spano y cols., 2000;
Benchaib y cols., 2007; Bungum vy cols., 2007). La integridad del
genoma paterno es de vital importancia en el inicio y mantenimiento
de un embarazo. Los espermatozoides con el DNA dafado, pueden
fecundar ovocitos con la misma eficacia que los intactos (Aitken vy
cols., 1998), pero salvo que el ovocito repare el defecto, el embridn es
incompatible con el desarrollo normal

La fragmentaciéon del DNA espermatico se clasifica en (Evenson
y cols., 2002): Leve: <15%; Moderado: 15-30%; y Grave: >30%,
asociandose a un pronostico reproductivo bueno, moderado y malo
respectivamente

La fragmentacién del DNA espermatico, esta asociado a
alteraciones de los parametros seminales, observandose valores >
30% en el 9% de los sémenes que presentaban una alteracién, el 20%
en los que presentaban 2 y el 29% en los oligo-asteno-
teratozoospermicos. Cuando el semen es normal, una alteracién grave
de la fragmentacion se observo en el 0.5% de las muestras (Sergey y
cols., 2009), pero aumentaba a un 43% si el semen
normozoospérmico procedia de una pareja estéril (Saleh y cols.,
2002). Se ha observado un aumento de la fragmentacién del DNA,
asociado a la edad (Wyrobek y cols., 2006).

La fragmentacion del DNA espermatico puede producirse a nivel
testicular o post-testicular. Alteraciones durante la espermatogénesis
podrian  ocasionar defectos en el remodelado de la cromatina vy
fragmentacion del ADN espermatico. Una elevada produccién de
formas ROS producidas por espermatozoides inmodviles, anormales
morfoldgica y funcionalmente, asi como una reduccion de la capacidad
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antioxidante del plasma seminal son posibles causas del dafio en el
DNA a nivel post-testicular (Irvine y cols., 2000; Moskovtsev y cols.,
2007).

Es posible que el estudio de la fragmentacion espermatica sea
mejor discriminador que los parametros seminales clasicos en el
estudio del vardn estéril.

3.3.2. Estudio de anomalias cromosomicas en espermatozoides
mediante FISH

La hibridacién in situ con sondas de ADN fluorescente (FISH) en
espermatozoides permite obtener datos fidedignos sobre la frecuencia
de anomalias cromosomicas en los espermatozoides y ofrecen una
valiosa informacion sobre el prondstico reproductivo.

La literatura disponible sobre el analisis FISH de los
espermatozoides humanos confirma mayores tasas de aneuploidia de
esperma en hombres infértiles, en comparacion con los hombres
fértiles, a pesar de un cariotipo normal de la sangre (Moosani y cols.,
1995; Lahdetie y cols., 1997; Bernardini y cols., 1998; Aran y cols.,
1999; Pang y cols., 1999; Pfeffer y cols., 1999; Rives vy cols., 1999;
Ushijima y cols., 2000; Vegetti y cols., 2000; Martin y cols., 2003). De
hecho, ha sido ampliamente descrita una correlacién inversa entre la
calidad del esperma vy las tasas de aneuploidia espermatica (Bernardini
y cols., 2000; Nishikawa y cols., 2000; Ushijima vy cols., 2000; Vegetti
y cols., 2000; Rubio y cols., 2001), asi como una relacién inversa
entre aneuploidia espermatica y concentracién de espermatozoides
(Pang vy cols., 1999; Vegetti y cols., 2000; Calogero y cols., 2001;
Rubio y cols., 2001) y entre aneuploidia espermatica y motilidad de los
espermatozoides (Vegetti y cols., 2000). Los pacientes con oligo-
asteno-teratozoospermia tienen una mayor tasa de aneuploidias y
diploidias en sus espermatozoides (Durakbasi Dursun-HG, y cols.,
2008).

3.3.3. Anomalias meioticas en biopsia testicular

La evaluacion de la meiosis en biopsia de tejido testicular de
pacientes infértiles, permite observar una incidencia 2.5 veces superior
de anomalias meioticas y sinapticas que en la poblacion fertil. La
afectacién se relaciona directamente con la concentraciéon espermatica,
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observando una incidencia 5-6 veces mayor de anomalias en recuentos
seminales inferiores a  0.5x10%ml (Barri, y cols., 2005). Estas
anomalias no afectan la fertilizacion y dimisién de los zigotos, pero
pueden generar embriones con anomalias cromosomicas de mal
pronostico reproductivo (Martin, 2006).

4. INSEMINACION INTRAUTERINA

Clinicamente la esterilidad se define como “la incapacidad de
concebir después de al menos 1 afo sin proteccion de coito”. Se estima
que afecta al 10% de las parejas en edad reproductiva, pero en los
ultimos afios se ha producido un aumento de su incidencia, debido a la
aparicion de una esterilidad de causa social, que retrasa el deseo
gestacional hacia edades que implican un declive natural de la
fertilidad, alcanzando el problema al 15% de la poblacién.

Se define la ART como los tratamientos o procedimientos que
incluyen la manipulacién in Vitro de ovocitos, espermatozoides y/o
embriones humanos con fines reproductivos (Zegers-Hochschild,
2010). Incluyen procedimientos como la Fertilizacion in Vitro (FIV), la
Microinyeccion  Espermatica (ICSI), el Diagnostico Genético
Preimplantacional (DGP), la Inseminaciéon Intrauterina (IAC) vy la
donacién de gametos (évulos y/o espermatozoides).

Las técnicas de Reproduccién asistida contribuyen al 6.2% de los
nacimientos europeos (Nyboe Andersen, 2006), habiéndose realizado
418.111 ciclos en Europa durante el afio 2005, lo que supone una
demanda anual de 1115 ciclos /millon de habitantes (Nyboe
Andersen, 2009), lo que supone del 0.13 al 0.16% del gasto sanitario.
(Chambers, 2009). En Espafa, se realizaron 24520 ciclos en el 2000
y 83454 ciclos en el 2007, lo que supone un incremento de la
demanda del 250%, con 1810 ciclos /millon de habitantes, indicando
el progreso del problema de esterilidad en nuestro pais y la
importancia de las Técnicas de Reproduccién Asistida (TRA). (Registro
SEF, 2007)
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4.1. Indicaciones

Las indicaciones de las TRA se establecen segun la gravedad de
las patologias implicadas. Una de ellas es el factor masculino que por
si solo supone el 40 % de las causas de esterilidad y, en combinacidn
con factores femeninos, otro 40%.

Actualmente, no existe tratamiento medico o quirdrgico para
tratar la gran mayoria de las alteraciones seminales, siendo las
Técnicas de Reproduccion Asistida la Unica opcion terapéutica para
estas parejas.

El grado de alteracién de los parametros seminales, determina la
aplicacion de la técnica: Inseminacion Intrauterina, (leves-
moderadas), Fertilizacién in Vitro (graves) y Microinyeccion
Espermatica (gravisimas). El 30% de los tratamientos de Reproduccién
Asistida efectuados en Espafa en el afo 2008, corresponden a
Inseminaciones Intrauterinas Conyugales (Registro SEF, 2007).

4.2. Definicion de Inseminacion Intrauterina

La Inseminacién intrauterina conyugal (IAC) se define como el
depdsito de forma no natural de espermatozoides en el interior del
Utero, cuya intencién fundamental es incrementar, en un ciclo
concreto, la eficacia en conseguir gestacién, al hacer coincidir en la
trompa una alta concentracién de espermatozoides mdviles, con el
momento de la ovulacion. Se indica en esterilidades de causa
desconocida, factores cervicales, disovulaciones, endometriosis leves y
factores masculinos leves moderados.
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FIGURA 14.- Inseminacion Intrauterina

4.3. Metodologia

La realizacion de este tratamiento necesita un aporte ovocitario
y la obtencidén de un numero suficiente de espermatozoides normales y
moviles capaces de fertilizar el/los dvulos.

Actualmente, se considera necesario un desarrollo folicular
multiple para optimizar los resultados de la IAC (Zeyneloglu, 1998;
Duran, 2002) por lo que se realiza una estimulacion ovarica
controlada mediante la administracion de Citrato de Clomifeno, HMG o
FSH, facilitando un desarrollo folicular multiple. Sus efectos ovaricos se
monitorizan ecografica y analiticamente (estradiol plasmatico),
manteniéndose la medicacion hasta obtener foliculos de 16-18 mm de
diametro, momento en el que se administra HCG para completar la
meiosis ovarica y desencadenar la ovulacién

La muestra seminal se procesa en el laboratorio. Su objetivo es
eliminar el plasma seminal, que posee acciones decapacitantes, asi
como leucocitos, bacterias y los espermatozoides muertos que al
producir radicales de oxigeno (ROS), influyen negativamente en la
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capacidad de fertilizar el dvulo. Las dos técnicas mas empleadas son:
el "swin-up” que permite recuperar los mejores espermatozoides
mediante migracion al sobrenadante (Harris, 1981) y el método de
gradientes, (SupraSperm, Origio Medicult Media, Jylliige, Dinamarca),
donde se obliga a los espermatozoides a atravesar varios gradientes
de distinta densidad, obteniendo los espermatozoides del pellet de
mas densidad (Gorus, 1981). Ambas técnicas obtienen resultados
clinicos similares al utilizarse en TRA (Boomsma, 2007) aunque la
concentracidon de espermatozoides mdviles progresivos es mayor con
la técnica de gradientes, ya que ambos métodos permiten la obtencién
de una poblacién de espermatozoides con un bajo porcentaje de
apoptosis (Ricci, 2009). (Figura 14)

4.4. Resultados

La Sociedad Espafiola de Fertilidad refiere una tasa de embarazo
del 13 al 15% / ciclo de tratamiento, pero en la literatura las cifras
varian de 4.6% al 34.4% (van der Westerlaken, 1998; Ragni y cols.,
2001). La tasa de éxito de la IIU con la induccién de la ovulacién varia
ampliamente, con tasas de embarazo entre un 8 y un 20% por ciclo
(Dodson, 1991; Guzick, 1999; Goverde, 2000; Allegra, 2007). Estas
discrepancias en las tasas de embarazo que hay entre los diversos
estudios publicados son debidas al gran numero de factores que
influyen en los resultados del tratamiento.

4.5. Factores pronosticos

a. Edad de la mujer

De gran valor prondéstico, refiriéendose tasas de embarazo del
38.5%/ciclo, en < de 30 anos (Merviel, 2010) y del 4.1%/ciclo en > de
40 anos (Nuojua-Huttunen, 1999)

b. Estudio hormonal basal: FSH/E2

Es un factor prondstico relativo. Valores de FSH superiores a 10
UI/L y/o valores de estradiol > de 80 pg/ml se asocian a una menor
tasa de embarazo (Merviel, 2010).

c. Duracion de la Esterilidad:

Factor controvertido, aunque se establece peor prondstico si la
esterilidad es de mas de 6 afos de duracién (Nuojua-Huttunen, 1999).
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d. Causa de esterilidad:

La disovulacién (Vlahos, 2005), la esterilidad de causa
desconocida (Ahinko-Hakamaa, 2007) y el factor cervical (Steures,
2007) son de buen pronostico, mientras que la endometriosis III y IV
lo empeora (Prado-Perez, 2002).

e. Protocolo de estimulacion:
Farmacos

Aunque existen controversias entre el uso de gonadotropinas
urinarias o recombinantes en la estimulacién ovarica, en general
no se considera factor prondstico en las Inseminaciones
Intrauterinas.

Estradiol el dia HCG

Valores de estradiol > 500 pg/ml el dia de la administracion de
HCG, duplica la tasa de embarazos (Merviel, 2010).

Numero de foliculos

Influye en el numero de foliculos reclutados, y la mayoria de los
estudios informan de una asociacién positiva entre el nUmero de
foliculos y la tasa de embarazo (Tomlinson, 1996; Nuojua-
Huttunen, 1999; Stone, 1999; Dickey, 2002; Ibérico, 2004).
Pero la tasa de gestaciones multiples se incrementa de un 3.7% a
17% / ciclo frente al desarrollo monofolicular (van Rumste, 2008),
aunque este incremento disminuye con la edad de la mujer
(Karuppaswamy, 2009).

Numero de espermatozoides inseminados

Un recuento total de espermatozoides modviles de menos de 5
millones parece tener un impacto negativo sobre la tasa de
embarazo (Merviel, 2008). Cada adicionales millones de
espermatozoides méviles en la muestra de la inseminacion lavado
parecen aumentar la probabilidad de embarazo en un 2%
(Abdallah, 2009).

Intervalo de tiempo eyaculacion - inseminacion

Retrasar el tratamiento del semen de 30 minutos hasta 1 horay /
o retrasar la IIU de 90 minutos hasta 2 horas después de la
recoleccion parece comprometer el resultado del embarazo en los
ciclos de IIU (Yavas, 2004).
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5. ENZIMAS POTEOLITICOS

Los enzimas proteoliticos son aquellos que catalizan la ruptura
hidrolitica de los enlaces peptidicos. Se clasifican en dos grandes
grupos atendiendo al substrato sobre el que actuen:

e Proteinasas.

Hidrolizan proteinas, estructuras formadas por un gran numero
de aminoacidos, (normalmente superior a 100 unidades). Se
dividen en exoproteinasas y endoproteinasas dependiendo de si
su accion hidrolitica la llevan a cabo en los terminales
aminoaciditos de la proteina o en el interior de la cadena
proteica, respectivamente. La gran mayoria de las proteinasas
son endoproteinasas.

e Peptidasas:
Actian sobre péptidos, estructuras formadas por un menor
numero de aminoacidos (normalmente inferior a 100 unidades).
También se dividen en exopeptidasas y endopeptidasas,
atendiendo al mismo criterio de actuacién hidrolitica

Dentro del grupo de las exopeptidasas, encontramos las
carboxipeptidasas y las aminopeptidasas. Las primeras actuarian sobre
la terminacidn carboxilo, mientras que las segundas lo harian sobre la
terminacion amino del péptido. Por tanto, ademas del enlace peptidico,
las del primer grupo requieren una carga negativa, mientras que las
segundo grupo la requieren positiva. También se conocen
dipeptidasas, adaptadas a la carga en ambos grupos y que, por
consiguiente, solo disocian dipéptidos.

La especificidad de los distintos enzimas proteoliticos ha sido
determinada utilizando sustratos sintéticos, péptidos y péptidos
sustituidos, ya que tan solo empleando estas sustancias se puede
tener seguridad en la composicién del producto, a pesar de que existen
varias excepciones de las normas anteriormente establecidas. Los
primeros sustratos introducidos para la caracterizacion de las
aminopeptidasas fueron los descritos por Bergman en 1942.

5.1 Enzimas degradadoras de Péptidos Bioactivos: Peptidasas
El interés por el estudio de las peptidasas surgié a finales de la
década de los afos 70 del siglo pasado con el descubrimiento de que la

inhibicion del enzima convertidor de angiotensina (ACE) también
llamada peptidil-dipeptidasa A (EC 3.4.15.1), tenia efectos
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antihipertensivos (Ondetti y cols., 1977). Tres afios después se
observo la existencia de una Zn?* metalopeptidasa cuya inhibicion
producia analgesia, la endopeptidasa 24.11 (Roques, 1980).

A medida que los estudios sobre las enzimas degradadoras de
péptidos progresaron, pronto quedo claro que, al igual que sus
sustratos, estas biomoleculas se encontraban ampliamente distribuidas
y el concepto de “una peptidasa, un sustrato” tuvo que ser rechazado
(Schwartz, 1983; Kenny ,1986). Hoy en dia, se acepta que, tanto en
el tejido nervioso (posiblemente el mas estudiado) como en el resto de
los tejidos, los péptidos son degradados por un limitado numero de
enzimas con una especificidad de sustrato relativamente amplia.

A pesar de sus amplios rangos de sustrato, parece existir una
cierta especificidad de las peptidasas in vivo, la cual estaria
determinada por los efectos conjuntos de la propia distribucidon de una
enzima dada y de sus sustratos potenciales (Roques Yy cols., 1993).

La mayoria de estas peptidasas son ectoenzimas (proteinas
integrales de membrana cuyos centros activos se localizan en el
espacio extracelular), y por lo general son metaloproteinas con Zn?*
como grupo prostético (Turner, 1986; Maroux, 1987). No obstante, se
han descrito alguna de estas enzimas, particularmente dentro del
grupo de las Aminopeptidasas, que parecen ser citosdlicas (Wagner y
cols., 1981; Hersh, 1982) é, incluso, pudieran hallarse asociadas a
proteinas integrales de membrana con el sitio activo situado hacia el
interior celular (Dyer vy cols., 1990).

Dada la importante participacion de estos biocatalizadores en las
acciones fisioldgicas de los péptidos bioactivos, cada vez estan
adquiriendo mayor relevancia los estudios orientados hacia el
descubrimiento y uso de las potenciales propiedades farmacoldgicas de
los inhibidores de Ilas zinc-metalopeptidasas, especialmente de
aquellos capaces de atravesar la barrera hematoencefalica (Rich,
1990; Fournié-Zaluski y cols., 1992).

En los Ultimos afos, se han venido desarrollando diversos
estudios sobre el comportamiento de las peptidasas en el sistema
reproductor masculino, muchos de ellos llevados a cabo por nuestro
grupo de investigacién. (Irazusta y cols., 2004; Valdivia y cols., 2004;
Subiran y cols., 2007). Pero dado que se trata de un aspecto
relacionado con el presente trabajo de investigacion, haremos mencion
aparte. Concretamente, en el presente proyecto analizamos, en
muestras seminales de varones astenozoospermicos, estériles,
sometidos a tratamiento reproductor seis peptidasas diferentes:
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Endopeptidasa Neutra (NEP), Aminopeptidasa N (APN), Prolil
Endopeptidasa (PEP), Piroglutamil Peptidasa (PGA I, PGLU),
DipeptilPeptidasa IV (DPP 1V), Aminopeptidasa B (APB) vy
Aminopeptidasa A (APA).

5.2. Clasificacion y Nomenclatura de las Peptidasas

El 2% de los genes que se transcriben son peptidasas, lo que las
convierte en uno de los mayores grupos de proteinas funcionales.
Constituyen un grupo muy heterogéneo de proteinas, que pueden
encontrarse tanto unidas a membrana como estar presentes en
fracciones solubles (ecto y endoenzimas) y presentar tamafios entre
25 y 300 kDa (Taylor, 1993). Por todo ello, no es de extrafiar que su
clasificacién y nomenclatura sea una tarea compleja, que haya ido
variando segun se ha ido profundizando en su conocimiento.

En los afios 90, se establecieron las bases de un sistema de
clasificacién segun sus secuencias y estructuras, empleando la riqueza
de nuevos datos disponibles. De esta clasificacion surgié la base de
datos MEROPS, que desde 1996 constituye en Internet una fuente
referencial con datos de todas las peptidasas. Esta base de datos,
contiene en la actualidad informacién relativa a mas de 1000
peptidasas.

En cuanto a la terminologia, hay que tener en cuenta que ésta
ha sido confusa, ya que en ocasiones se han empleados nombre
diferentes para referirse a la misma enzima.

Historicamente, los términos proteasa, proteinasa y peptidasa
han tenido significados ligeramente diferentes. En la actualidad, a
pesar de que algunos autores recomiendan el empleo del término
“enzima proteolitico” como el mas adecuado y facilmente entendible,
desde el NC-IUBMB (Nomenclature Committe of the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology) se recomienda el empleo
del término “peptidasa” para referirse a todas aquellas enzimas que
rompen enlaces peptidicos. Asi, los miembros de este grupo de
proteinas se clasifican en exopeptidas y endopeptidasas, en funcién de
la situacion del enlace que hidrolicen.

Asi, las exopeptidasas rompen el enlace peptidico del ultimo,
o de los ultimos 2 6 3 aminoacidos de las cadena. Si su actuacion tiene
lugar en el extremo amino terminal se denominan aminopeptidasas,
dipeptidil-peptidasas o tripeptidil-peptidasas, respectivamente. Si la
hidrélisis sucede en el extremo carboxilo terminal, la enzima seria una
carboxipeptidasa, o peptidil-dipeptidasa. E|l término dipeptidasa hace
referencia a exopeptidasas especificas para hidrolizar el enlace

54 M@ Olga Ramén Martinez



TESIS DOCTORAL INTRODUCCION

peptidico de los dipéptidos. Por ultimo, las omega-peptidasas son
enzimas que eliminan residuos terminales que son sustituidos, ciclados
o unidos por enlaces isopeptidicos (uniones peptidicas formadas por
grupos diferentes al a-amino y a-carboxilo.

Las endopeptidasas catalizan la ruptura de enlaces peptidicos
dentro de la cadena, y se clasifican en base a su mecanismo catalitico.
Es decir, segun la naturaleza quimica de los grupos responsables de la
catalisis. Asi, dentro de este grupo se describen las aspartil-
endopeptidasas, las cisteinil-endopeptidasas, metaloendopeptidasas,
seril-endopeptidasas, treonil-endopeptidasas, y en un ultimo grupo se
englobarian aquellas que aun no ha sido clasificadas (unclassified-
endopeptidases).

En cuanto a las caracteristicas cataliticas, tanto las aspartil-
endopeptidasas como las metaloendopeptidasas emplean una molécula
de agua activada como nucledfilo. El resto de los grupos de
endopeptidasas emplean atomos de oxigeno o azufre de la propia
cadena lateral.

Dentro del grupo de endopeptidasas, el término oligopeptidasa
se refiere a aquellas que actlan sobre cadenas polipeptidicas de
menos de 100 aminoacidos (6 10 kDa).

Una posible clasificacion de estas enzimas proteoliticas es la
propuesta por Marks y cols., (1974, 1968a, 1968b), basada en la
afinidad por diferentes sustratos cromogénicos. Segun esta
clasificacién, las aminopeptidasas se agruparian en acidas, basicas y
neutras, dependiendo de que actuaran sobre sustratos acidos, basicos
0 neutros, respectivamente. Por otro lado, también se ha nombrado a
las peptidasas dependiendo del péptido sobre el que actuan. Asi,
podrian describirse peptidasas degradadoras de encefalinas, de TRH, o
de angiotensina, entre otras.

Un tipo de clasificacion jerarquica empleada actualmente, seria
la establecida en la base de datos MEROPS, construida sobre los
conceptos de Tipo Catalitico, Clan, Familia y Peptidasa (Rawlings y
cols., 2004)

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, C, M, S, T, U) de la clasificacion. A continuacion
las peptidasas se agrupan en clanes o familias, atendiendo a grupos de
peptidasas homologas.

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
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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 nimero
tampoco se reutiliza. Por Ultimo, cada peptidasa tiene un identificador
Unico, con 2 partes separadas por un punto (-).

Aunque existen diversas clasificaciones, los aportados por la
Enzyme Commission (EC), son los aceptados 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 1999. Asi, en la Tabla 1 aparecen mencionadas las
tres enzimas previamente descritas como marcadores tumorales, asi
como otras peptidasas cuyo estudio pudiera ser de interés en el ambito
arriba descrito.

6. AMINOPEPTIDASAS ESTUDIADAS. CARACTERISTICAS
GENERALES

6.1. Endopeptidasa Neutra (NEP) ( E.C.3.4.24.11)

Caracteristicas moleculares

La NEP (figura 15), conocida también corno neprilisina, es
también una ectoenzima perteneciente a la familia de proteinas
integrales de membrana tipo II. Es considerada una metalopeptidasa
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Tabla 1.- Clasificacion jerarquica de algunas peptidasas. M: metaloendopeptidasa, C: cisteinil-
aminopeptidasa, S: seril-aminopeptidasa. CALLA: common acute lymphoblastic leucemia-
associated. Tomado de 1IUBMB Biochemical Nomenclature home page
(http:/fwww.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Los dos primeros nombres asignados a cada enzima
corresponden al acrénimo empleado en este trabajo y al nombre aceptado por IUBMB,
respectivamente. Los siguientes nombres que aparecen en cada lista corresponden a diferentes
denominaciones con las que se pueden encontrar citados dichos enzimas en la bibliografia.

Tipo

e s Clan Familia N° EC Enzima
catalitico

APN (*)
Alanil-aminopeptidasa de membrana
Aminopeptidasa microsomal
M1 Aminopeptidasa M
MA Aminopeptidasa N
M Aminopeptidasa unida a particulas
3.4.11.2  Amino-oligopeptidasa

Alanina aminopeptidasa
Aminopeptidasa de membrana I
Pseudoleucina aminopeptidasa
Aminopeptidasa especifica de
alanina
Cinteinilglicina-dipeptidasa
Cisteinilglicinasa
L-Alanil-aminopeptidasa
CD13

3.4.11.3 Cys-AP
Cistil-aminopeptidasa
Oxitocinasa
Cistina aminopeptidasa
L-Cistina aminopeptidasa
Peptidasa de oxitocina
Vasopresinasasa

3.4.11.6 APB
Aminopeptidasa B
Arilamidasa II
Arginina aminopeptidasa
Arginil-aminopeptidasa
Arginina aminopeptidasa activada
por CI°
Aminopeptidasa citosdlica IV
L-Arginina aminopeptidasa

3.4.11.14 PSA
Alanil-aminopeptidasa citosolica
Arilamidasa
Aminopolipeptidasa
Aminopeptidasa activada por tiol
Aminopeptidasa de higado humana
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Aminopeptidasa sensible a la
puromicina

Alanil-aminopeptidasa soluble
Aminopeptidasa citosdlica III
Alanina aminopeptidasa

M13

3.4.24.11

NEP (*)

Neprilisina

Endopeptidasa neutra
Endopeptidasa 24.11

Peptidasa neutra del borde en
cepillo de rifidn

Encefalinasa (erréneo)
Endopeptidasa 2

Antigeno CALLA

Endopeptidasa
Metaloendopeptidasa de membrana
Proteinasa neutra del borde en
cepillo de rifidn

Endopeptidasa -2

Glicoproteina CALLA

CALLA

Glicoproteina CALLA
Metaloendopeptidasa neutra
Metaloendopeptidasa de membrana
Endopeptidas neutra 24.11

CD10

MH

M18

3.4.11.21

Asp-AP
Aspartil aminopeptidasa

CF

C15

3.4.19.3

PG I

Piroglutamil-peptidasa I
5-oxoprolil-peptidasa

Pirasa

Piroglutamato aminopeptidasa
Piroglutamil aminopeptidasa
L-piroglutamil péptido hidrolasa
Pirrolidona-carboxil-peptidasa
Pirrolidona-carboxil peptidasa
Pirrolidonil peptidasa
L-pirrolidonacarboxil peptidasa
Piroglutamidasa
Pirrolidonecarboxilil peptidasa

SC

S9

3.4.14.5

DPP IV (*)

Dipeptidil-peptidasa IV

Dipeptidil aminopeptidasa IV
Xaa-Pro-dipeptidil-aminopeptidasa
Gly-Pro naftilamidasa

Postprolina dipeptidil
aminopeptidasa IV

Antigeno de linfocito CD26
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Glicoproteina GP110

Dipeptidil dipeptidasa IV
Glicilprolina aminopeptidasa
X-prolil dipeptidil aminopeptidasa
Pep X

Antigeno de leucocito CD26
Glicilprolil dipeptidilaminopeptidasa
Dipeptidil-péptido hidrolasa
Glicilprolil aminopeptidasa
Depeptidil-aminopeptidasa IV

DPPIV/CD26

Amino acil-prolil dipeptidil
aminopeptidasa

Molécula Tp103
activadora(tiggering) de células T
X-PDAP

3.4.21.26 PEP
Prolil oligopeptidasa
Enzima de actuaciéon post-prolina
Endopeptidasa especifica de prolina
Endopeptidasa post-prolina
Endoprolilpeptidasa
Prolil endopeptidasa

dependiente de Zn?*, HExxH, en su centro activo, caracteristico de la
familia de proteinas M13 (Chen, 1998). Otros miembros de la familia
incluyen enzimas convertidoras de endotelinas (ECE-l y ECE 2). En la
actualidad, se conoce también una enzima, la neprilisina II (NEPII),
con una alta homologia a la NEP, implicada principalmente en regular
la funcion reproductora (Carpentier y cols., 2004).

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

La NEP humana esta codificada por el gen MME localizado en el
cromosoma 3 (g25.1-25.2). Su purificacion y clonacion revelaron que
esta proteina integral de membrana, posee un corto dominio
citoplasmatico, una regidon hidrofébica transmembrana y un largo
dominio extracelular que contiene el sitio activo (Malfroy y col., 1988).
Normalmente aparece como un homodimero de membrana unido no
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covalentemente (Shimada y cols., 1996). Cada cadena polipeptidica,
con un peso molecular de unos 100kDa aproximadamente, se
encuentra altamente glicosilada y posee cuatro residuos conservados
de cisteina que parecen estar implicados en el mantenimiento de la
estructura y la actividad enzimatica (Tam y cols., 1985). Ademas, la
NEP es idéntica al cluster de diferenciacién CD10 y al marcador de
linfocitos llamado CALLA (Letarte y cols., 1988; Roques y cols., 1993).

La NEP se encuentra ampliamente distribuida en el organismo
humano. En el SNC estad discretamente distribuida en el cerebro de
rata y su distribucion coincide con la de los receptores opioides
(Waksman y cols., 1986), localizdndose en caudado putamen,
substancia negra, nulcleo accumbens, tubérculo olfatorio y en Ia
sustancia gelatinosa de la médula espinal (Roques y cols, 1993). En
cuanto a su distribucién celular, aunque la NEP se localiza
principalmente en los botones axonales de neuronas, también se ha
detectado en dendritas neuronales, oligodendrocitos, astrocitos vy
células de Schwann (Marcel y cols., 1990; Matsas y cols., 1989;
Kioussi y cols., 1992).
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FIGURA 15.- Estructura tridimensional de la endopeptidasa neutra.
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En los tejidos periféricos, la NEP se expresa constitutivamente
en el rifdn y se localiza principalmente en el borde en cepillo de las
membranas renales y es particularmente abundante en los nddulos
linfaticos y en la placenta. Ademads, estd presente en diferentes
organos como pulmoén, testiculos y prdstata, y en diferentes tipos
celulares como fibroblastos, neutréfilos, células epiteliales y endocrinas
(Sales y cols., 1991). Se encuentra también en células del sistema
hematopoyético como macrofagos, leucocitos o neutrdfilos y es
considerada marcador de linfocitos. Finalmente, se han detectado altas
concentraciones de NEP en distintos drganos reproductores tales como
testiculos o prostata

Sustratos e inhibidores

Al igual que la APN, la NEP es capaz de degradar un amplio abanico
de sustratos. Ademas de las encefalinas, son sustratos naturales de la
NEP otros péptidos bioactivos como la sustancia P, el péptido atrial
natriurético, la oxitocina, las bradiquininas, la endotelina-1 y la familia
de las bombesinas.

Debido a que esta ubicua enzima interviene también en diferentes
procesos fisioldgicos, se han desarrollado numerosos inhibidores
selectivos de la enzima e inhibidores menos selectivos que inhiban
otras peptidasas que participan en el mismo proceso fisiolédgico. Entre
los mas desarrollados estdn los inhibidores para la analgesia en
combinacion con la inhibicién de la APN para la insuficiencia cardiaca
y/o tratamiento de hipertensidn en combinacidon con la ACE (Trindade
y cols., 2001) y para enfermedades respiratorias (Nadel, 1990).
Actualmente, ha sido propuesta como diana terapéutica para la
enfermedad de Alzehimer (Nalivaeva y cols., 2008). Los inhibidores
mas utilizados en investigaciéon son el tiorfan y el fosforamidén.

Mecanismos de accion

Degradacion enzimatica de péptidos

La NEP es una oligopeptidasa que hidroliza enlaces de residuos
aminoacidicos hidrofdbicos de diferentes péptidos bioactivos (Tabla 4)
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Transduccion de sefiales

Al igual que otras peptidasas de membrana, a parte de su capacidad
catalitica, la NEP puede actuar como molécula sefializadora e inducir
vias de sefalizacién intracelular que regulan, entre otros, el
crecimiento celular (Ganju y cols., 1996; Angelisova y cols., 1999) y/o
la apoptosis (Cutrona y cols., 1999). La NEP transduce sefales
intracelulares independientemente de su actividad catalitica. En
modelos celulares de canceres de préstata la NEP, cataliticamente
inactiva, induce una fosforilacién parcial de la quinasa de adhesion
focal (FAK) a través de la via de la quinasa fosfoinositol-3 (PB-K)
favoreciendo la migracién celular (Ganju y cols., 1996). El corto
dominio intracitoplasmatico de la NEP carece de residuos de activacion
conocidos por lo que es incapaz de unirse directamente con la proteina
PI3-K. La NEP se asocia indirectamente con p85, subunidad reguladora
de PI3-K a través de la quinasa Lyn, impidiendo la interaccion de PI3-K
con FAK (Angelisova y cols., 1999)

Ademas, la NEP es capaz de asociarse con otras proteinas. Por un
lado, con las proteinas ezrina, radixina y moesina (EMR) cuya
interaccion inhibe la migracidon celular mediada por CD44 al impedir la
asociacion de las proteinas ERM y CD44 (Iwase y cols., 2004). Por otro
lado, con el supresor de tumor PTEN inhibiendo las vias de crecimiento
y supervivencia celular reguladas por las quinasas Akt/PKB (Sumitomo
y cols., 2004).

Funciones

Debido a su capacidad de degradar multiples sustratos y a su
ubicua localizacion, esta multienzima interviene en diferentes
procesos. Como enzima, modula la actividad de péptidos bioactivos
que participan en numerosos procesos como: 1) la analgesia, 2) la
presién arterial degradando péptidos vasoactivos, 3) la contraccion del
musculo liso en el tracto respiratorio y en el Utero. Ademas, la NEP
actla mediante enzimas y/o moléculas sefalizadoras en procesos
como 4) la neuroproteccién y neurodegeneracion, 5) la reaccion
inflamatoria y 6) la progresion tumoral que es suprimida en varios
canceres, entre ellos, el cancer de préstata (Sumitomo y cols., 2005),
de pulmén (Shipp y cols.,1991) y/o de rifién (Varona y cols., 2007).
Finalmente, al estar presente en linfocitos, se usa como marcador de
leucemias con el nombre de CALLA (Turner y cols., 2001).
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6.2 Aminopeptidasa N (APN, EC 3.4.11.2)
Caracteristicas moleculares

La APN (figura 16) es una ectoenzima localizada en la membrana
plasmatica de las células como una proteina integral de membrana tipo
II. Debido a un dominio HELAH dependiente de Zn?* en su centro
activo, se la considera una metalopeptidasa y es idéntica al antigeno
de diferenciacién CD 13 (Look y cols., 1989; Shipp y cols., 1993).

La APN estd codificada por el gen ANPEP (Look y cols., 1989)
localizado en el cromosoma 15 (g25-26) (Watt y cols., 1990) y se
expresa bajo la activacion de dos promotores (Shapiro y cols., 1991).
Estructuralmente consta de dos subunidades, no unidas
covalentemente, con un peso molecular aproximado de unos 150 kDa
(Sjostrom y cols., 2000). Cada cadena polipeptidica se encuentra
altamente glicosilada pudiendo ser el equivalente de hasta el 20% del
total de su masa (Lendeckel y cols., 1999). Las cadenas constan de un
dominio extracelular donde se encuentra el centro catalitico, un
dominio transmembrana y un corto dominio citoplasmatico donde se
encuentra el extremo N-terminal (Olsen y cols., 1988). Normalmente
la APN se encuentra en la membrana plasmatica como homodimero y
su dimerizacién se produce en el reticulo endoplasmatico antes de ser
glicosilada en el aparato de Golgi (Danielsen y cols., 1994).

A pesar de expresarse principalmente como enzima de membrana,
existe una forma soluble de APN en fluidos corporales (plasma
sanguineo, orina y liquido seminal) (Antczak y cols., 2001; Jung vy
cols., 1984; Fernandez y cols., 2002), aunque su mecanismo de
liberacidn desde la membrana es todavia desconocido.

La APN se encuentra ampliamente distribuida en el organismo. En el
sistema nervioso esta distribuida en el cerebro, en el corddn espinal y
en diferentes células del tejido nervioso (Jardinaud y cols., 2004). Por
otra parte, estd altamente expresada en el borde en cepillo de las
membranas renales (Pfleiderer y Celliers, 1963) y en enterocitos, en
células epiteliales, endoteliales y en fibroblastos, asi como en células
de la mucosa del intestino delgado y en el higado (Jardinaud y cols.,
2004; Riemann y cols, 1999). Se encuentra expresada también en
células madre del sistema hematopoyético como granulocitos vy
monocitos de distintos grados de diferenciacién, por lo que se le ha
considerado marcador de diferenciacién (Razak y cols., 1992).
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FIGURA 16.- Estructura tridimensional de la Aminopeptidasa neutra.

Ademas, la expresidon de las formas tanto soluble como unida a
membrana de la APN se encuentra des-regulada en numerosos
tipos de células tumorales como melanomas, células cancerigenas
de rifidn, de colon, de pancreas, de prostata, de intestino y/o de
tiroides. (Antczak y cols., 2001; Varona y cols., 2007; Blanco y
cols., 2008)

Sustratos e inhibidores

La APN regula la actividad de péptidos como las encefalinas,
angiotensinas, quininas, citoquinas y quimocinas o proteinas de la
matriz extracelular entre otras, interviniendo en importantes
procesos bioldgicos.

Debido a su multifuncionalidad, la APN juega un papel
importante en diferentes patologias, por lo que ha sido propuesta
como diana terapéutica de numerosos procesos para los que se han
desarrollado una gran cantidad de inhibidores naturales y sintéticos
(Roques y Noble, 1995; Bauvois y Dauzonne, 2006). Las
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bradiquininas, la sustancia P o la opiorfina son péptidos naturales
capaces de inhibir la APN en concentraciones micromolares (Xu y
cols., 1995; Wisner y cols., 2006).

Farmacolégicamente se desarrollan inhibidores selectivos de la APN
con caracteristicas anti-tumorales (que inhiben la angiogénesis), anti-
virales, o pro- apoptoticos de células leucémicas (Luan y Xu, 2007) e
inhibidores conjuntos en combinacion con la NEP que posean
caracteristicas analgésicas (Roques y cols., 1993). Entre los inhibidores
mas utilizados en investigacidn se encuentran la amastatina, la
bestatina y la leuhistina.

Mecanismos moleculares de accion

Degradacion enzimatica de péptidos

La APN fue nombrada asi por su capacidad de eliminar
fundamentalmente aminodcidos neutros (también puede degradar
aminoacidos basicos) del extremo N terminal de péptidos
bioldgicamente activos con el siguiente orden de preferencia:
Ala>Phe>Tyr>Leu>Arg>Thr>Trip>Lys>Ser>Asp>His>Val (Hooper,
1994) (Tabla 3).

La accidon de su hidrdlisis libera el aminoacido del extremo amino
terminal de péptidos entre 3 y 16 residuos de aminoacidos. Como
hemos mencionado anteriormente, su accién 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 accién es mucho mas lenta). La presencia de un residuo hidrofébico
seguida de prolina, provoca la hidrdlisis intacta del dipéptido resultante
(McDonald y Barrett, 1986). Ademas, hidroliza muchos dipéptidos,
pero no aquellos que contengan residuos aspartil, glutamil, histidil,
glicil, prolil o valil en el extremo N-terminal (O "Cuinn, 1997).

Endocitosis

Una de las funciones conocidas de la APN es la de actuar de
receptor del virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV) (Delmas y
cols., 1992) y/o del coronavirus humano 229E (Yeager y cols., 1992),
lo que conlleva una internalizacién de la enzima por el sistema de
caveolinas (Nomura y cols., 2004). Por otra parte, la APN podria
participar en la recaptaciéon de colesterol por los enterocitos a través
de su internalizacion, debido a que se ha identificado a la APN como
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diana de Ezetimibe® un inhibidor de la absorcién intestinal de
colesterol (Kramer y cols., 2005).

Transduccion de sefiales

Recientemente, se ha observado que enzimas de membrana como
la enzima convertidora de angiotensina (ACE) (Kohlstedt y cols.,
2004), la dipeptidil IV (DPPIV) (Ohnuma vy cols. 2004), la NEP
(Sumitomo y cols., 2004) y la APN (Santos y cols., 2000) son capaces
de actuar como moléculas sefalizadoras. La APN es capaz de
transducir sefal al interior celular independientemente de su actividad
enzimatica. En miocitos, el entrecruzamiento de la APN con
anticuerpos anti-APN induce la fosforilacion de proteinas de la cascada
de las MAPKs, el influjo de Ca®+ hacia el interior celular, la secrecidn
de citoquinas y la adhesién celular (Santos y cols., 2000; Mina-Osorio
y cols., 2006). Sin embargo, el corto dominio intracitoplasmatico de la
APN no contiene ningun dominio de sefalizacién conocido (Mina-
Osorio, 2008). Por tanto, se cree que la capacidad sefalizadora de la
APN depende de su asociacién con proteinas auxiliares (Sjostrom vy
cols., 2000). En este sentido, la APN co-inmunoprecipita con las
moléculas adaptadoras Grb2 y Sos en células de lineas celulares
promonociticas U-937 (Mina Osorio y cols., 2006). Ademas,
anticuerpos anti-APN inducen el co-entrecruzamiento de la APN con
receptores Fcy (receptores para inmunoglobulinas IgG) incrementando
los niveles de fosforilacion de Syk inducidos por el receptor (Mina-
Osorio y Ortega 2005) y confirmando la idea de que la sefal
transducida por la APN se produzca a través de su unién a moléculas
con dominios de senalizacién conocidos (Mina-Osorio, 2008).

Funciones

Dependiendo de su localizacidon, esta enzima multifuncional se
encuentra implicada en multiples y diferentes procesos. Algunas de las
funciones en las que interviene son 1) regulacién enzimatica de
péptidos bioactivos 2) actuacién como receptor viral, 3) invasion de
células tumorales, 4) diferenciacion celular, 5) procesos de
proliferacidon y apoptosis, 6) procesos de quimiotaxis, 7) presentacion
de antigenos, 8) cristalizacién y re-captacion de colesterol, 9) adhesidon
celular como molécula auxiliar, 10) procesos de fagocitosis v,
finalmente, 11) angiogénesis (Mina-Osorio, 2008).
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6.3. Prolil endopeptidasa (E.C.3.4.21.26) (prolil oligopeptidasa)
(PEP) (seryn proteasa soluble)

La propil oligopeptidasa pertenece a un grupo de peptidasas
serinas denominada “familia prolil oligopeptidasa”, que incluye la
dipeptidil peptidasa IV, peptidasa acylaminoacyl y oligopeptidasa B,
ademas del prototipo oligopeptidasa prolil, que no pueden hidrolizar
péptidos que contengan mas de 30 residuos.

La prolil oligopeptidasa (POP; EC 3.4.21.26) es una serina
proteasa citosdlica que hidroliza la prolina que contienen péptidos
pequefios (Polgar, 2002). En los ultimos afos esta proteasa se ha
venido asociando con el metabolismo de inositol-1 ,4,5-Ps (IP3), una
molécula clave en la cascada de transduccion de sefiales
neuropéptido. (Williams y cols., 1999; Schulz y cols., 2002; Di Daniel
y cols., 2009).

Esencialmente es una enzima citosdlica que ha sido descrita
ademas como enzima sérica y de membrana (Gotoh y cols., 1988;
O’Leary y cols., 1996; Szeltner y Polgar, 2008). Es una
endopeptidasa con la capacidad de hidrolizar péptidos en el residuo
prolina interno, en su extremo carboxilo unido al péptido (Gass y
Khosla, 2007). (Figura 17)

Se trata de una enzima monomérica con un peso molecular
aproximado de 75 kDa, su pH es 6ptimo alrededor de 7.5. Su
actividad se incrementa con NaCl, potasio, fosfato e iones nitrato y se
inhibe con Z-thio-prolina-thioprolinal (Gass y Khosla, 2007). La prolil
endopeptidasa rompe especificamente la unién prolina, mencionada
anteriormente, en péptidos bioldgicamente activos tales como,
sustancia P, oxitocina, vasopresina, neurotensinas, angiotensina II,
dinorfinas, bradiquininas, hormona liberadora de tirotropina, hormona
luteinizante y hormona estimuladora de alfa-melanocitos (Welches y
cols., 1991; Umezawa y cols., 2004).

POP se encontrd por primera vez en el itero humano como la enzima
que degrada la oxitocina (Se considera una proteina citoplasmatica
soluble. Los estudios de distribucién de POP han indicado que la
enzima se expresa activamente en dareas del cerebro contienen
receptores de diversos neuropéptido , como los receptores NK1 y SP
NK3, los receptores del AVP V1A y V1b receptores de la TRH y TRH-R1
y TRH -R2 Bellemere y cols., 2004).
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Es poco conocido el papel fisioldgico de la POP en el cerebro .Sin
embargo, en el cerebro de rata se ha localizado en el tdlamo cortical y
en las neuronas de proyeccidn corticotalamico, en el complejo
ventrobasal y nucleo geniculado medial del tdlamo y en el cortex
somatosensorial/motor y en el cortex auditivo, observando que el
50% de las neuronas de proyeccion en el cortex y el tdlamo contienen
POP, por lo que esta enzima podria estar implicada en el
procesamiento de sefiales talamo-cortical y corticotalamico.
(Myohanen y cols., 2009).

La POP participa en varios aspectos del sistema nervioso central
(SNQ), incluido el aprendizaje, memoria y estado de animo Se ha
sugerido su participacibn en procesos patolégicos, como la
alimentaciéon y los trastornos del estado de animo, hipertensiéon y
trastornos del ciclo celular, asi como en los procesos
neurodegenerativos que ocurren en la enfermedad de Alzheimer,
Huntington y la enfermedad de Parkinson. Se esta realizando el
desarrollo acelerado de los inhibidores de la POP al descubrir que estos
compuestos revierten la pérdida de memoria en modelos animales y de
que la expresion de los POP se correlaciona con la edad. (Méannisto vy
cols., 2007; Garcia-Horsman y cols., 2007).

Hoy en dia, varios inhibidores de la POP ya han sido evaluados en
ensayos preclinicos, como farmacos potenciales para el tratamiento
del déficit de memoria natural que ocurren con el envejecimiento
patoldgico o la pérdida de la memoria caracteristica de la enfermedad
de Alzheimer. El inhibidor de la POP, S-17092-1 ha sido probado en
ensayos clinicos de fase I por su capacidad para mejorar la cognicién.
(Morain y cols., 2000; 2007).

La expresién de Prolil oligopeptidasa (POP) en testiculo de ratdn
es maxima a los 2 semanas de vida, reduciendose gradualmente a
partir de entonces. Las sefales positivas se detectaron en todos los
tipos de células en los tubulos seminiferos antes de la maduracién, y
se limitaron a espermatidas en el ciclo de la espermatogénesis en
estadios I-VIII en ratones adultos

La POP se detectdé en Ila fraccibn insoluble de los
espermatozoides. Analisis inmunohistoquimicos demostraron que esta
localizado en las espermatidas en los pasos 12-16 de espermiogénesis
y en la pieza intermedia del flagelo. También se encontré que los
inhibidores especificos de POP (poststatin y benzyloxycarbonyl-proline-
prolinal), suprimen la motilidad espermatica. Kimura sugiere que la
POP puede estar involucrada en la meiosis de los espermatocitos, la
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diferenciacion de las espermatidas, y motilidad de los espermatozoides
en el ratén. (Kimura y cols, 2002).
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FIGURA 17.- Estructura tridimensional de la Prolil oligopeptidasa

6.4 Dipeptidyl peptidasa IV (DPP-IV, EC 3.4.14.5, T-cell
activation antigen CD26)

La DPP-1V (figura 18) pertenece a un grupo de serin-peptidasas
denominada “familia prolil oligopeptidasa”, que no pueden hidrolizar
péptidos que contengan mas de 30 residuos

Es una glicoproteina transmembrana tipo II, que presenta un
extremo amino terminal de tan sdlo 6 aminoacidos hacia el
citoplasma, un dominio hidrofébico que la ancla a la membrana y un
gran dominio extracelular en el que se halla 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
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soluble en suero humano (Iwaki-Egawa y cols., 1998, Wesley y cols,
1999; Carl-McGrath y cols., 2006). (Figura 18)

Asi, se ha descrito que esta enzima estd involucrada en la
activaciéon e inactivacion de un gran numero de citoquinas vy
quimocinas (Havre y cols., 2008) y ademas de su acciéon sobre
péptidos bioactivos y su papel en el sistema inmune, esta
aminopeptidasa tendria especial relevancia en el transporte especifico
de algunos dipéptidos y tripéptidos (Tiruppathi y cols., 1990).

El mondmero de DPP-IV es una glicoproteina de 110-kDa con
776 aminoacidos. Consta de un gran dominio extracelular (C-
terminus), conectado a un dominio transmembrana hidrofobico y un
corto dominio intracelular (N-terminal) (Engel vy cols, 2003; Lambeir
y cols, 2003). La dimerizacién de la DPP-IV (pm 240kd) 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, 2003).
Existe también un homologo de la DPP-IV soluble, localizado a nivel
intracelular y en el plasma sanguineo. Tiene una actividad 6ptima a pH
7.8. Puede ser inhibida por PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo o
fenilmetanosulfonilo), diprotina A, bacitracina, puromicina y por los
agentes thiol-reactivos: p-cloromercuribenzoato y N-etilmaleimida
(Kikkawa y cols., 2005).

La DPP-IV rompe los dipéptido Xaa-Pro o Xaa-Ala del N-terminal
de los péptidos. Esta rara especificidad de substrato es crucial para la
regulacion funcional de los péptidos bioactivos y su resultado de
potencial de sefalizaciéon. Tras el procesamiento de la DPP-1V, los
péptidos pueden ser degradados por proteasas menos especificas.

La DPP-IV regula las actividades funcionales de algunos
importantes mediadores tales como hormonas, citokinas y quimiocinas
(Gorrell, 2005) Ademads, también ejecuta varias funciones por medio
de interacciones intermoleculares no hidroliticas con la adenosina
deaminasa (ADA) (Weihofen y cols., 2004), plasminogeno (Gonzalez-
Gronow y cols., 2001), la glicoproteina 120 del HIV (Jacotot, 1996) y
la proteina de transactivacion del HIV (Tat protein) (Subramanyam y
cols., 1993). También interactia con proteinas de la matriz
extracelular (ECM) como el colageno (Hanski y cols., 1988) vy la
fibrinonectina (Yu vy cols., 2006, mediando la adhesién celular a la
matriz extracelular.
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FIGURA 18.- Estructura tridimensional de la dipeptidil peptidasa IV.

La DPP-IV es expresada como una enzima plenamente activa,
regulada por la expresidn génica, trascripcién y translacién. En el
hepatocito el factor nuclear 1a actia como un factor de trascripcion de
la DPP-IV en las células epiteliales intestinales y en el hepatocito
(Ericsson y cols., 1999) La DPP-IV se expresa en las células
epiteliales, fibroblastos y linfocitos, y en varios érganos (musculo
cardiaco, musculo esquelético).La DPP-IV es esencial para la mayoria
de las actividades enzimaticas de sus tejidos. Curiosamente las
neuronas positivas para DPP-IV solo fueron encontradas en el cerebro
fetal, desapareciendo su actividad en el desarrollo neuronal posterior.
En el cerebro maduro, la DPP-IV es localizada solo en las células
epiteliales de los vasos de la barrera hemato encefdlica y sobre el
epéndimo (Lambeir, 2003) Ademas la DPP-IV/CD26 se considera un
marcador de la actividad celular en la inmunidad (Fleischer, 1994).

La actividad enzimatica asociada a la DPP-IV esta también
presente en el plasma sanguineo, liquido cerebroespinal y otros fluidos
corporales. La mayoria de esta actividad es atribuida a la fraccion
soluble. El origen de esta isoforma permanece sin aclarar, aunque se
especula que puede surgir de la membrana plasmatica endotelial o de
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las células epiteliales o de los linfocitos circulantes por divisién
proteolitica de la molécula transmembrana original. Se supone que la
DPP-1V circulante inactiva péptidos bioactivos circulantes protegiendo
al organismo frente a sus efectos sistémicos inapropiados (Lambeir,
2003; Gorrell, 2005).

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
excepcién de los incrustados en el epitelio, justo antes de su liberacion
a la luz y en las espermatides que presentaban una tincidon especifica
para DPP9. (Dubois y cols., 2009).

6.5. Piroglutamil peptidasa I

La piroglutamil peptidasa I (PAP-I, PGPEPI, EC 3.4.19.3) es una
cystein peptidasa citosdlica, con una amplia distribucion tisular, que
elimina hidroliticamente los residuos terminales L-pyroglutamato (L-
pGlu) de las proteinas y péptidos L-pGlu (Barret y cols., 2001; Dando
y cols., 2003). Estos residuos de L-pGlu confieren estabilidad en los
péptidos que estdan vinculados a ellos y evitan la degradacién
prematura por endopeptidasas. También ha sido descrita en Ia
membrana plasmatica (Alba vy cols., 1995; Cummins y O Connor,
1998).

Su actividad éptima se da a pH 8.5 y el peso molecular de la
enzima es aproximadamente de 22 kDa. Esta exopeptidasa puede ser
inhibida por agentes thiol-reactivos, 5-oxoprolinal y piroglutamil
diazometil cetona (Mc Donnell y cols., 1997).

Hasta la fecha, tres formas distintas de esta enzima se han
identificado en los tejidos de los mamiferos. La PAP tipo I es una tipica
cystein peptidasa citosdlica, de baja masa molecular y con una amplia
especificidad de sustrato. La PAP tipo II ha demostrado ser una
métaloenzima anclada a membrana, de alto peso molecular, con una
especificidad de sustrato estrecha limitada a los factores de liberacion
hipotaldmica, (hormona liberadora de tirotropina, TRH, pGlu-His-Pro-
NH;). Una tercera actividad piroglutamil peptidasa también se ha
observado en el suero de mamiferos, mostrando caracteristicas
bioquimicas muy similares a las de tipo II, es decir, un peso molecular
elevado, alta sensibilidad a agentes quelantes de metales, y una
especificidad de sustrato estrecha también restringida a la TRH. Esta
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actividad sérica posteriormente ha sido designado tiroliberinasa
(“thyroliberinase”) (Cummins y O "Connor, 1998).

Amplias evidencias indican que la piroglutamil aminopeptidasa II
(PAP-II, EC 3.4.9.16) es la principal enzima responsable de la
finalizacion de la accién de la TRH neuronal por eliminacién del
residuo L-pGlu (Charli y cols., 1998). La PAP II es una zinc-
métaloenzima de membrana localizada en el Sistema nerviosos
Central, con alta especificidad enzimatica para la TRH y compuestos
relacionados (Cummins y O "Connor, 1998).

Los sustratos para PAP-I, incluyen péptidos bioldgicamente
activos como TRH, LH-RH y neurotensina y dipéptidos como L-pGlu-L-
Ala y L-pGlu-L-Val (Browne and O Cuinn, 1983; Tsuru y cols, 1982).
Sin embargo, en general se considera que las peptidasas citosdlicas no
tienen actividad metabdlica sobre estos neuropeptidos, ya que son
hidrolizados por ectoenzimas localizadas en la membrana celular, con
actividad en el espacio extracelular o por peptidasas lisosomicas tras la
endocitosis (O Cuinn y cols., 1990). La hidrdlisis de la TRH in vivo es
controvertida (Charli y cols., 1998) (Faivre-Bauman y cols., 1986), no
habiéndose encontrado cambios en la actividad TRH del cerebro de
ratdon en presencia de inhibidores de PAP-I, Sin embargo el estudio
inmunohistoquimico demostré una distribucion heterogénea de |Ia
enzima en la pituitaria (tejido diana de TRH) pero a nivel citosolico
(Abe y cols., 2004).

El gen que expresa la piroglutamil peptidasa (PGPEP1) se
localiza en el cromosoma 19p13. Consta de cinco exones, de los
cuales los exones 1-4 y parte del exdén 5 se traduce en una proteina
gue contiene 209 aminoacidos con un dominio de peptidasa C15 y una
triada catalitica de tres aminoacidos que estd altamente conservada
(Monsuur y cols., 2006).

La PAPI esta ampliamente distribuida en diversos tejidos y su
funcion bioldgica real puede depender en gran medida del tipo de
tejido en el que reside (Aguirregoitia y cols., 2007). Asi, en el intestino
delgado, que se expone a la dieta de péptidos xenobioticos, esta
funcion puede implicar la eliminacién de los residuos L-pGlu
terminales, para facilitar su posterior degradacion por endopeptidasas,
neutralizando cualquier potencial intrinseco toxico o inmunogénico
(Monsuur y cols., 2006).

Ha sido referida su presencia en fluidos de secrecion como el

semen humano (O’ Cuinn vy cols., 1990), habiéndose observado en
todas las fracciones del liquido seminal, presentando una mayor
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actividad en la fraccién de espermatozoides. Esta actividad era mayor
en semen con necrozoospermia que en semen con normozoospermia,
por lo que se ha sugerido que este enzima podria participar en la
regulacidon de los niveles de los andlogos de TRH seminales y en la
mediacién de la muerte asociada con el esperma necrozoospermico.
(Valdivia y cols, 2004).

6.6. Aminopeptidasa B (APB, Aminopeptidasa basica,
E.C.3.4.11.6.)

La Aminopeptidasa B pertenece a Ila familia de Ilas
metaloproteasas M1. Es una Zn *' exopeptidasa dependiente que
elimina selectivamente arginina y / o residuos de lisina del extremo N-
terminal de varios sustratos, incluyendo arg0O-Leu-encefalina, argO-
Met-encefalina y Arg -1-LysO-somatostatina-14. El analisis de su
estructura primaria mostré que esta relacionada estructuralmente con
la leucotrieno A4 hidrolasa, una enzima importante de la via del acido
araquiddnico. Esta relacidn estructural se ve reforzada por la capacidad
de aminopeptidasa-B para hidrolizar leucotrieno A4.

Ha sido descrita principalmente en el citosol, aunque también
puede encontrarse en el reticulo endoplasmico e incluso secretarse a la
matriz extracelular (Lauffart y cols., 1988; Tanioka y cols., 2003;
Cadel y cols., 2004). La APB elimina aminoacidos basicos (arginina y
lisina), de ahi su nombre, desde el extremo amino-terminal de
péptidos que contienen dos, tres y algunas veces cuatro aminoacidos
(Hopsu y cols, 1966; Foulon y cols., 1999).

Esta exopeptidasa que posee un peso molecular de
aproximadamente 72 kDa y desarrolla su actividad éptima a pH 7. Esta
actividad es estimulada por iones clorados (CI") e inhibida por agentes
quelantes (EDTA, EGTA: &cido tetraacetico del glicol de etileno y 1,10-
fenantrolina), bestatina, agentes thiol-reactivos y especificamente por
arfamenina Ay B (Cadel y cols., 1995; O "Cuinn, 1997; Piesse y cols.,
2004). Entre sus sustratos naturales podemos encontrar,
bradiquininas, encefalinas, somatostatina, angiotensina III y kalidinas
(McLellan y cols., 1988; Piesse y cols., 2004).

Presenta caracteristicas bifuncionales en las fases finales de los
mecanismos de procesamiento de los precursores que se produzcan en
la via secretora, en la membrana plasmatica, o en ambos lugares.
(Foulon y cols., 1999). Estd ampliamente distribuida a nivel tisular,
incluidos los del sistema endocrino y las células endocrinas.

74 M@ Olga Ramén Martinez



TESIS DOCTORAL INTRODUCCION

La APB fue localizada con la catepsina L en vesiculas secretoras
que contenian neuropeptidos (encefalinas y NPY), denominados
granulos cromafinicos, en la medula adrenal bovina. Estas vesiculas
tienen actividad proteasica , utilizada en los procesos proteoliticos de
los proneuropeptidos y protohormonas para la produccién de
neuropeptidos activos, incluyendo encefalinas, galanina, péptido
intestinal vasoactivo (VIP), somatostatina y otros (Fricker 1988; Hook
y cols., 1994, 2004; Azaryan y cols., 1995; Hill y cols., 1995; Hook y
Yasothornsrikul 1998; Yasothornsrikul y cols., 1999, 2003; Goumon y
cols., 2000; Taupenot y cols., 2003) Ademas la APB esta presente en
las  vesiculas  secretoras hipofisarias, que  convierten la
proopiomelanocortina (POMC) en hormona adrenocorticotropa (ACTH),
hormona estimulante de los melanocitos (MSH), y B-endorfinas (Gainer
y cols., 1984, 1985; Loh y cols., 1985; Parish y cols., 1986; Miller y
cols., 2003). La expresion de la APB fue observada en cerebro,
pancreas, corazén y otras regiones del tejido endocrino. Estos
resultados demuestran la localizacién de la APB en vesiculas secretoras
y tejidos neuroendocrinos productores de encefalinas y otros péptidos.

La APB esta implicada en varios procesos patoldgicos. El etanol
modula la actividad Arg-aminopeptidasa en las sinapsis neuronales,
que producen y segregan neuropeptidos activos (Mayas y cols., 2004).
La bestatina, un inhibidor de la AP-B, reduce el consumo de alcohol
en ratas (Szczepanska y Grupp 1993 ). La administracién de la
bestatina en los cerebros de ratas eleva la presién sanguinea y la
frecuencia cardiaca (Chan y cols., 1987), lo cual puede ser asociado a
neuropeptidos. Ademas el crecimiento celular puede ser suprimido por
inhibidores de la APB en células de coriocarcinoma (Ino y cols., 1991)
y en células B inmunoldgicas (Morikawa vy cols., 1989). La regulacién
de la AP-B en los sistemas celulares neuroendocrinos implica también
el control de neuropéptidos. (Hwang y cols., 2007).

Una aminopeptidasa B ha sido purificada en extractos
homogeneizados de testiculo de rata. Presenta un 33 de identidad y un
48% de similitud con el leucotrieno-A4 hidrolasa, una relacién
reforzada por la capacidad de Ap-B para hidrolizar leucotrieno A4. AP-B
y su ARNm se detectaron en la linea germinal y en las células de
Sertoli y peritubulares de los tubulos seminiferos. Mediante
inmunohistoquimica, la aminopeptidasa-B resultdé ser particularmente
abundante en los tubulos seminiferos en las ultimas etapas de la
espermatogénesis y fue claramente detectado en una zona restringida
de espermatidas alargadas, concentrandose masivamente en los
cuerpos residuales. Debido a que la enzima se encontré en el medio
conteniendo espermatocitos y espermatidas y en el acrosoma durante
la formacion de los espermatozoides, se ha sugerido una implicacién
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de este exometallopeptidase en los mecanismos de procesamiento de
proproteinas y propéptidos en el curso de la diferenciacion espermatica
(Cadel y cols., 1997).

6.7. Aminopeptidasa A (APA, Aminopeptidasa acida,
E.C.304.11.7)

APA es una Zn?* aminopeptidasa unida a membrana de
160 kDa que rompe los residuos N-terminales glutamil o aspartil de
los substratos peptidicos (Nagatsu y cols., 1970; Wilk y Healy, 1993).
La Aminopeptidasa A se expresa en muchos tejidos, especialmente en
el borde en cepillo de las células del epitelio intestinal y renal, y en el
endotelio vascular (Lojda y Gossrau, 1980), y se ha identificado en
varios nucleos cerebrales de rata, sensibles a Angiotensinas e
involucrados en la regulacién de la tensidn arterial (Zini y cols., 1996).

En humanos, se ha demostrado su presencia en varias regiones
cerebrales, presentando la maxima actividad en el plexo coroides y la
glandula pineal, asi como en el bulbo raquideo dorso medial, en el
tabique, la corteza prefrontal, el bulbo olfatorio, el nlcleo accumbens,
y el hipotdlamo, sobre todo en los nucleos paraventricular vy
supraoptico donde se detecto una actividad alta (de Mota y cols.,
2008).

Esta peptidasa es activada por Ca?* con los sustratos glu- B-
naftilamida y asp- B- naftilamida. Asi mismo, la hidrdlisis de glu- B-
naftilamida pero no la de asp- B- naftilamida es también activada por
iones Ba’*. La actividad de la aminopeptidasa &cida citosdlica es
inhibida por quelantes metdlicos (EDTA y 1,10 fenantrolina) y tioles
(DTT: ditiotreitol) (McDonnell y cols., 1997; Sanderink y cols., 1988).

La Aminopeptidasa A convierte Ila angiotensina II en
angiotensina III, rompiendo el N-terminal de aminoacidos &cidos
(aspartato), sirviendo como paso limitante en el metabolismo de la
Angiotensina II. 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 presién arterial,
habiéndose establecido lineas de investigacion, en busca de farmacos
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antihipertensivos por bloqueo de esta aminopeptidasa (Bodineau y
cols., 2008).

Componentes del RAS se han encontrado en los testiculos,
epididimo, conductos deferentes, prdstata y semen. Las funciones del
RAS en los procesos locales en estos sitios, son todavia inciertos y aun
no se han dilucidado totalmente, aunque hay pruebas de Ila
participacion en la contractilidad tubular, la espermatogénesis, la
maduracion de espermatozoides, la capacitacidon, la exocitosis
acrosomal y la fertilizacién (Leung y Sernia, 2003).

7. PEPTIDOS BIOACTIVOS. SU PAPEL EN LA REPRODUCCION.
7.1. Péptidos opioides endogenos
7.1.1. Precursores de los péptidos opioides

Uno de los grupos peptidicos mas estudiados en los ultimos afios
han sido sin duda los péptidos opioides endogenos, por su
participacion en diversos procesos fisioldgicos. Estos péptidos se
sintetizan a partir del procesamiento de sus precursores, codificados
por cuatro tipos de genes diferentes: pro-encefalina, pro-
opiomelanocortina, pro-dinorfina y pro-nociceptina (Cesselin y cols.,
1995; Mollereau y cols., 1996) (Figura 11). La mayoria de los dominios
de péptidos opioides se encuentran flanqueados en sus precursores por
pares de residuos de aminoacidos basicos (cada Lys-Arg, Lys-Lys o
Arg-Arg) por donde escinde una enzima carboxipeptidasa para dar
lugar al péptido bioactivo (Hughes y cols., 1983). (Figura 19)

Proencefalina (PENK) (Comb y cols., 1982). La PENK, también
llamada proencefalina A, contiene siete secuencias de péptidos
opioides: 4 copias de met encefalina y una copia de leu-encefalina, de
met-encefalin-Arl-Phe 7, de met-encefalin Arg® -Gly’ -Leu® y de
sinencefalina.

Proopiomelanocortina (POMC) (Nakanisi y cols., 1979). La
POMC, a parte de contener el péptido opioide B-endorfina, es precursor
de la hormona adrenocorticotropa (ACTH), de la a y B-lipotropina
(LPH) y de la a y B -melanotropina (MSH) entre otros.
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Prodinorfina (PDYN) (Kakidini y cols., 1982). Cada molécula de
pro-dinorfina contiene tres secuencias de leu-encefalina y otros

péptidos de mayor tamano como las neo-endorfinas y las dinorfinas A
y B.

Pronociceptina (PNOC) (Mollereau y cols., 1996). El gen que
codifica para la PONC presenta una alta homologia con los genes que
codifican PENK, POMC y PDYN sugiriendo un origen evolutivo comun.
Cada molécula de PNOC contiene una Unica copia de nociceptina,
siendo su procesamiento similar al de resto de péptidos opioides.
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FIGURA 19.- Precursores de opioides enddgenos.

7.1.2. Péptidos opioides enddégenos

Hasta la actualidad existen al menos 20 péptidos opioides. Todos
ellos, excepto la nociceptina y la endomorfina, poseen un secuencia
aminoacidica comun en el extremo amino terminal (Tyr-Gly-Gly-Phe-
Met/Leu),
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Los péptidos opioides muestran una afinidad diferencial por sus
receptores. La met y la leu-encefalina son consideradas ligandos
enddgenos del receptor DOR. Presentan mayor afinidad por dicho
receptor, aunque también son capaces de unirse al MOR con menor
afinidad. Las B-endorfinas se unen a MOR y DOR con afinidad similar
mientras que las dinorfinas se unen principalmente al KOR. La
nociceptina fue descrita como ligando enddgeno del receptor ORL;,
siendo practicamente incapaz de activar DOR, MOR ni KOR (Pan y
cols., 1996).

7.1.3. Acciones fisiologicas de los péptidos y sus receptores

La accion mas conocida de los opioides enddgenos es la supresién
del dolor o analgesia, aunque en la actualidad se conocen diferentes
funciones fisioldgicas entre las que se encuentran: 1) la intervencién
en el desarrollo cerebral y los fendmenos de regeneracidon vy
plasticidad, pudiendo intervenir incluso en funciones superiores tales
como la memoria y el aprendizaje, 2) la regulacion de funciones
sensoriales, 3) la produccién de cambios en el comportamiento
alimentario, 4) la modulacién de enfermedades mentales como la
ansiedad y/o la depresién, 5) la implicacion en la funcidn
gastrointestinal, renal y hepatica, 6) la modulacidon de la respuesta
cardiovascular y la presidn sanguinea, 7) la modulacién de la
respiracion, produciendo deficiencias respiratorias y de las respuestas
termorreguladoras, 8) la modulacién de las respuestas inmunes,
concretamente inmunosupresion, 9) la regulacién de la locomocion vy
de la actividad general y, finalmente, 10) la regulacién de la funcidn
reproductora (Bodnar, 2007).

7.1.4. Implicacion del Sistema Opioide en la fertilidad
masculina

Los péptidos opioides estdn presentes en distintos dérganos y
tejidos del aparato reproductor masculino y femenino, lo que se
sugiere que puedan ser capaces de regular la funcién reproductora
interviniendo en multiples procesos (Fabbri y cols., 1989).

a. Control de las hormonas reproductoras mediante los opioides

El primer punto de control que los opioides ejercen en la funcidn
reproductora es a través del eje hipotalamo-hipofisario, controlando la
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liberaciéon de las hormonas sexuales. La hormona foliculo estimulante
(FSH) y la hormona leutinizante (LH) son secretadas por la hipdfisis
anterior y actian directamente en los testiculos estimulando las células
somaticas que contribuyen a la espermatogénesis. La sintesis y
liberacion de ambas hormonas reproductoras estda controlada
hipotaldmicamente por la hormona liberadora gonadotrépica (GnRH).
La principal funcidn 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 y cols., 1995).
Mientras, la LH regula la sintesis de testosterona de los testiculos en
adultos, actuando sobre las células de Leydig 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 y cols., 2001; Lei y cols.,
2001).

Los péptidos opioides controlan la funcion reproductora actuando en
el sistema nervioso. La adicion de morfina estd 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 vy
cols., 1979; Sirinathsinghji y cols., 1983; Fraioli y cols., 1985). Sin
embrago, la supresion de la liberacién de LH, por los péptidos opioides,
es de accion hipotaldmica ya que por un lado, la liberacion de la LH
basal 6 estimulada por GnRH no se ve alterada por la accion de la
naloxona en hemipituitarias de rata (Wilkes y cols., 1981) y, por otro
lado, tratamientos in vivo con antagonistas de GnRH bloquean
completamente la liberacion de GnRH inducida por naloxona (Wilkes y
cols., 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 secrecidn de la GnRH (Delitala y
cols., 1981, Fraioli y cols., 1982; Sirinathsinghji y cols., 1983;
Gandarias y cols., 1993, Gandarias y cols., 1996).

b. Control de la funcion testicular por los opioides

La espermatogénesis, ademas de estar regulada por mecanismos
endocrinos del eje hipotalamo-hipofisario, estd controlada por
mecanismos paracrinos Yy autrocrinos entre los diferentes tipos
celulares presentes en los testiculos.

Las células de Sertoli proporcionan un soporte metabdlico vy
estructural necesario para la diferenciaciéon de las células germinales.
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Un fallo funcional del receptor de la FSH produce una disminucién del
tamafo de los testiculos, debido a una disminucion del nimero de
células de Sertoli (Dierich y cols., 1998). Los hombres con dicho fallo
funcional, presentan anomalias espermatogénicas y producen sémenes
con oligozoospermia y teratozoospermia, aunque pueden ser fértiles.
(Tapanainen y cols., 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 funcidon reproductora. Los niveles de
testosterona en el tubulo seminifero son 100 veces mayores que en
sangre periférica (Morse y cols., 1973) y son necesarios para que se
produzca una correcta espermatogénesis. Dicha concentracion de
testosterona intratesticular se alcanza, por un lado, gracias a la
producciéon 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 limen del tdbulo
seminifero (Hansson y cols., 1973; Ritzén y cols., 1975; Huamg vy
cols., 1991).

Los péptidos opioides estan presentes en los testiculos y regulan la
funcion testicular participando como mediadores en dicha
comunicacién intercelular. Los péptidos opioides ejercen su accién 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 localizacidon es exclusivamente en las
células de Sertoli (Fabbri y cols., 1985; Zhou y cols., 1990).

Ademas, debido a que los genes que codifican para los precursores
opioides PENK, POMC y PDYN se expresan también en los testiculos de
rata y raton, la funcién testicular puede ser regular mediante la
sintesis de novo de los péptidos opioides (Pintar y cols., 1984; Chen
y.cols., 1986; Kilpatrick y cols., 1986; Douglass y cols., 1987). Por
otro lado, la sobrexpresion de PENK en testiculos de ratones
transgénicos, tiene como resultado ratones con fertilidad reducida,
testiculos morfoldgicamente anormales y baja movilidad espermatica,
sugiriendo que el sistema opioide podria estar implicado en la
regulacion de la espermatogénesis (O'Hara y cols., 1994).

Los genes que codifican los precursores opioides poseen una
expresion diferencial en las células germinales y en las células
somaticas de los testiculos. (Garret y cols., 1989). En ratas y ratones,
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la PENK presenta transcritos de diferente tamafo que se expresan de
manera diferencial en las células germinales y las células somaticas de
los testiculos (Garret y cols., 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 y cols.,
1990), mientras que las células de Leydig, las células de Sertoli y las
células peritubulares expresan un mRNA de menor tamafo (1,45 kb)
(Kilpatrick y cols., 1985; Kilpatmck y cols., 1987; Kew y cols., 1989;
Garret y Douglas 1989; Yoshikawa y cols., 1988; Yoshikawa y cols.,
1989). Ambos transcritos presentan intacta la secuencia codificante y
difieren en la region 5' no codificante (Kilpatrick y cols., 1990). Sin
embargo, perfiles polisdmicos indican que el transcrito especifico de la
PENK que se expresa en células germinales no se traduce
eficientemente y que es el mMRNA de menor tamano de las células de
Leydig el principal responsable de la sintesis de novo de péptidos
opioides en los testiculos (Kew y cols., 1989). Esto explicaria el hecho
de que la concentraciéon de productos derivados de la PENK detectados
en homogenados 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 y cols., 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 acciéon de la FSH (Kew vy Kilpatrick,
1989). Ademas, Metha y colaboradores (1994) han observado que,
durante la espermatogénesis, la expresion del corto 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 expresidn de la PENK en las células
vecinas.

Estudios mediante hibridacidn in situ demostraron que el gen que
codifica para la POMC se expresa en las células de Leydig (Pintar y
cols., 1984) y en las células germinales (Kilpatrick 1987). En testiculos
de ratén, el transcrito de POMC presenta dos formas de diferente
tamano. Un transcrito largo de unos 675-750 nucledtidos 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,
mientras que el mMRNA de la POMC presente en la espermatogénesis se

82 Ma Olga Ramon Martinez



TESIS DOCTORAL INTRODUCCION

traduce de manera menos eficiente (Kilpatrick y cols., 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 y cols, 1982). La sintesis de B-endorfina en las células de
Leydig estd controlada, por un lado, hormonalmente, mediante la
accion de la LH secretada de la hipdfisis en ratas adultas (Chen y cols.,
1987) vy, por otro lado, localmente, mediante la acciéon del factor CRF
(corticotropin-releasing factor). ElI CRF regula autocrinamente la
funcion de las células de Leydig (Audhya y cols., 1989; Ulisses y cols.,
1990) donde se expresa especificamente su receptor (Ulisses y cols.,
1989) y cuya produccién es estimulada por la LH. Los niveles de B-
endorfina se incrementan en células de Leydig en cultivo tras la
estimulacién por CRF y dicho efecto es revertido completamente en
presencia del antagonista a-hélice CRF (Eskeland y cols., 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 y cols.,
1982; Margiooris y Liotta, 1986; Fabbri y cols., 1986). Estudios de
binding no demuestran la presencia de los receptores opioides en las
células de Leydig (Fabbri y cols., 1988), confirmando dichos
resultados. Sin embargo, en ratas, la administracién intratesticular de
los antagonistas opioides naloxona y nalmefene, desciende la secrecién
basal de testosterona y reduce los niveles séricos de testosterona
(Gerendai y cols., 1986), sugiriendo que los péptidos opioides puedan
regular indirectamente la secrecién de testosterona.

Por otra parte, mediante una accién paracrina, la B-endorfina
sintetizada en las células de Leydig produce un efecto inhibitorio de la
funcion de las células de Sertoli (Gerendai y cols., 1986). Esto es
consistente con el hecho de que los receptores opioides han sido
descritos sdélo en las células de Sertoli (Fabbri y cols., 1985; Zhou vy
cols., 1990). Concretamente, la B-endorfina inhibe la produccién de
ABP estimulada por la FSH en las células de Sertoli y dicha inhibicién
es revertida en presencia de naloxona (Fabbri y cols., 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 limen del tubulo seminifero
(Hansson y cols., 1973; Ritzén y cols., 1975; Huamg y cols., 1991).
Ademds de regular indirectamente los niveles de testosterona
intratubular controlando la producciéon de ABP en las células de Sertoli,
se ha observado que la B-endorfina enddgena, sintetizada en los
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testiculos, inhibe la proliferacion y diferenciacion de las células de
Sertoli estimuladas por FSH (Orth y cols., 1986) y que, el tratamiento
in vivo con el antagonista opioide nalmefene estimula la produccién de
ABP en testiculos de ratas neonatas (Gerendai y cols., 1986). Por
tanto, los péptidos opioides, ademas de inhibir la funcion 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 y cols., 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 tamano que el descrito en cerebro. El corto
transcrito de 65 nucledtidos posee inalterada la secuencia codificante
de la proteina y, perfiles polisdmicos, indican que el mRNA testicular
de la PDYN se traduce eficientemente, al igual que el transcrito de
mayor tamano presente en el cerebro (Garrett y cols., 1989). Esto es
consistente con la presencia de los péptidos dinorfina A y dinorfina B
en extractos testiculares (Douglas y cols., 1987). Dicho precursor, se
expresa y se traduce principalmente en las células de Sertoli. Debido a
que productos derivados del la PDYN han sido inmunolocalizados en las
células de Sertoli (Collard y cols., 1990) y en el compartimento
intersticial de testiculos de rata, se ha sugerido que las dinorfinas
pueden ser secretadas y regular autocrinamente la funcién de las
células de Sertoli (Douglas y cols., 1987).

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

c. Control de la funciéon espermatica por los opioides

La presencia de los receptores opioides DOR, MOR y KOR en la
membrana espermatica humana (Agirregoitia y cols., 2006) indica que
los péptidos opioides podrian regular la funcidén reproductora
ejerciendo un efecto directo sobre los espermatozoides. En semen,
ademads, se han descrito otros componentes del sistema opioide.
Diferentes péptidos opioide, como las encefalinas y las endorfinas,
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estan presentes en liquido seminal y su concentracién es entre 6-12
veces mayor que la detectada en plasma sanguineo (Sharp y cols.,
1981). Se ha detectado también inmunoreactividad de la met-
encefalina, la leu-encefalina y la B-endorfina (Sastry y cols., 1982) en
espermatozoides, y productos del precursor PENK se han
inmunolocalizado en la regidon acrosdomica (Kew y cols., 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 y cols., 1982, Sastry y cols., 1991). Ademas, se
ha visto que, analogos sintéticos de la met-encefalina (DAMME)
produjeron también un descenso de la movilidad espermatica debido a
una reduccidon en el consumo de 0,, sin afectar en la viabilidad del
espermatozoide (Foresta y cols., 1985). Sin embargo, otros autores
han observado que las encefalinas a bajas concentraciones son
necesarias para mantener la movilidad espermatica (Fujisawa y cols.,
1992). Finalmente, algunos estudios, incluso, no detectan efecto
alguno de la met-encefalina sobre la movilidad espermatica (Fraioli y
cols., 1985). Agirregoitia y colaboradores (2006) han propuesto que el
efecto bivalente de los opioides pueda ser debido a la activacién de
distintos receptores ya que la incubacion de espermatozoides humanos
con morfina (agonista del receptor p-opioides) o con naltrindol
(antagonista del receptor 3-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 y cols., 2005; Mari y cols., 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 espermatica (astenozoospermia) presentan
unos niveles de met-encefalina significativamente menores en su
plasma seminal (Fujisawa y cols., 1996).

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 reaccién acrosdmica. En estudios in Vitro de
espermatozoides de caballo, se ha visto que la naloxona induce la
capacitacidon sin afectar a la reaccién acrosémica (Albrizio y cols.,
2005). Sin embargo, otros estudios demuestran que el DAMME, un
andlogo de la met-encefalina, inhibe la reaccibn acrosémica
espontanea de manera dosis-dependiente (Foresta y cols., 1985).
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Actualmente, no hay estudios suficientes que relacionen al sistema
opioide en éstos procesos.

7.2. Otros péptidos de interés
7.2.1. TRH (thyrotropin-releasing hormone)

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) fue inicialmente
descubierta como un neuropéptido sintetizado en el hipotalamo, que
actla como regulador del eje hipotalamo hipofisario, y controla la
secrecién vy liberacién de tirotropina que a su vez estimula la sintesis y
liberacién de la hormona tiroidea. Los receptores para esta hormona
TRH incluyen receptor-1 (TRH-R1) y -2 (TRH-R2).

Ha sido localizado también, en otras regiones cerebrales y en
otros tejidos como el pancreas, bazo, suprarrenal, regién gastro-
intestinal y sistema reproductor masculino (Fuse y cols, 1990).

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) y los péptidos
relacionados se han encontrado en altas concentraciones en el semen
humano. (Pekary y cols., 1990), y en el epididimo (Pekary y cols.,
1993), habiéndose descrito también altos niveles de TRH y de su
precursor TRH-Gly en testiculos de ratén, perro y hombre (Pekary y
cols., 1983).

7.2.2. Angiotensina II

El sistema renina-angiotensina (SRA) sanguineo es
fundamentalmente conocido por su papel en el mantenimiento de la
presion arterial y la homeostasis de electrolitos y fluidos. La hormona
efectora de este sistema es la Angiotensina II, pero en afos recientes
se ha comprobado su presencia en numerosos tejidos, donde se ha
observado la produccién de péptidos activos como Angiotensina Il y a
veces III y IV, con actividad paracrina similar o diferente a la ejercida
por le SRA circulante. Estos tejidos incluyen glandula suprarrenal,
rifdn, cerebro, pancreas y sistema cardiovascular. (Gupta y cols.,
1995; Mulrow, 1998; Vinson y Ho, 1998; Bader y cols., 2001; Varagic
y Frohlich, 2002; MacKenzie y cols., 2002; McKinley y cols., 2003;
Leung y Carlsson, 2005).

Actualmente existen evidencias de que la funcionalidad del
aparato reproductor masculino depende de la presencia de un sistema
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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 angiotensindgeno
(Hagaman y cols., 1998). Ademas, la distribucion de los componentes
de RAS, los receptores y las actividades de la angiotensina asociados
demuestran funciones que estan exclusivamente relacionadas con el
proceso reproductivo (Leung y Sernia, 2003; Saridogan y cols, 1996).

El sistema reproductor masculino presenta varios lugares de
actividad RAS intrinseca. De hecho, todos los componentes de RAS se
han localizado morfoldgica y topograficamente. Se ha demostrado que
son sensibles a los andrdogenos y a la hipoxia, y que la angiotensina
tiene influencia tubular y, por consiguiente, de secrecidn de fluidos.

Componentes del RAS se han encontrado en los testiculos,
epididimo, los conductos deferentes, la prostata y el semen.
Receptores de la angiotensina II tipo 1 y, en menor medida, de tipo 2
estan muy extendidos, y receptores de la angiotensina IV, han sido
localizados en la préstata. La angiotensina II se encuentra también en
el plasma seminal, ademas en concentraciones mas elevadas que en
la sangre, aunque no existen variaciones en cuanto al numero de
espermatozoides y su movilidad (O'Mahony y cols., 2000). Las
funciones del RAS en los procesos locales de los sitios antecitados son
todavia inciertos y aun no se han dilucidado totalmente, aunque hay
pruebas de la participacion en la contractilidad tubular, Ila
espermatogénesis, la maduracién de espermatozoides, la capacitacién,
la exocitosis acrosomal y la fertilizacion. (Vinson y cols., 1995;
O’Mahony y cols., 2000Fraser y cols., 2001).

7.2.3. Taquicininas y Sustancia P

Las Taquicininas comprenden una familia de péptidos cuyos
miembros mejor conocidos en los mamiferos son la sustancia P (SP),
neurocinina A (NKA), neurocinina B (NKB) y hemokinin-1 (HK-1). Son
péptidos vasoactivos que contraen el musculo liso.

Las Taquicininas afectan a las funciones reproductivas, actuando
tanto a nivel central como periférico. Estos péptidos modulan la
secrecion de de las diferentes hormonas en el hipotalamo y la
pituitaria anterior y modifican la funcién del eje hipotalamico-
hipofisario-gonadal, tanto en hombres como en mujeres (Debeljuk y
Lasaga, 1999; Candenas y cols., 2005). A nivel periférico, las
taquicininas, clasicamente consideradas como neuropéptidos, estan
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presentes en las neuronas capsaicina-sensibles que abastecen al
tracto genital masculino y femenino (Traurig y cols., 1984Debeljuk y
cols., 2003; Pennefather y cols., 2004). Ademas, se expresan en
muchos tipos diferentes de células reproductivas no neuronales
(Chiwakata vy cols, 1991; Lowry, 2003; Page y cols., 2003; Patak vy
cols., 2003; Pintado y cols., 2003).

Las Taquicininas han sido localizadas en las fibras nerviosas de
los testiculos, en células de Leydig de diferentes especies animales, y
también en las células de Sertoli de los testiculos del hamster
siberiano. Las Taquicininas inhiben la liberacion de testosterona en los
testiculos o en fragmentos aislados de células de Leydig in vitro.
Estimulan la liberacién de lactato y transferrina y la actividad de la
aromatasa en células de Sertoli in vitro. Ambas lineas celulares
expresan el gen Preprotaquicinina, y este hecho sugiere que las
taquicininas se pueden sintetizar en los testiculos. Estos hallazgos
sugieren que las taquicininas podrian tener una funcidn fisiolégica en
los testiculos como moduladores de las funciones de los diferentes
tipos de células contenidas en estos érganos (Debeljuk y cols., 2003)

La presencia de la sustancia P (SP) ha sido demostrada en el
eyaculado humano y en el plasma seminal. (Debeljuk vy cols., 2003;
Sastry vy cols., 1991) informaron que la SP causa efectos tanto de
inhibicion como de estimulacién sobre la motilidad del esperma
humano

Recientemente se ha demostrado que las Taquicininas causan
incremento dosis- dependiente en la proporcion de espermatozoides
de movilidad progresiva, produciendo una disminucion paralela del
porcentaje de espermatozoides moviles no progresivos en muestras
seminales incubadas con taquicininas. Estos efectos se mantenian
durante varias horas y dependian de la motilidad inicial y fueron mas
pronunciados cuando menor fue la movilidad inicial, siendo el péptido
SP la taquiquicinas mas activa, en términos de potencia y efecto
maximo

Los receptores para Taquicininas (NK1, NK2, NK3) han sido
demostrados en el acrosoma, pieza intermedia y flagelo del
espermatozoide, asi como el RNAm de los genes que codifican la
sustancia P/neuroquinina A (TAC1), neuroquinina B (TAC3) vy
hemoquinina 1 (TAC4) Estos datos apoyan la propuesta de que las
taniquicinas podrian actuar como moléculas de sefalizacidon
intercelular y de estar implicadas en los procesos de reproduccion y
fertilizacidon. (Ravina y cols., 2007; Pinto y cols., 2010).
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7.2.4. FPP (Fertilization Promoting Peptide)

El FPP (Peptido Promotor de la Fertilizacion; pGlu-Glu-ProNH2),
es un tripéptido relacionada estructuralmente con la hormona
liberadora de tirotropina, producido por la préstata vy liberado en el
plasma seminal.

En el plasma seminal humano, El FPP se encuentra en
concentraciones de ~50 nmol / | (Fraser y Adeoya-Osiguwa, 2001),
superiores por ello a las observadas en el plasma sanguineo. Regula
la via adenilato ciclasa (AC) / CAMP estimulando inicialmente y luego
inhibiendo la produccién de cAMP (Monks y cols., 1986; Fraser y
Adeoya-Osiguwa, 1999; Adeoya-Osiguwa y Fraser, 2002, 2003).

El TCP11, receptor para la FPP, esta localizado en la cabeza del
acrosoma y en el flagelo, principalmente en la pieza principal del
espermatozoide de ratén (Fraser y cols., 1997). En el espermatozoide
humano, se ha identificado un receptor similar: el gene Tcplil
(Ragoussis y cols., 1992) con una distribucion similar a la encontrada
en el ratdon (M.Tahmasebi, personal communication in Fraser, 2004).

Estimula la capacitacion y la capacidad fertilizante de los
espermatozoides no capacitados de ratén y cerdo, mientras que inhibe
la reaccién acrosémica en los espermatozoides capacitados (Fraser y
cols., 2001; Funahashi y cols., 2000).

7.2.5. Bombesina

La bombesina es un tetradecapeptido aislado de la piel de la
rana europea bombina bombina (Anastasy, 1971). La Bombesina vy
sus péptidos relacionados constituyen una familia de neuropéptidos
comunes en muchas especies de vertebrados.

En términos de sus semejanzas estructurales, originalmente
fueron divididos en tres grupos generales: El grupo de bombesina, en
el que todos tienen un extremo carboxilo de Gly-His-Leu-Met-NH,
(bombesina, alytesin, y [pGlu'] bombesinas.14), el grupo ranatensina,
gue tenia un extremo carboxilo de Gly-His-Phe-Met-NH, (ranatensin,
ranatensin R y C, litorin, rodhei-litorin, y [Glu (OTE),”> o (OME)?]
litorin), y el grupo phyllolitorin, que tenia una Gly-Ser-Phe/Leu-Met-NH
carboxilo-terminal de, (phyllolitorin, [Leu®] phyllolitorin, y [Thr®, Leu®]
phyllolitorin) (Falconieri Erspamer y cols., 1988).
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Posteriormente, en mamiferos, se han aislado dos péptidos
similares a la bombina: el péptido liberador de gastrina (GRP), un
péptido de 27 aminoacidos aislado originalmente del estomago de
cerdo, y que tiene en comun con la bombesina los mismos siete
aminoacidos carboxilo-terminal y una actividad biologica similar
(McDonald y cols., 1979) y el neuromedin B (NMB), equivalente al
ranatensin en los mamiferos y aislado de la medula espinal de la
especie porcina (Minamino y cols., 1983) encontrandose ampliamente
distribuidas en mamiferos, tanto en el sistema nervioso como en
tejidos periféricos, especialmente en el tracto gastrointestinal (Penman
y cols., 1983; Wada vy cols., 1990, Battey y Wada, 1991, Spindel vy
cols., 1993, Moody y Merali, 2004).

En el tracto digestivo, el péptido liberador de gastrina (GRP-IR) se
encuentra distribuido principalmente en las neuronas, asi como en los
plexos submucoso y mesentérico pero no en las células endocrinas
(Penman vy cols., 1983). En el sistema nervioso se encuentra en la
medula espinal (tanto el cuerno posterior y anterior), en los nucleos
hipotalamicos, prosencéfalo, y los nlcleos medulares que participan en
las funciones auténomas, asi como en los nucleos sensoriales Sistema
Nervioso Central (Panula y cols., 1982, 1988; Wada, 1990).

NMB-IR y su ARNm se encuentran en todo el tracto
gastrointestinal, pero en general en niveles inferiores a GRP, excepto
en el eséfago (Spindel y cols., 1993). En general, en el cerebro y la
médula espinal, la presencia de NMB-IR es mayor que GRP-IR
(Minamino y cols., 1984), no superponiéndose la distribucién de ambas
péptidos en la mayota de las regiones cerebrales (Ohki-Hamazaki y
cols., 2005).

Los péptidos bombesina de mamiferos, GRP y NMB, demuestran un
amplio espectro de respuestas farmacoldgicas y biolégicas. La GRP
estimula la contraccién del musculo liso, tanto en el tracto
gastrointestinal como en el sistema urogenital y tiene profundos
efectos sobre la motilidad gastrointestinal, estimula la liberacidon de
numerosas hormonas/neurotrasmisores gastrointestinales, estimula la
secrecién y / o liberacién de hormonas en el pancreas, estomago,
colon, y numerosos organos endocrinos. Ademas tiene potentes
efectos sobre las células inmunes (macroéfagos, células dendriticas,
linfocitos y leucocitos)

Tiene potentes efectos en el crecimiento en tejidos normales y

tumorales, asi como potentes efectos en el SNC, incluyendo la
regulacion del ritmo circadiano, la termorregulacion, la regulacién de la
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ansiedad y la respuesta de miedo, la regulacién de la ingesta de
alimentos y efectos en el comportamiento y participa en la mediacidon
de numerosos efectos en el SNC en el tracto gastrointestinal

En muchos tejidos, los efectos de la NMB superponen con las de la
GRP, sin embargo, NMB tiene efectos especificos en algunos tejidos
como la contraccion del musculo liso, los efectos del crecimiento en
diferentes tejidos. Sus efectos sobre el SNC incluyen acciones sobre la
alimentacién, la termorregulacion, la regulacién de la liberacién de
TSH, la estimulacidén de diferentes neuronas del SNC, efectos sobre el
comportamiento y efectos sobre la transmisidon sensorial espinal

La GPR y, en menor medida NMB afecta el crecimiento y / o la
diferenciacion de un numero importante de tumores humanos,
incluyendo colon, prdstata, pulmdn y algunos canceres ginecoldgicos
(Jensen y cols., 2008).

Existen tres clases de receptores en mamiferos: El BB;, con mayor
afinidad al NMB, el BB, que prefiere el GRP vy el BBs llamado receptor
huérfano que tiene una afinidad del 47-52% con el GRPR y NMBR. En
el mono, los niveles mas altos del receptor BB; se encontraron en los
testiculos y el estdbmago, asi como en el SNC, incluyendo la amigdala,
el ndcleo caudado, el hipocampo, el hipotalamo, el tdlamo, tallo
cerebral y la médula espinal. En los monos, los niveles mas altos del
receptor BB, se encuentran en el pancreas, y en menor proporcién en
la préstata, estdbmago y el musculo esquelético. En el SNC esta
ampliamente distribuido con las mayores cantidades en el hipotalamo,
ganglios basales y laterales y nucleo del tracto olfativo. En el mono el
receptor BBs; se encuentra en mayor cantidad en los testiculos y en el
SNC, en el hipotalamo, seguida por la glandula pituitaria, amigdala, el
hipocampo y el nucleo caudado. En el tracto gastrointestinal, se ha
detectado en los ganglios mesentéricos y submucosos y en las células
intersticiales de Cajal (Sano y cols., 2004).

Se ha identificado un grupo de neuronas localizadas en la parte
superior de la médula espinal lumbar, como las generadoras de la
eyaculacion, las cuales proyectan axones que contienen GRP en la
parte inferior de la médula espinal lumbar y que inervan las regiones
que controlan la ereccion y la eyaculacién (Sakamoto y Kawata,
2009). La expresiéon de la GRP esta influida por los andrdégenos
(Sakamoto y Kawata, 2009).

Ademas, el GRP (homdlogo mamifero de la bombesina), esta
ampliamente distribuido en las neuronas del tracto reproductivo,
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(Sunday, 1988). En estudios in vivo sobre monos se ha sugerido que la
GRP esta implicada en le mediacién de la fertilidad (Giladi y cols.,
1993), habiéndose identificado inmunoreactividad GRP en las células
de Leyding de la rata adulta (Gnessi y cols., 1989). En diferentes
especies de mamiferos, la activacion del receptor GRP, produce una
activaciéon de la fosfolipasa C, la cual induce un incremento de
fosfoinositoles y movilizacién del Ca®* intracelular (Rozengurt y cols.,
1988; Wang y cols., 1992). El Ca®** ha sido descrito como un factor
esencial de la reaccidon acrosémica y de la movilidad espermatica y de
la unién a la zona pelucida. Sin embargo, la incorporacidn de GRP in
vitro a los espermatozoides no mostraron ningun efecto positivo de la
GRP sobre la motilidad, capacitacién, reaccion acrosomal, la unién y la
penetracion de la zona pellicida en las condiciones experimentales
ensayadas. (Levy y cols., 1996).

Estudios in vitro e in vivo indican que la bombesina podria estar
implicada en la modulacion de la liberacion de hormonas de la
pituitaria, observandose un efecto estimulador en la liberacidon de LH y
PRL, asi como la liberacion TSH de cultivos de células de la pituitaria
(Baranowska, 2009).

7.2.6. Neurotensina

La Neurotensina (NT) es una neurohormona y / o
neuromodulador de 13 aminoacidos, que se encuentra en las
vesiculas sindpticas y es liberado de las terminales neuronales de una
manera Ca®" -dependiente. Su ciclo metabdlico subcelular implica un
complejo precursor inactivo mayor (169 aminoacidos), cuya ruptura
produce la activacién de NT Villeneuvey cols., 2002), asi como una
serie de endopeptidasas (Checler, 1994) (Vincent vy cols., 1994), que
catalizan extracelularmente su degradacidon proteolitica (Checler,
1994) Este péptido esta presente entre las especies de mamiferos vy
no mamiferos, principalmente en el sistema nervioso central y el
tracto gastrointestinal. Interactla con la mayoria de los sistemas de
neurotransmisores del SNC (Petrie y cols., 2005; Zahm y cols., 2001).

Hay tres receptores de NT conocidos (NTS;, NTS,, NTSs), Aparte
del sistema nervioso central (SNC), donde se encuentran todos los
tipos de TSNS. ElI NTS; también se encuentra en el tracto
gastrointestinal (TGI) y NTS; también esta presente en el corazén, los
musculos esqueléticos, la glandula tiroides, la placenta y los testiculos.
NTS; se expresa en diferentes cantidades por casi todos los nucleos
del hipotdlamo, y en particular por quienes participan en la regulacion
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neuroendocrina. A nivel de la hipofisis anterior, han sido identificados
tanto NTS; como NTS,.

Debido a su actividad neuroendocrina, (Brown y Miller, 1982),
se ha relacionado con la fisiopatologia de una serie de trastornos, tales
como la esquizofrenia, el uso indebido de drogas, la enfermedad de
Parkinson, cancer, trastornos de la alimentacién y otras condiciones
neurodegenerativas (Caceda y cols., 2006). Por otra parte, participa
en la fisiologia de la induccidn del dolor, control de la presion arterial
y la inflamaciéon St-Gelais y cols, 2006).

También desempefia un papel interactivo importante en todos
los componentes del circuito hipotalamo-hipéfisis anterior (Rostene y
Alexander, 1997), o que es mediado por una actividad endocrina,
paracrina y / o autocrina, para la mayoria de las regiones anatémicas
que definen a este circuito. Parece ejercer una influencia estimulante,
directa o indirecta sobre las células neurosecretoras hipotalamicas que
sintetizan hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), dopamina
(DA), somatostatina (SS), y la hormona liberadora de corticotropina
(CRH). Ejerce una estimulacion directa de la secrecion de PRL en la
pituitaria y la eminencia media anterior, (Memo y cols., 1986).
Curiosamente, se ha sugerido que la NT interviene en la liberacién de
DA en las neuronas del hipotdlamo, lo que conduce a la inhibicidn de
la secrecién de PRL (Pan y cols., 1992). Ademas, la NT participa en el
control neuroendocrino de las hormonas tiroideas, regulando la
funcion de la TRH y la secrecion de TSH de manera autocrina y
paracrina, cooperando con ellos en algunas de sus acciones
metabdlicas, tales como el ciclo estral, cambios dependientes del
apetito y la suficiencia energética , asi como de la gluconeogénesis
(Stolakis y cols., 2010).

7.2.7. Hormona liberadora de gonadotropinas (GNRH)

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es un
decapeptido segregado por las neuronas hipotalamicas, que juega un
papel fundamental en la reproduccién. Es liberada en forma pulsatil a
la circulacién portal hipofisaria y llega a las células gonadotropas de la
pituitaria anterior. En las células gonadotropas, la GnRH se une a una
sola clase de receptores acoplados a proteinas G (GPCR) e inicia una
serie de eventos fisioldgicos que conducen a la sintesis y la liberacion
de gonadotropinas, la hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo-
estimulante (FSH) en un proceso altamente coordinado. Tanto la LH
como la FSH son liberados de forma pulsatil a la circulacion sistémica,
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controlando a su vez los procesos de la gametogénesis y la
esteroidogénesis (Conn y Crowley, 1994; Stojilkovic y Catt, 1995).

Existen tres tipos de GNRH: GNRH- I hipotaldmica, GNRH-II
mesencefalica y GNRH-III telencefdlica. De todos ellos, el péptido
GnRH II es la que parece expresarse en su mayor parte en otros
tejidos como el sistema reproductivo, habiéndose comprobado la
presencia de receptores de tipo II en los tejidos reproductivos (por
ejemplo, las gonadas, prdstata, endometrio / placenta y las glandulas
mamarias) (Millar y cols., 2001) aunque la funcién exacta de estas
moléculas no hipotaldmicas de GnRH aun no estan bien definidas
Lescheid y cols., 1997; Gore, 2002 ; Leung y cols., 2003).

La frecuencia y la amplitud de la liberacién de GnRH del
hipotdlamo es un paso critico y limitante de la velocidad para el control
y el mantenimiento de la secrecidn de gonadotrofininas hipofisarias. El
pulso de la GnRH y los cambios de amplitud a su vez dependen del
feedback ejercido por los esteroides sexuales gonadales y los péptidos
producidos en todo el ciclo reproductivo (Shupnik, 1996). Tanto la
sintesis de GnRH-R vy la sintesis de LH se favorece a altas frecuencias
del pulso de la GnRH (un pulso cada 30 minutos), mientras que la
sintesis FSH se favorece a bajas frecuencias del pulso de la GnRH (un
pulso cada 120 minutos) segun lo observado por Kaiser y cols. (1997).

La expresion del ARNm de la GnRH se ha demostrado en los
tejidos reproductivos humanos y lineas celulares (Dong y cols., 1993;
1996), génadas de rata (Oikawa y cols., 1990; Bahk y cols., 1995), y
células endometriales humanas (Raga y cols., 1999).. Estudios de
hibridacion in situ revelaron la localizacidon del ARNm de la GnRH en las
células de la granulosa de foliculos primarios, secundarios y terciarios
en el ovario (Whitelaw vy cols., 1995). asi como en las células de la
granulosa (Minaretzis y cols., 1995; Kang y cols., 2000) vy en el
liquido folicular y plasma seminal humano [4,5] (Izumi y cols., 1985;
Sokol y cols., 1985). Este material es, probablemente, sintetizado en
las gdénadas (Aten y cols., 1986; Sharpe y Fraser, 1980).

Se ha encontrado GnRH ARNm en las células tubulares
seminiferas del tejido testicular, fetal y maduro de las ratas, asi como
en humanos ( Botte y cols., 1998; Petersson y cols., 1989) mientras
qgue el ARNm de la GnRH-R se encuentra en las células intersticiales,
incluidas las células de Leydig (Bahk vy cols., 1995; Brekke y cols.,
1985).

Recientemente, se ha encontrado GnRH-R-ARNmM en las células
germinales testiculares de los ratones (Bull y cols., 2000), en el
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esperma humano maduro y en las células germinales postmeioticas, y
se consider6 que estaba estrechamente relacionado con la
espermatogénesis, la maduracion de espermatozoides, y la fertilizacion
Van Biljon y cols., 2002). Se ha sugerido que estas moléculas son
probablemente sintetizadas en las gonadas (Oikawa y cols., 1990) y en
la prostata Azad vy cols., 1993).

En consecuencia, hay varios lugares posibles a lo largo del tracto
genital masculino y femenino donde los espermatozoides pueden
interactuar con GnRH (GnRH o material similar): Durante Ila
espermatogénesis con la la GnRH producida por las células de Sertoli;
durante la eyaculacién, con la GnRH presente en el plasma seminal.
Por Ultimo, durante su transito a lo largo del oviducto, los
espermatozoides pueden interactuar con la GnRH transferidos por los
productos de la ovulacién, es decir, el liquido folicular y células de la
granulosa, habiendose comprobado un efecto directo de la GnRH sobre
la capacidad de uniéon de los espermatozoides a la zona pelucida
ovocitaria (Morales, 1998).

7.2.8. GnIH (Hormona Inhibidora de Gonadotropinas)

La GnIH (hormona inhibidora de gonadotropina) es un
dodecapeptido hipotalamico, recientemente descubierto también en la
hipofisis de la codorniz. (Tsutsui vy cols., 2000). El ortélogo de
mamiferos de la GnIH aviar (RFamide péptido relacionado, RFRP) se
expresa en las neuronas del nucleo dorsomedial del hipotdlamo (DMH)
en ratas, con fibras que se extienden tanto a la eminencia media y el
area preoptica, haciendo contacto con la supuesta GnRH neuronas en
el hipotalamo (Kriegsfeld y cols., 2006; Johnson y cols., 2007).

El RFRP se produce como un péptido precursor que se escinde
en dos péptidos activos in vivo, RFRP-1 y RFRP-3 (12). (Kriegsfeld y
cols., 2006). Las secuencias de aminoacidos de RFRP de rata son
altamente homdlogos a precursor GnIH aviar (12). El receptor de
RFRP (conocido como OT7T022) es también similar a la del receptor de
GnIH en las aves (14) (Yin y cols., 2005) y se encuentra en el
hipotalamo, la pituitaria y los testiculos (Hinuma y cols., 2000; Bentley
y cols., 2008).

Actla sobre la hipdfisis y las neuronas GnRH hipotalamicas,
disminuyendo la sintesis y liberacidn de gonadotropinas, e inhibiendo
el desarrollo gonadal y su mantenimiento. El GnIH también ha sido
identificado en el hipotdlamo de los mamiferos. Resultados mas
recientes en aves y mamiferos indican que GnIH pueden operar a nivel
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de las génadas como un regulador de autocrina / paracrina de la
esteroidogénesis y la gametogénesis. Es importante destacar que
GnIH en aves y mamiferos parece actuar en todos los niveles del
hipotalamo-hipdfisis-gonadal (HPG), y posiblemente a diversos plazos
(minutos / dia). Asi, GnIH y sus homdlogos parecen actuar como
neurohormona clave de control de la reproduccién de vertebrados.
(Tsutsui y cols., 2010).

Se ha observado que, tanto el estrés agudo como el crénico
estimulan la expresién del RFRP (considerado un GnIH) en el
hipotdlamo de ratas macho adultas, junto con una reduccién de los
niveles plasmaticos de LH. En respuesta a la tensién, el hipotalamo
libera CRH en el sistema portal hipofisario, después de que las células
de la pituitaria anterior respondan a la CRH por la hormona liberadora
de corticotropina (ACTH). La hormona ACTH estimula la corteza
suprarrenal para liberar GCs en el torrente sanguineo. Se ha
demostrado que los receptores de las hormonas del estrés existen en
las neuronas RFRP, proporcionando asi la arquitectura neuroanatémica
de los efectos mediados por el estrés en el sistema de RFRP, y
depende de las hormonas suprarrenales (Kirby y cols., 2009).

El estrés ha sido relacionado con infertiidad en hombres
adultos (Sheiner y cols., 2002), menor motilidad espermatica en
estudiantes de medicina (Eskiocak y cols., 2005), reduccidon de la
apetencia sexual (Sato y cols., 1996), e impregnaciones de menos
éxito (Lerman y cols., 1997).

7.2.9. Hormonas Neurohipofisarias: Oxitocina y Vasopresina

Todas las hormonas neurohipofisarias son nonapéptidos con un
puente disulfuro entre los residuos Cys 1 y 6. Basandose en el
aminoacido en la posicion 8, estos péptidos se clasifican en la
vasopresina y las familias OT (oxitocina): la familia de la vasopresina
contiene un aminoacido basico (Lys, Arg), y la familia OT contiene un
aminoacido neutro en esta posicidn. Se originan en las células
neurosecretoras de los nucleos paraventricular y supradptico (SON)
hipotaldmicos

a. Oxitocina
El Utero gravido es uno de los objetivos tradicionales de OT. La
oxitocina es uno de los agentes uterotdnicos mas potentes y es

clinicamente utilizado para inducir el parto. En el embarazo a término,
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se observa un importante incremento en la densidad de receptores OT
en el miometrio(x 200), que disminuyen rapidamente tras el parto
(Fuchs y Fuchs, 1984). También se ha observado una alta
concentracion de receptores OT en la decidua al inicio del parto (x 5)
(Takemura y cols., 1994). En el atero humano no gestante, los
receptores OT, se expresan principalmente en las células del epitelio
glandular endometrial, observandose los niveles mas altos durante Ia
ovulacién., sin estar claro su papel fisiolégico. (Takemura y cols,
1993). Se ha sugerido una sintesis paracrina de la oxitocina en los
tejidos uterinos (Mitchell y cols., 1998). Los ovarios de varias especies
animales contienen oxitocina, habiéndose sugerido una produccion
local (Ivell y Richter, 1984).

La oxitocina hipotaldmica parece estar asociada con la
eyaculacion y con la modulacién de la conducta sexual, habiéndose
encontrado un sistema completo de OT en el testiculo, epididimo vy
prostata (Frayne y Nicholson, 1998). En el testiculo, la oxitocina
regula la contractilidad de los tubulos seminiferos, facilitando el
transporte de los espermatozoides inmdviles al epididimo y modula, de
manera autocrina/paracrina, la esteroidogenesis al incrementar la
actividad a-reductasa testicular. (Nicholson y Jenkin, 1995). La
oxitocina esta presente en la prostata en concentraciones mayores que
en el plasma sanguineo, estando implicada en la contraccion prostatica
y la expulsion 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 y cols., 1992). Se ha
sugeridos que la oxitocina actia como un factor paracrino regulando
el crecimiento celular a través de su actividad sobre la 5a reductasa.
(Nicholson, 1996).

Otra de las funciones clasicas asignadas a OT es la eyeccion de
la leche de la glandula mamaria. La secrecién de las glandulas
mamarias se desencadena cuando el bebé comienza a chupar el pezoén.
La estimulacion de los receptores tactiles en ese sitio genera impulsos
sensoriales que se transmiten de los pezones a la médula espinal y
luego a las neuronas secretoras oxitocinergicas en el hipotalamo. La
oxitocina es un componente decisivo para el inicio y mantenimiento de
éxito la lactancia.

Ademas, la oxitocina es un agente natriurético no hipertensivo,
al reducir la reabsorcién de Na** (Conrad vy cols., 1993), participando
en el control de de liquidos corporales y en la homeostasis
cardiovascular (Gutkowska y cols., 1997). Interviene activamente en el
programa de diferenciacién de las células T, estimula la oxidacion de la
glucosa y la lipogénesis y el aumento de la actividad de la piruvato
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deshidrogenada en los adipocitos (Hanif y cols., 1982) y disminuye
la liberacién y / o sintesis de cortisol en los seres humanos (Legros y
cols., 1988). Por otro lado, modula el comportamiento sexual y social y
tiene una potente accidon antiestrés. Actla como una hormona de
saciedad y atenua los procesos de aprendizaje y memoria. También
inhibe el desarrollo de la tolerancia a la morfina y atenua los sintomas
de abstinencia a la morfina en ratones. (Laorden y cols., 1997). Se han
encontrado niveles elevados de OT en el LCR en los trastornos
obsesivos compulsivos, depresion, esquizofrenia y una disminucién en
los trastornos de la alimentacion

b. Vasopresina

La vasopresina actla tanto como una hormona y como un
neurotransmisor / neuromodulador. Como una hormona, sus érganos
diana son el rifién, los vasos sanguineos, el higado, las plaquetas y la
hipéfisis anterior. Como un neurotransmisor / neuromodulador, la
vasopresina desempefia un papel en las funciones auténomas, como la
regulacion cardiovascular y la regulacidn de la temperatura y esta
implicada en el complejo de las funciones conductuales y cognitivas,
como el comportamiento sexual, la formacién de pareja y el
comportamiento social (Raggenbass, 2008).

Los efectos de la vasopresina estan mediados por tres tipos de
receptores: Vi, Vip Y Vo pertenecientes a la familia G-proteinas. Esta
implicada en la regulacidon de la homeostasis de fluidos, metabolismo y
secrecion hormonal. Asi, mantiene los niveles de ACTH vy
corticosterona en condiciones basales y de stress, aumenta la
liberacién de aldosterona e insulina; modula el metabolismo lipidico
por su accién antilipolitica y regula el catabolismo proteico y la
homeostasis glucemica (Tanoue, 2009).
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8. AMINOPEPTIDASAS Y FERTILIDAD
8.1 Regulacion del ciclo sexual.

Los origenes de la presente investigacion se remontan sin duda
a los primeros trabajos que implicaron a los enzimas proteoliticos en la
liberacién hormonal del eje hipotalamico-hipofisario, y concretamente
en la regulacion del ciclo sexual femenino.

Los primeros trabajos que relacionan a las aminopeptidasas con
las hormonas sexuales datan de final de la década de los 60. Uno de
ellos fue realizado por Vanha-Perttula en 1969. En el se describe un
incremento de actividad de Leu-aminopeptidasa en la hipofisis tras
tratamientos con estrégenos. También se observaron incrementos en
diversas actividades aminopeptidasicas tras administracion de
estrégenos y progestagenos en el hipotalamo de ratas de ambos sexos
(Bickel y cols., 1972; Khul y cols., 1978).

Practicamente al mismo tiempo, se propuso que la GNRH era
inactivada por un enzima parecido a la oxitocinasa y por la Cys-
aminopeptidasa, implicando esta actividad en los sistemas de
retroalimentacion de lasa gonadotropinas, debido a los cambios
observados en la actividad aminopeptidasica hipofisaria, tras
administracion i.c.v. de LH. La estimulacién de la actividad de Cys-
aminopeptidasa parece ser distinta en el hipotdlamo y en la hipdfisis,
ya que los esteroides sexuales parecen ser necesarios solo en el primer
caso (Khul y cols., 1978).

Es importante indicar que la degradacion de la GNRH no esta
limitada al eje hipotalamico-hipofisario, ya que en todas las zonas
cerebrales existen los enzimas capaces de hidrolizar el decapéptido.

El ciclo sexual es uno de los acontecimientos en los que se
producen alteraciones de los niveles hormonales; por ello, y debido a
lo mencionado anteriormente, no es de extrafar que se produzcan
alteraciones en las actividades de los enzimas proteoliticos a lo largo
de él. En este sentido, se han encontrado variaciones de la actividad
Cys-aminopeptidasa durante el ciclo estral de la rata, tanto en hipdfisis
como en hipotdlamo. En el primero de los casos, los mayores niveles
de actividad se producen en el metaestro (niveles bajos de
gonadotropinas) y los menores en la tarde del proestro (momento en
el que se produce el pico preovulatorio de la LH) (Khul y Taubert,
1975). Respecto al hipotdlamo, los resultados son parecidos,
coincidiendo niveles altos de actividad enzimatica con niveles
hormonales bajos y viceversa, si exceptuamos el proestro en el que se
producen los mayores niveles de LH y GNRH. Y, sin embargo, los
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niveles de actividad aminopeptidasica no son los mas bajos (Khul y
Taubert, 1975).

Con estos resultados, se sugirid que, a pesar de que la Cys-
aminopeptidasa estaba involucrada en la secrecidn ténica de la GNRH.
y en la sensibilidad de las gonadotropinas a los factores hipotalamicos,
aparentemente no influia en el pico preovulatorio de la LH.

Posteriores estudios describieron variaciones de diversas
actividades aminopeptidasicas durante el ciclo estral de la rata y su
gestacién, tanto a nivel cerebral como sérico.

Todas las actividades basicas y neutras ensayadas presentaron
los mayores niveles en hipotdlamo e hipdfisis durante la fase de
proestro y tras el parto, coincidiendo estas situaciones con los mayores
niveles de secrecion gonadotropina. (Gandarias y cols., 1993 a)
Durante la tarde del proestro, también se apreciaron incrementos
significativos en otras regiones cerebrales como la corteza y el sistema
limbico. (Gandarias y cols., 1993 b, 1994c¢).

En cuanto a la actividad aminopeptidasica acida estudiada (asp-
aminopeptidasa), no se obtuvieron modificaciones significativas
durante el ciclo en ninguna de las regiones cerebrales ensayadas, por
lo que no parece que este enzima tenga una influencia directa sobre la
regulacidon de este acontecimiento fisioldgico. (Gandarias y cols., 1993

c).

Debido a que estaba descrito que las encefalinas se encuentran
involucradas en el control de la liberacién ciclica hormonal (es
necesario que se produzca un descenso en el tono opioide durante la
fase preovulatoria -proestro- para que se produzca la liberacion de
gonadotropinas), se realizaron otros trabajos en los que se ensayaron
actividades enzimaticas especificas degradadoras de encefalinas: La
tyr-aminopeptidasa soluble y dos pertenecientes a la fraccién unida a
membrana, las aminopeptidasas M y MIIL. Los resultados obtenidos
mostraron como la actividad soluble variaba a lo largo del ciclo,
presentado mayores niveles de actividad durante la tarde del proestro
a nivel hipotalamico (Fernandez, 1996). Del mismo modo, se observo
que la aminopeptidasa M variaba a lo largo del ciclo, presentando sus
mayores niveles en la tarde del proestro a nivele de hipotalamo,
hipdfisis y amigdala (Gandarias y cols., 1996). 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.
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Otro aspecto que parece corroborar lo anterior son los ensayos
peptidasicos llevados a cabo tras orquidectomia y ovariectomia. Tras
las intervenciones, se produce un incremento de actividad mayor en
machos que en hembras, lo que coincide con una mayor elevaciéon de
los niveles de LH plasmaticos que se observan en los primeros tras la
castracién (Gandarias y cols., 1989).

Los estudios posteriores han implicado fundamentalmente a
péptidos neuroactivos y no a las actividades proteoliticas reguladoras
de los mismos.

8.2. Regulacion de la fertilidad masculina

Las enzimas proteoliticas poseen un papel importante en los
sistemas bioldgicos in activando por hidrdlisis una gran variedad de
sustratos bioldgicamente activos. Algunas de estas peptidasas pueden
intervenir en la funcién reproductora masculina regulando los niveles
de péptidos bioldgicamente activos en los testiculos (Chesneau y cols.,
1996; Monsees y cols., 1998) y en el propio espermatozoide. (Valdivia
y cols., 2004; Kondho y cols., 2005, Corvol y cols., 2005).

Los niveles de péptidos opioides estdan controlados por
degradacion enzimatica, siendo sus enzimas reguladores los mas
estudiados hasta el momento. Especificamente, son dos las enzimas
degradadoras de encefalinas: la APN y la NEP. Ambas enzimas
presentan una actividad particularmente elevada en semen, siendo
significativamente superior con respecto a actividades presentes en
otros tejidos corporales (Fernandez y cols., 2002). Sin embargo,
actualmente no se conoce con exactitud la funcién principal de ambas
enzimas en la fertilidad masculina.

En testiculos de ratdn, la APN se encuentra altamente expresada
en las células de Sertoli y de Leydig, mientras que en las células
germinales, no se ha detectado expresion génica (Osada y cols.,
2001). Ademads, ratones deficientes en la APN, son in fértiles y
presentan defectos en la espermatogénesis debido a que poseen
alterada la funcién de las células de Sertoli (Osada y cols., 2001). Esto
sugiere que la APN podria regular la funciéon reproductora a nivel
testicular.

En semen, la APN presenta una actividad particularmente

elevada, siendo significativamente superior con respecto a actividades
presentes en otros tejidos corporales. Ademas de en espermatozoides,
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se ha detectado actividad de la APN en otras fracciones seminales
(Fernandez y cols., 2002). En plasma seminal, se ha purificado y
caracterizado una forma soluble cataliticamente activa de la APN, a
pesar de ser principalmente una enzima de membrana (Huang y cols.,
1997; Fernandez y cols., 2002). Ademas, se ha descrito la presencia
de la APN con actividad catalitica en prostasoma humanos (Fernandez
y cols., 2002, Utleg y cols., 2003, Irazusta y cols., 2004) que puede
trasferirse desde los prostasomas a los espermatozoides tras
producirse la fusién de sus membranas (Arienti y cols., 1997).

Actualmente, sin embargo, se desconoce cual podria ser la
funcion de la APN en espermatozoides. En estudios de
espermatozoides de mejilldon se observé que, la APN presente en los
mismos, interacciona con moléculas de la membrana del ovocito vy, a
consecuencia de ello, se induce la reaccidon acrosémica (Togo y
Morisawa, 2004; Togo y Morisawa, 1997) por lo que la APN podria
estar implicadas en la reaccion acrosémica.

Actividad de la NEP se ha localizado en distintas partes del
aparato reproductor masculino de rata tales como el epididimo, en la
prostata y en los testiculos (Erdds y cols., 1985). A pesar de no existir
muchos estudios de la NEP en los testiculos, se ha descrito la presencia
de la NEP en las células de Sertoli, ya que hay actividad enzimatica de
la NEP en la fraccion de membrana de dichas células, pudiendo
degradar pequefos péptidos bioactivos como la met- y leu-encefalinas,
bradiquininas y sustancia P (Monses y cols., 1998). Se han descrito
ademas, dos tipos de transcritos de la NEP en homogenados de
testiculos de rata que se transcriben en igual cantidad. (Li y cols,
1995), pero no hay estudios que determinen cual es su funcién en la
reproduccion.

Recientemente, sin embargo, se ha aislado y clonado un nuevo
miembro de la familia de la NEP, la NEP2, que se expresa
principalmente en testiculos (Ikeda y cols., 1999). La NEP2 se expresa
eficientemente en testiculos tanto de rata como de ratén (Ouimet vy
cols., 2000; Ghaddar y cols., 2000). Mediante estudios de hibridacion
in situ, se localizé el mRNA de la NEP2 en los tubulos seminiferos,
principalmente en espermatidas y en todas las células de la
espermatogénesis (Ghaddar y cols., 2000). Ademas, investigaciones
realizadas en ratones knock out para NEP2 relacionan dicha enzima en
la fertilidad masculina. Estos ratones, a pesar de presentar una funcion
testicular y espermatica normal, tienen reducida su fertilidad, ya que
muestran una menor eficiencia en la fertilizacién del ovocito y los
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embriones resultantes presentan defectos en el desarrollo. (Carpentier
y cols., 2004).

En semen, se ha descrito la presencia de la NEP cataliticamente
activa en prostasomas (Carlsson y cols., 2006; Fernadndez y cols.,
2002). En cuanto a las células espermaticas, algunos estudios
muestran actividad de la NEP en espermatozoides de numerosas
especies y la relacionan con la movilidad espermatica (Boettger y
cols., 1993; Diaz-Perez y Meizel, 1992; Heder y cols., 1994; Siems y
col., 2003). Sin embargo, otros estudios, no corroboran la presencia
de dicha actividad (Correa y cols., 2000; Fernandez y cols., 2002), por
lo que actualmente no se conoce con exactitud ni su presencia en
espermatozoides, ni su implicacion en la funcion espermatica.

De hecho, un estudio mas reciente demostrdé la presencia de
APN en todas las fracciones seminales estudiadas (Irazusta y cols.,
2004), tanto de personas fértles como en  muestras
astenozoospermicas, mientras que la actividad NEP solo se presentaba
en prostasomas, siendo estos resultados coincidentes con los de
Arienti y cols. (1997). Esto permitié sugerir que la NEP podria
originarse a nivel prostatico, dado que estos organulos extracelulares
tienen su origen precisamente a ese nivel (Ronquist y Brody, 1978).

Por otro lado, los niveles de actividad APN eran inferiores en
muestras astenozoospermicas que en normozoospermicas, mientras
que los niveles de NEP no mostraban diferencias entre los diferentes
grupos ensayados.

Finalmente, en referencia al resto de los enzimas ensayados,
comentar que estudios llevados a cabo por nuestro grupo de
investigacion (no publicados), han mostrado que los mayores niveles
de actividad aminopeptidasica en muestras normozoospermicas
corresponden a la APN seguida de la DPPIV. No existen en este
momento estudios que describan al resto de las aminopeptidasas en
pacientes astenozoospermicos y, por tanto, no resulta posible su
comparacién con otros grupos.
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En el aflo 2002, Fernandez y cols., publicaron el primer trabajo
que describia 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 fisioldégicamente 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 espermatica
mediada por la APN y la NEP mediante un mecanismo que implicaba al
sistema opioide (Irazusta y cols, 2004), y por otro el propio papel de
dicho sistema (regulado por proteasas) y de sus receptores a través de
un efecto directo sobre los espermatozoides (Agirregoitia y cols.,
2006).

En el afo 2004 Yavas y Selub publicaron un trabajo
epidemiolégico en el que planteaban la relacidn directa que podia
existir entre el tiempo transcurrido entre la obtencion de la muestra de
semen y la inseminacidn tras la capacitacion seminal y las tasas de
embarazo obtenidas. En dicho estudio concluyeron que retrasar el
tratamiento del semen de 30 minutos hasta 1 hora y / o retrasar la IIU
de 90 minutos hasta 2 horas después de la recoleccion compromete el
resultado del embarazo en la ciclos de IIU, por lo que las muestras de
semen deben ser tratados tan pronto como se pueda, después de la
licuefaccidn y en los 30 minutos de la obtencién, y la IIU debe
realizarse tan pronto como se termine la preparacién seminal
(capacitacién) y como maximo a los 90 minutos de la eyaculacién. En
su estudio, observaron un 48% de embarazos, si la muestra se
procesaba dentro de los 30 minutos de la obtencién, frente al 18% si
la capacitacién se iniciaba de 31-60 minutos después (p=0.02). Asi
mismo las tasas de embarazo disminuian si el intervalo de tiempo
desde la obtencién hasta la inseminacion era de 90 minutos (99%),
91-120minutos (22%) o > 120 minutos (7%) (p<0.0001)

En base a estos resultados previos, los objetivos de la presente
tesis doctoral se pueden desglosar en los siguientes apartados:

1) Describir distintos niveles de actividad proteolitica en semen

humano astenozoospérmico. La mayoria de los enzimas ensayados
seria la primera vez que se presentan en este tipo de muestra seminal.
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2) Comparar las actividades obtenidas en muestras
astenozoospérmicas con los resultados previos de semen
normozoospérmico, con el fin de describir las posibles diferencias
existentes de dichos niveles en ambas formas seminales.

3) Observar la modificacidon enzimatica obtenida a diferentes
tiempos postcapacitacion, con el fin de apreciar la posible alteracién
metabdlica que pudiera producirse con el paso del tiempo.

4) Correlacionar estos niveles aminopeptidasicos con la tasa de
fertilizacion obtenida. Los puntos anteriores podrian permitir la
confirmacién (en su caso) de los resultados obtenidos por Yavas vy
Selub.

5) Correlacionar los resultados de actividad aminopeptidasica
obtenidos con diferentes parametros clinicos de fertilidad, tales como
tasa de embarazos, y su relacién con el numero de espermatozoides
recuperados, morfologia espermatica, intervalo de tiempo entre la
obtencién de la muestra y la inseminacion y entre la capacitacion y la
inseminacion.
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1. SUJETOS DE ESTUDIO
1.1 Inclusion

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

Los pacientes fueron seleccionados y diagnosticados (criterios
OMS 1999) en los Laboratorio de Reproduccidon Asistida del Hospital de
Cruces (Bizkaia). En este Centro también se realizé el seguimiento de
la capacidad fertilizadora de las muestras.

Asi mismo, todas las muestras se obtuvieron de pacientes
voluntarios, a los que se presento 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.
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

ESTUDIO DE LA PERDIDA DE CAPACIDAD FERTILIZANTE DE LOS
ESPERMATOZOIDES. INFLUENCIA DE PROTEINAS DE MEMBRANA.

D (o TSP U PPN .

(Nombre y apellidos del participante)

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

He hablado con la Dra. Olga Ramén, investigadora principal del estudio.

Comprendo que mi participacién es voluntaria y presto libremente mi conformidad
para participar en el estudio.

Fecha.....ccoeennene. Fecha......ccooveenn,
Firma del paciente Firma del médico.
]

CONFIDENCIAL
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HOJA INFORMATIVA

Se le invita a participar en un estudio de investigacion titulado “Estudio de la pérdida
de capacidad fertilizante de los espermatozoides. Influencia de proteinas de
membrana”, bajo la direccidon de la Dra. Olga Ramoén, médico adjunto a la Unidad de
Reproduccion Asistida del Hospital de Cruces y el Dr. Luis Casis, Catedratico de
Fisiologia de la Facultad de Medicina y Odontologia de la Universidad del Pais
Vasco/EHU.

El propdsito de la presente hoja informativa es explicarle en qué consiste este estudio
para que Vd. decida si desea o no participar en él. El médico le explicara cualquier
cosa que no haya quedado clara y respondera a las preguntas que Vd. desee
formularle. Si quiere tener mas informacion o quiere matizar o profundizar en algin
punto, pregunte sin ningun reparo.

Informacion general:

La estructura de la membrana de los espermatozoides juega un papel crucial en la
fertilizacién exitosa, ya que tanto la reaccion acrosémica como la fusién
espermatozoide-oocito son eventos asociados a la membrana. En este estudio
determinaremos la posible pérdida de capacidad fertilizante de los espermatozoides
con el tiempo, tratando de correlacionarla con los niveles de actividad de diversos
enzimas de membrana, si bien, también incluiremos en el estudio actividades solubles,
determinando como afectan estos parametros a las tasas de fertilizacion.

Procedimientos:

Si Vd. presta su consentimiento, los espermatozoides sobrantes de la muestra de
semen seran objeto de una serie de analisis suplementarios (estudio de los niveles
enzimaticos, tanto en plasma seminal como en espermatozoide).

Los espermatozoides que seran objeto del analisis especifico, de no ser utilizados por
este proyecto de investigacidén, serdn automaticamente desechados. Su empleo, por
lo tanto, en ningin caso supone una disminucién en las posibilidades de éxito
de la fertilizacion, y podrian tener en el futuro importantes aplicaciones clinicas.

Las mencionadas muestras seminales en ningln caso seran objeto de otros
analisis/destinos diferentes del mencionado.

Confidencialidad:

Se garantiza la absoluta confidencialidad tanto de su historial clinico como de cualquier
otro documento médico. El anonimato mas absoluto serd mantenido cuando se
publiquen los resultados del estudio. El manejo y analisis de los datos se realizara
teniendo en cuenta en todo momento la Ley organica de Proteccién de Datos de
Caracter Personal, evitando incluso tener que emplear sus iniciales y/o numero de
identificacion en el estudio.

Participaciéon voluntaria:

La participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Vd. puede negarse a
participar en el estudio o retirarse del mismo en cualquier momento sin que ello
suponga perjuicio alguno y sin afectar al tratamiento médico que Vd. reciba en el
futuro.
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1.2. Estimulacion ovarica

Todas las pacientes fueron estimuladas segun nuestro protocolo
habitual. Iniciamos la estimulacién de ovulacién con 100-150 UI/dia de
FSH recombinante (Gonal F®, Laboratorios Merck-Serono, Espafia),
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 estimulacién FSH con LH
recombinante (Luveris®, Laboratorios Merck-Serono, Espafia) 75
UI/dia desde el inicio del cetrorelix, hasta el dia de la rec-HCG

Administramos 250 mcg. 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 o > 5 foliculos. Realizamos una Unica
inseminacion por ciclo a las 37-39 horas post HCG efectuando 6 ciclos
de inseminacion por paciente, si no se consigue previamente el
embarazo.

1.3. Preparacion de las muestras seminales

Las muestras seminales (n=50) son 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.

1.3.1. Recogida de las muestras seminales

La muestra de semen se recogera, excepto en casos especiales,
por masturbacién, 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 se obtienen 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 obtencién hasta la
entrega. Antes del procesamiento la muestra se mantiene 20°C y 40°C
hasta su total licuefaccién y no debe pasar mas de media hora desde
su obtencién hasta su procesamiento.
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1.3.2. Evaluacion de la muestra

La evaluacion de la muestra se realiza, colocando una gota de
10 microlitros de la misma bien homogeneizada y licuada sobre un
portaobjetos calentado a 37°C. Valoraremos la concentracién, los
diferentes grados de motilidad y la morfologia.

1.3.3. Preparacion de la muestra

Las dos Técnicas que utilizamos para la capacitacion
espermatica en los laboratorios de Reproduccion son el swim-up y los
gradientes de densidad

1.3.3.1. El Swim-up

Es la técnica mas sencilla a utilizar. Se basa en la separacién de
la poblacion de espermatozoides moviles desde el sedimento formado
tras la centrifugacién, al medio de cultivo (Arny y Quagliarello, 1987).
Permite una buena recuperacion de espermatozoides moviles en
muestras normozoospérmicas, si bien no es tan eficaz en muestras
oligo y/o astenozoospérmicas.

Una vez licuado el semen, se mezcla con el medio de cultivo, en
proporcion 1/1, se homogeniza y se centrifuga a 600 g, durante 10
minutos. Se retira el sobrenadante, cuidando de no tocar el sedimento
que esta formado por los espermatozoides y células seminales. A
continuacion se afiade 0.5 ml de medio de cultivo, dejandolo resbalar
por las paredes del tubo, con cuidado de no deshacer el sedimento. En
el caso de muestras patoldgicas, se reduce el volumen (0.2-0.3 ml).

A continuacion se coloca el tubo, con una inclinacién de 45°, en
la estufa de CO2 a 379 durante una hora. En ese tiempo, los
espermatozoides moviles que se encontraban en el sedimento nadan
hacia la parte superior del sobrenadante, quedando en el sedimento
los espermatozoides inmdviles junto con los restos celulares. Se
recupera el sobrenadante, y se almacena en la estufa de CO2 a 379,
hasta la inseminacion

1.3.3.2. Los Gradientes de Densidad

Es la técnica que empleamos habitualmente en nuestro
programa de Inseminaciones Intrauterinas. Nos permite una mejor
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recuperacion de espermatozoides moviles, sobre todo en las muestras
con baja concentracion espermatica 6 de movilidad. El preparado que
empleamos es SupraSperm® 100% (MediCult) y los gradientes de
densidad de 90% y 45%.

Una vez licuada la muestra seminal depositamos 1cc de medio
de gradiente al 90% en un tubo estéril, de fondo cdnico y tapon 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 continuacién 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.

Los volumenes que utilizamos, tanto de los gradientes, como del
semen, dependeran de la concentracién 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 CO,, hasta el
momento de la inseminacion.

Todas las muestras procesadas tanto por la técnica de swin-up,
como por centrifugacion en gradientes, fueron observadas visualmente
mediante un microscopio de contraste de fase para verificar la
ausencia de otros tipos celulares (Figura 20).
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FIGURA 20.- Imagen de contraste de fase de la pureza de la poblacién espermatica tras la técnica
de swim-up o centrifugacién en gradiente de densidad.

1.3.4 Analisis de la movilidad espermatica

La medicion de la movilidad espermatica se realizé 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 9 y asociado a un microscopio de contraste de
fase. La concentracién y la movilidad espermatica se determinaron
anadiendo 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 2.- Configuracién de los valores de andlisis usados en el sistema CASA

Area de particula analizada 2-60 um

LVV Velocidad minima y mdxima para que un espermatozoide 10>15 pm/s
sea considerado lento. Espermatozoides con valores infe-
riores al LVV minimo seran considerados inméviles

MVV Velocidad minima y mdxima para que un espermatozoide 15>35 pm/s
sea considerado medio. Espermatozoides con velocidades
superiores al MVV mdximo serdn considerados rapidos

Minimo SRT Valor de STR a partir del cual un espermatozoide es 80%
considerado progresivo

Tabla 3.- Clasificacion de los espermatozoides segtin los parametros de la OMS 1999

Clasificacion de espermatozoides Velocidad
Movilidad tipo a. Espermatozoides rdpidos progresivos >25 um/s
Movilidad tipo b. Espermatozoides lentos y/o zigzagueantes progresivos 10-25 um/s
Movilidad tipo c. Espermatozoides no progresivos <10 pm/s

Movilidad tipo d. Espermatozoides inmdviles

La valoracién de la movilidad de los espermatozoides se realizd
segun las recomendaciones de la OMS (OMS 1999), clasificando los
espermatozoides en base a su velocidad (Tabla 1 y 2). Ademas, en
funcion de la velocidad, el sistema CASA (computer-assisted semen
analisis) analizéd los siguientes parametros cinéticos de movilidad
(Tabla 3) (Figura 21).
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Parametros cinéticos de movilidad espermatica Unidad
VCL Velocidad curvilinea. Distancia recorrida por el espermatozoide a lo pm/s
largo de su trayectoria real en funcién del tiempo.
VSL Velocidad rectilinea. Distancia recorrida por el espermatozoide um/s
desde el primer punto y el dltimo de su trayectoria en funcién del
tiempo.
VAP Velocidad promedio. Distancia recorrida por el espermatozoide a lo pm/s
largo de su trayectoria media en funcién del tiempo.
LIN  Indice de linealidad. Linealidad de la trayectoria curvilinea. %o
VSL/VCLx100.
STR Indice de rectitud. Rectitud de la trayectoria. VSL/VAPx100. %o
WOB Indice de oscilacién. Oscilacién de la trayectoria real con respecto a
la trayectoria promedio. VAP/VCLx100. %

ALH Amplitud promedio del desplazamiento lateral de la cabeza. Es la

magnitud del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide

con respecto a su trayectoria promedio. pm
BCF  Frecuencia de la batida de la cabeza. Frecuencia con la cual la

trayectoria curvilinea atraviesa la lineal en funcién del tiempo. Hz.

Tabla 4.- Parametros cinéticos de la movilidad espermatica determinados por el sistema CASA

1.4. 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
disenados especificamente

1.5. 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.

1.6. Definicion de embarazo

El embarazo se definira como la existencia de un saco
gestacional visible por ecografia transvaginal a las 5-6 semanas.
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Figura 21: Analisis computerizado 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 tipo a: trayectoria roja, espermatozoide tipo b: trayectoria verde, espermatozoide
tipo c: trayectoria azul, espermatozoides tipo d: amarillos.

2. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

2.1. Material
2.1.1. Equipamiento

Espectrofotémetro. UV-2401 PC. Shimadzu
Espectrofluorofotdmetro. RF-540. Shimadzu
Ultracentrifugadora. Centrikon T2190. Kontron
Rotor de angulo fijo. TFT 45.6. Kontron
Centrifugadora. Labofuge 200. Heraeus
Balanza de precisidon. R180D. Sartorius.
Homogenizador. PZR 50 Heidolph.

Juego de puntas de teflon. Selecta.

Agitador Magnético por mosca termostatizado. Agimatic-s. Selecta.
pH- metro GLP 21. Crison

Pipetas automaticas de precision. Nychiryo.
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Dispensador universal. MuLtipette plus. Eppendorf
Ultracongelador -70°C

2.1.2. Reactivos

Acetato sédico 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

Cloruro sédico. 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-pNO,-Phe-Gly. Sigma-Aldrich
H- Gly-Pro-B-naftilamida. Bachem

L- acido piroglutamico- B-naftilamida. Sigma-Aldrich

2.1.3. Soluciones
2.1.3.1. Soluciones Tampon
Tris-HCI 0,2 M

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

Tampon Fosfato 0,1 M.

Solucién A 19 mL + Solucién B 81mL + Agua destilada hasta 200 ml
(pH 7.4)

-Solucion A: Fosfato sédico monobasico 0,2M 27,6 gr.+ Agua destilada
hasta 1000 mL
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-Solucién B: Fosfato sddico dibasico 0,2 M 28,4 gr.+ Agua destilada
hasta 1000 mL

Tampon Acetato 0,1 M,

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

.Soluciéon A: Acido acético glacial 0,2 M 11,55 mL+ Agua destilada
hasta1000 mL

-Solucién B: Acetato sddico tri-hidratado+ Acetato sédico 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)

2.1.3.2. Soluciones para las muestras

Universal IVF Médium (Origio Medicult Media)

Solucién de albumina humana (HAS) + Insulina humana recombinante
+ Penicilina (50.000 UI/I + Estrptomicina (50 mg/I)

SupraSperm® 100 (Origio Medicult Media)

Cloruro calcico + Glucosa + HEPES +Solucion de albumina humana +
Agua Milli RX + Sulfato de Magnesio + Cloruro Potasico + Fosfato
potasico monobasico + Bicarbonato Sddico + Cloruro Sédico + Lactato
Sddico + Piruvato sddico

2.1.3.3. Sustratos enzimaticos

Sustrato prolil endopeptidasa

Z-Gly-Pro- B-naftilamina 0,125 M + DTT 2 mM + BSA 10 mg/100 mL
+ Tampén fosfato 50 mM

Sustrato piroglutamil

pGlu- B -naftilamida 0,125 mM + DTT 2 mM + EDTA 2 mM + BSA 10
mg/100 mL + Tampédn fosfato 50 mM
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Sustrato aminopeptidasa basica

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

Sustrato aminopeptidasa neutra

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

Sustrato aspartil-aminopeptidasa

Asp- B-naftilamida 0,125 mM + MnCl, X mM + BSA 10 mg/100 mL +
Tampoén Tris-HCI 50 mM

Sustrato endopeptidasa neutra

N-Dansyl-D-Ala-Gly-pNO,-Phe-Gly 0,125 mM + BSA 10 mg/100 mL +
Tampoén Tris-HCI 50 mM

Sustrato dipeptidil peptidasa IV
H- Gly-Pro-B-naftilamida 0,125 mM+BSA 10 mg/100 mL+Tampdn Tris-
HCl 50 mM

2.1.3.4. Soluciones para la determinacion de la concentracion
de proteinas

Reactivo de Bradford

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

Filtrar dos veces.

2.1.3.5. Soluciones para la RT-PCR
Tampoén Tris/acetato/EDTA (TAE) T.A.E 50x, pH 7,4

Trizma-base 121 gr., Acido acético 28,55 mL, EDTA (Na,) 18.6 gr..
H,O hasta 500 ml

Gel de Agarosa
500 mg de Agarosa, 49 mL H,O destilada, 1ml T.A.E
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2.1.3.6. Otros

Albumina

Etanol al 70%: Etanol 35 mL, H,O libre de ARNasas 15 mL
Sample buffer

MgCl, 1M

Peroxido de hidrégeno

3.- Analisis de la actividad por ensayos enzimaticos

3.1. Preparacion de la muestra

Inicialmente, tras la correspondiente capacitacién, los tejidos
(espermatozoides) fueron homogeneizados en tampén Tris-HCI 0.2 M
(pH 7,4). El homogeneizado fue posteriormente centrifugado a 10.000
G durante 35 minutos a 4 °C. A continuacién se retiré el sobrenadante
(fraccion Soluble), que fue la muestra utilizada para la determinacion
de las actividades enzimaticas especificas. Posteriormente se realizd 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-AP,
PEP y PGI se usaron sustratos del tipo peptidil- o aminoacil-beta-
naftilamida. Concretamente, los sustratos utilizados fueron Ala-B-
naftilamida; H-Gly-Pro-B-naftilamida; H-Glu- B —naftilamida o Asp-AP-
B-naftilamida; Arg-B-naftilamida; Asp-AP-B-naftilamida, Z-Gly-Pro- B-
naftilamina y acido piroglutamico- B-naftilamida. respectivamente.

2.- Para la determinaciéon de la NEP se empled6 un ensayo

fluorométrico también, pero en este caso el sustrato fue el N-Dansyl-
D-Ala-Gly-pNO2-Phe-Gly (DAGNPG).

Ma QOlga Ramén Martinez 123



TESIS DOCTORAL MATERIAL Y METODOS

3.2. Determinacion de la actividad de las aminopeptidasas

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

3.2.1. Fundamento general

Se incuba el sustrato artificial junto con la muestra seminal.
La presencia de aminopeptidasas en la muestra hara que la aminoacil-
2-naftilamida se rompa liberando aminoacidos libres y moléculas de 2-
naftilamina (figura 14). 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
gue la medida de 2-naftilamina puede ser extrapolada a concentracion
aminopeptidasica de la muestra. (Figura 22)
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En concreto, los valores obtenidos en el fluorimetro son
transformados en picomoles de beta-naftilamina liberada, mediante
una ecuacidn obtenida tras la determinacién de concentraciones
decrecientes de 2-naftilamina, en un medio de solucién igual al del
sustrato utilizado.

2-NAFTILAMINA

NH;
o
]
C —NH AP
i
— +
H,N-C ~H T
| H;N
R H,0 R— C— t‘: =o0
]
H OH
AA-2-NAFTILAMIDA AMINOACIDO

FIGURA 22.- Esquema de la hidrdlisis del sustrato de peptidasa en el ensayo enzimatico. Uno de
los productos obtenidos, B-naftilamina, emite fluorescencia a 412 nm cuando es excitado a 345 nm.

3.2.2. Fundamento particular para cada enzima.

En particular, se determinaron las actividades enzimaticas del
pool de peptidasas en las fracciones celulares solubles de las muestras
astenozoospermicas. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado, empledndose como resultado final la media de las mismas.

Las muestras seminales (10 ul) se incubaron a la temperatura
fisioldgica (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-B-naftilamida; Asp-AP-B-naftilamida, Z-Gly-
Pro- B-naftilamina y acido piroglutamico- 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.
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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 funcién de la concentracion del enzima en la muestra, de manera
que la cantidad de beta-naftilamina medida puede ser extrapolada a
concentracidn aminopeptidasica en el tejido estudiado.

La NEP es una peptidasa unida a membrana que degrada
encefalinas por ruptura del enlace Gly>-Phe®*. 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 ul de tejido fueron incubados con 1 ml de
sustrato. La presencia de NEP en la muestra provoca la ruptura del
enlace nitro-fenil, Gly-(pNO;)Phe, en la secuencia peptidica (figura 15).

En el DAGNPG, la fluorescencia nativa del grupo Dansil esta
apantallada por la proximidad espacial del grupo (pNO,)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 emisiéon 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 estd controlada por la concentracion del enzima en la muestra,
de manera que el DAG detectado fluorimétricamente puede ser
extrapolado a concentracion endopeptidasa neutra en el tejido
estudiado.

3.2.3. Analisis de datos de las actividades peptidasicas

Los valores obtenidos espectrofluorimétricamente o}
fotométricamente fueron transformados en picomoles de metabolito
liberado mediante extrapolacién, por ajuste no lineal, de los datos a
una ecuacidon de regresién calculada a partir de una curva patrén.
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).
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hexcitacion= 342 nm Aemision= 562 nm
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FIGURA 23.- Esquema de la hidrdlisis del sustrato de NEP en el ensayo enzimdtico. Uno de los
productos obtenidos, Dansyl-D-Ala-Gly, emite fluorescencia a 562 nm cuando es excitado a 342
nm.

Los datos resultantes fueron analizados mediante el test (t) de
Student para la comparacidon de muestras seminales. El mismo test fue
empleado para la comparativa entre grados de las muestras. Para la
comparacién entre grupos, se empleo el test ANOVA para muestras no
apareadas. Se llevé a cabo con el programa SPSS 12.0. Para la
realizacién de los graficos y la corroboracion de los resultados
estadisticos utilizamos el programa Prism de Graph Pad.

3.2.4. Técnica para la cuantificacion de proteinas

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

Se anadieron 2 ml del reactivo de Bradford a 10 ul de muestra, a
continuacion se leyd la absorbancia a 595 nm en el espectrofotometro.
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Dicho valor se determino frente a un blanco de reactivo (2 ml de
reactivo de Bradford sin muestra).

El resultado de la medicidon se transformé 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 solucién estandar de
albumina bovina.

La extrapolacion se llevo acabo en una hoja Excel de Office.
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III. RESULTADOS
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1. Resultados Clinicos

Realizamos el estudio enzimatico en muestras seminales
provenientes de 50 ciclos aleatorios, correspondientes a 50 parejas
distintas, en tratamiento mediante Inseminacion Intrauterina,
obteniendo 14 embarazos. La tasa de embarazo fue del 28 % /ciclo.

El protocolo de estimulacion fue el mismo en todas las
pacientes: Gonadotropinas recombinantes, con supresion hipofisaria
mediante antagonistas GnRH y desencadenamiento de la ovulacién con
HCG recombinante, en presencia de al menos tres foliculos > 16 mm.

La edad media de las mujeres fue de 34.78 £+ 3.04 afios y la de
los varones 36.49+3.74 afios, con una duracion de la esterilidad de
32.48 + 11.87 meses. (Tabla 5) La funcion ovarica estaba conservada
en todas las pacientes, con una FSH basal de 7.70+£2.64 mUI/ml y un
estradiol basal de 47.37+£26.34 pg/ml. (Tabla 7) El recuento de
espermatozoides modviles (a+b) inseminados tras la capacitacion
(REM) fue de 10.22 = 2.93 millones, con una morfologia normal del
12.87% + 4.12 (Tabla 6).

El n° de foliculos reclutados fue de 4.38+1.04 vy los niveles de
estradiol el dia de la administracion de la HCG fue de 1206.8+591.9
pg/ml. Los niveles de LH y progesterona el dia de la administracion de
HCG fueron de 3.66%+3.24 mUIl/ml vy 0.72+0.53 ng/ml,
respectivamente (Tabla 8).

El intervalo medio de tiempo entre la obtencion de la muestra
seminal y la realizacién de la Inseminacién Intrauterina fue de 142+
40 minutos y entre el final de la capacitacién y la Inseminacion fue de
25+17 minutos. En todas las muestras, la capacitacion se inicio tras
completar el proceso de licuefacciéon. La obtencion de la muestra
seminal se realizo en casa o en la clinica, y el tiempo de entrega al
laboratorio no supero una hora (Tabla 9).

Cuando agrupamos los ciclos en embarazos y no embarazos, no
encontramos diferencias significativas en la edad de la mujer (34 vs.
35.08), edad del varén (36 vs. 36.6), porcentaje de esterilidad
primaria (86% vs. 73%), ni porcentaje de esterilidad secundaria (14%
vs. 27%). Sin embargo, la duracion de la esterilidad fue
significativamente menor en el grupo de no embarazadas (29.75 vs.
39.50 meses) (Tabla 5).

Tampoco encontramos diferencias significativas entre el grupo
de embarazadas y no embarazadas cuando comparamos la funcion
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ovarica, ni los parametros seminales: FSH basal 7.3 vs. 7.85 mU/ml;
Estradiol basal 39.3 vs. 50.05 pg/ml; REM 10.22 vs. 10.42 millones;
Morfologia normal 11.64 vs. 13.39% (Tablas 6 y 7).

Tabla 5.- Datos epidemiolégicos

Global Embarazos No p
embarazos
Casos 50 14 14
Edad mujer 34.7+£3.04 34+1.88 34+1.88 ns
Edad varén 36.49+3.74 36+4.23 36+4.23 ns
Duracion (meses) 32.48+11.87 | 39.50+13.61 | 39.50+13.61 | <0.05
Esterilidad primaria 76% 86% 86% ns
Esterilidad 24% 14% 14% ns
secundaria
Tabla 6.- Parimetros seminales
Global Embarazo No embarazo p
Casos 50 14 36
Morfologia (%) 12.87+4.12 11.64+3.54 13.39+4.19 ns
REM (millones) 10.224+2.93 10.224+2.93 10.42+3.10 ns
Tabla 7.- Funcién ovarica
Global Embarazos No p
embarazos
Casos 50 14 36
FSH basal (mU/ml) 7.70+2.64 7.33+1.79 7.85+2.88 ns
Estradiol basal 47.37+£26.34 39.33+17.09 50.05+27.87 ns
(pg/ml)

La respuesta ovarica a la estimulacién folicular fue similar entre
el grupo de embarazos y no embarazos en numero de foliculos (4.57
vs. 4.30), niveles de estradiol (1123.1 vs. 1240.3 pg/ml) y niveles de
LH (2.81 vs. 3.99 mUI/ml) el dia de la administracién de HCG,
encontrando una diferencia significativa en los valores de progesterona
plasmatica (0.44 vs. 0.83) (Tabla 8).

132

Ma Olga Ramon Martinez



TESIS DOCTORAL RESULTADOS

El estudio de los tiempos en las diferentes fases del
procesamiento seminal, demostré 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) pero
no entre la obtencion y la IAC (134 vs. 145 minutos) ni entre la

finalizacidn de la capacitacion y la IAC (27 vs. 24 minutos) (Tabla 9).

Tabla 8.- Ciclo de estimulacion

Global Embarazo No embarazo p
Casos 50 14 36
Foliculos (n°) 4.38+1.04 4.57+1.01 4.30+1.06 ns
Estradiol dia HCG | 1206.8£591.97 | 1123.1+483.26 | 1204.3+621.58 ns
(pg/ml)
LH dia HCG (mUI/ml) 3.66+3.24 2.81+£2.40 3.99+3.45 ns
PP dia HCG (ng/ml) 0.72+0.53 0.44+0.18 0.83+0.59 <0.05
Tabla 9.- Intervalos de tiempo
Global Embarazo | No embarazo P
Casos 50 14 36
Obtencion/Capacitacion (minutos) 724229 61.4+26.3 76.1+£20.7 <0.05
Capacitaciéon/Inseminacion 25.3+13.7 27.8+13.2 24.3+14.2 ns
(minutos)
Obtencion/Inseminacion 142.4424.7 134.2423.8 145.5+24.77 ns
(minutos)

Al agrupar los resultados en intervalos de tiempo, observamos

que:

La tasa de embarazo disminuia,

segun aumentaba el

tiempo

transcurrido desde la obtencion y la preparacién seminal (<45 min.
(62.5%), <60 min. (44.4%), <90 min. (33.3%) y > 90 min. (16%),)
(Tabla 10).

Entre la obtencion y la Inseminacién, no encontramos
diferencias significativas para las tasas de embarazo/ciclo, en los
intervalos de tiempo <120 min., 121-150 min., y >150 min. Sin
embargo cuando el tiempo invertido fue superior a 150 minutos la tasa
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de embarazo/ciclo se redujo a la tercera parte (11% vs. 35%) (Tabla

11).
Tabla 10.-Intervalo obtencién-procesamiento
100+
80+
601"
4017
204"
%
0.
<45 min <45 min < 60 min >90 min
|I:| Embarazo B No embarazo |
N° Embarazos No embarazos | Fisher test
<45 min. 8 5 (62.5%) 3 (37.5%)
< 60 min. 18 8 (44.4%) 10 (55.5%) 0.6728
<90 min. 39 12(30.7%) 27 (69.2%) 0.3834
> 90 min. 11 2 (18.1%) 10 (90.9%) 0.4713
No significativo
Tabla 11.-Intervalo Obtencion —Inseminacién
100+
%
<120 min 121-150 min 151-180 min >180 min
O Embarazo ENo embarazo |
N° Embarazo No embarazo Fisher test
<120 min. 12 4 (33%) 8 (67%)
121-150 min. 22 8 (36%) 14 (64%) 1
151-180 min. 13 2 (15.3%) 11 (84.6%) 0.2885
>180 3 0 (0%) 3 (100%) 0.5500
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Realizamos la Inseminacién con un intervalo de tiempo desde la
capacitacidon, inferior a 60 min., en el 98% de los casos, no
encontrando diferencias significativas en los resultados al fragmentar
los tiempos: <20 min. (25% emb/ciclo), <30 min. (27% emb/ciclo),
<40 min. (27% emb/ciclo), < 60 min. (29% emb/ciclo) (Tabla 12).

Tabla 12.- Intervalo procesamiento - Inseminacién

80+
70
60
50

%
Embarazo No embarazo

O<20 min @ <30 min O0<40 min O < 60 min

N° Embarazos No embarazos Fisher test
<20 min. 28 7 (25%) 21 (75%)
<30 min. 37 10 (27%) 27 (73%) 1
<40 min. 47 13 (27%) 34 (73%) 1
<60 min. 50 14 (28%) 35 (72%) 1

No significativo

2. Resultados Enzimaticos
2.1 Actividad enzimatica en medio capacitante

Se ha encontrado actividad enzimatica en la fraccién
espermatica del semen, para todas las peptidasas estudiadas: APN,
DPPIV, PRO, APB, PGLU, ASP y NEP. Y esta actividad se ha mantenido
durante las cuatro horas posteriores a la capacitacion seminal.

La actividad enzimatica, fue diferente segun el enzima
estudiado. En las muestras analizadas inmediatamente a Ila
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preparacion celular (Tiempo 0), la mayor actividad corresponde a la
DPPIV con 555,10 UP/ mg de proteina, seguida de la APN, con una
actividad de 498.50. Observamos una disminucién de hasta 10 veces
en la actividad del resto de los enzimas estudiados (PRO = 67.61; APB
= 59.94; PGLU = 42.28; ASP = 31.51). La actividad de la NEP fue baja
(1.71) (Tabla 13).

Este patrén de actividad se mantiene en las muestras estudiadas
a la hora (Tiempo 1), dos horas (Tiempo 2), tres horas (Tiempo 3) y
cuatro horas (Tiempo 4) (Tablas 14 a 17).

Tabla 13.- Actividad enzimadtica en tiempo 0

Tiempo 0

600

400

200

DPPIV APN PRO APB  PGLU ASP NEP

O UP/mg proteina

Tabla 14.- Actividad enzimadtica en tiempo 1

Tiempo 1

600

400

200

0
DPPIV  APN PRO APB PGLU ASP NEP

O UP/mg proteina
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Tabla 15.- Actividad enzimadtica en tiempo 2

Tiempo 2
600
400
200
0

DPPIV  APN PRO APB PGLU ASP NEP
O UP/mg proteina
Tabla 16.- Actividad enzimadtica en tiempo 3

Tiempo 3
600
400
200
0

DPPIV  APN PRO APB  PGLU ASP NEP
O UP/mg proteina
Tabla 17.- Actividad enzimadtica en tiempo 4

Tiempo 4
800
600
400
200
0

DPPIV  APN PRO APB PGLU ASP NEP

O UP/mg proteina
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2.2. Actividad enzimatica en medio capacitante en el tiempo
2.2.1. Desde la capacitacion

Hemos analizado la variaciéon horaria de la actividad de cada
una de las enzimas estudiadas desde la capacitacién (tiempo 0),
durante 4 horas, no encontrando diferencias significativas en la
mayoria de los enzimas estudiados (Tablas 18 A 25).

Solamente en la APB y en la APS se encuentran incrementos
significativos de la actividad a las cuatro horas (APB: p<0.0001; ASP:
p=0.0134)

Tabla 18.- Actividad enzimatica de 0 a 4 horas de APN, DPPIV, PGLU, PRO, NEP, APB, ASP
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Tabla 19.- Actividad enzimatica de la APN de 0 a 4 horas
APN
600
500
E 400
= 300
S 200
< 100
0
TO T1 T2 T3 T4
Tiempos
APN TO T1 T2 T3 T4
Media 498.5 528.3 507.6 4034 558.7
ES 26.51 21.81 42.55 24.54 26.80
p=0.7199 (NS)
Tabla 20.- Actividad enzimatica de la DPPIV de 0 a 4 horas
DPPIV
800
= 600
5
£ 400
£ 200
0
T0 Ti1 T2 T3
Tiempos
DPPIV TO T1 T2 T3 T4
Media 555.1 568.1 543.9 594.4 709.3
ES 27.83 27.87 32.26 33.22 29.06

p=0.6110 (NS)
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Tabla 21.- Actividad enzimatica de la PGLU de 0 a 4 horas
PGLU
60
= 50
k] 40
z 30
:ﬂ‘ 20
10
0
TO T1 T2 T3 T4
Tiempos
TO Tl T2 T3 T4
Media 42.28 51.45 44.85 45.01 32.55
ES 2.30 1.75 1.33 1.49 1.61
p =0.3768
(NS)
Tabla 22.- Actividad enzimatica de la PRO de 0 a 4 horas
PRO
70
= 65
3
:E 60
< s5
50
TO T1 T2 T3 T4
Tiempos
TO Tl T2 T3 T4
Media 67.61 60.82 59.88 66 58.17
ES 2.52 1.94 1.92 2.02 4.93

P=0.9668 (NS)
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Tabla 23.- Actividad enzimatica de la NEP de 0 a 4 horas
NEP
2
= 1,5
3
=z 1
<05
0
TO T1 T2 3 T4
Tiempos
TO Tl T2 T3 T4
Media 1.712 1.647 1.435 1.299 1.444
ES 0.05 0.03 0.05 0.04 0.08
P =
0.5011 (NS)
Tabla 24.- Actividad enzimatica de la APB de 0 a 4 horas
APB
150
;; 100
g s0
0
TO T1 T2 T3 T4
Tiempos
TO T1 T2 T3 T4
Media 59.94 50.64 44.01 48.67 128.63
ES 2.36 2.26 1.56 2.49 5.75
P<0.05

Ma Olga Ramon Martinez

141




TESIS DOCTORAL RESULTADOS
Tabla 25.- Actividad enzimatica de la ASP de 0 a 4 horas
ASP
50
< 40
g 30
£ 20
< 10
0
TO T1 T2 T3 T4
Tiempos
TO T1 T2 T3 T4
Media 31.51 21.44 21.35 21.48 46.04
ES 1.65 0.35 0.61 0.46 1.28
P<0.05

2.2.2. Desde la obtencion seminal

Segun las recomendaciones de la OMS, las muestras seminales
para tratamientos reproductivos, deben ser procesadas antes de las
dos horas desde su obtencion y preferentemente dentro de la primera
hora, aunque biolégicamente la actividad espermatica es inmediata,
tras la eyaculacion.

Estudiamos la actividad enzimatica en las muestras estudiadas,
segun intervalos de tiempo desde la obtencién hasta el procesamiento
de: <45 min., 46-60 min., 61-90 min. y > de 90 min.

Observamos una disminucién de la actividad enzimatica en el
tiempo 0, cuando las muestras fueron procesadas antes de los 45
minutos desde su obtencion en la APN (284 vs. 498), DPPIV (471 vs.
555) y PGLU (14.3 vs. 42.88), con un aumento progresivo de su
actividad segun se prolonga el tiempo hasta el inicio de la capacitacion
(Tablas 26 a 28).
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Tabla 26.- Actividad enzimatica a tiempo O de la APN, segtin intervalo de tiempo (minutos) desde
la obtencién hasta el inicio de la capacitacion

APN

Actividad

TO <45 46-60 61-90 >90

Minutos

Tabla 27.- Actividad enzimadtica a tiempo 0 de la DPPIV, segin intervalo de tiempo (minutos)
desde la obtencién hasta el inicio de la capacitacién

DPPIV

800
= 600
S
= 400
<
< 200

0

TO <45 41-60 61-90 >90
Minutos

Tabla 28.- Actividad enzimdtica a tiempo 0 de la PGLU, segun intervalo de tiempo (minutos)
desde la obtencién hasta el inicio de la capacitacién

PGLU

50
= 40
= 30
=
E 20

10

0

TO <45 41-60 61-90 >90
Minutos

Ma Olga Ramon Martinez

143



TESIS DOCTORAL RESULTADOS

El resto de los enzimas estudiados, por el contrario, presentaban
una mayor actividad al disminuir el tiempo hasta el procesamiento,
disminuyéndola, al aumentar el intervalo desde la obtenciéon: PRO 81.6

vs. 67.6; NEP 2 vs. 1.7; APB 87.8 vs. 59.9; ASP 57.4 vs. 31.5 (Tabla
29 a 32).

Tabla 29.- Actividad enzimatica a tiempo O de la PRO, segtin intervalo de tiempo (minutos) desde
la obtencién hasta el inicio de la capacitacion.

PRO
100
T 80
< 60
=
s 40
< 20
0
TO <60 >60
Minutos

Tabla 30.- Actividad enzimética a tiempo O de la NEP, segtin intervalo de tiempo (minutos) desde
la obtencién hasta el inicio de la capacitacion.

NEP

1,9
18
1,7
1,6
1,5

Actividad

TO <60 61-90 >90

Minutos

Tabla 31.- Actividad enzimatica a tiempo O de la APB, segtin intervalo de tiempo (minutos) desde
la obtencién hasta el inicio de la capacitacion.

APB
100
3 80
< 60
2
3 40
20
0
TO <45 41-60 61-90 >90
Minutos
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Tabla 32.- Actividad enzimadtica a tiempo 0 de la ASP, segtin intervalo de tiempo (minutos) desde
la obtencidn hasta el inicio de la capacitacién

ASP
60
= 50
‘_g 40
,i 30
S 20
10
0
TO <45 41-60 61-90 >90
Tiempos

3. Actividad enzimatica y correlacion clinica
3.1. Actividad enzimatica y contaje espermatico

Al relacionar la actividad enzimatica, con el numero de
espermatozoides recuperados con movilidad activa y capacitados, solo
encontramos correlacion para la actividad enzimatica de la APN,
observando una mayor actividad en los recuentos < a 6 millones: 748
UPA vs. 446 en los recuentos superiores a 6 millones. Esta correlacion
se mantiene, durante las cuatro horas estudiadas, siendo mas
marcadas a la segunda y tercera hora tras la capacitaciéon, donde se
observa una actividad triplicada y duplicada, respectivamente, en las
muestras con menor numero de espermatozoides (Tabla 33).

Tabla 33.- Actividad enzimatica de la APN, segtin numero de espermatozoides y tiempo (horas)
desde la capacitacién

1200
1000
800
600+
400
200+

N\

AN

AN

T T1 T2 3 T4

O <6 mill B >6 mill
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3.2 Actividad enzimatica y embarazo

La integridad funcional espermatica tiene como objetivo
conseguir una correcta fertilizaciéon. Por ello, relacionamos la actividad
enzimatica de los enzimas estudiados con la obtencién de un embarazo

tras la realizacion de la Inseminacion Intrauterina con las muestras
sujeto de estudio.

No encontramos diferencias significativas entre embarazo y no
embarazo al estudiar la actividad enzimatica en el TO, en la DPPIV,
PGLU, PRO, NEP, APB y ASP (Tablas 35 a 40). Sin embargo la actividad
de la APN fue significativamente menor en las muestras que
embarazaron (p<0.05) (Tabla 34).

Tabla 34.- Actividad enzimadtica de la APN en muestras con y sin embarazo

1000+
=
Sz
= A& 5004
g <
<«
0.
Embarazo No embarazo
O Media 308,1 565
BES 23,5 23,7 p<0.05

Tabla 35.- Actividad enzimadtica de la DPPIV en muestras con y sin embarazo

Actividad
DPPIV

Embarazo No embarazo
O Media 598,74 543,44
HES 28,4 27,2 p>0.05
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Tabla 36.- Actividad enzimdtica de la PGLU en muestras con y sin embarazo

60
2o 40
=
=
"E E 20
<«

0.

Embarazo No embarazo

O Media 41,61 42,44
BES 1,1 24

RESULTADOS

p>0.05

Tabla 37.- Actividad enzimadtica de la PRO en muestras con y sin embarazo

100
=
S 9
=& 501
T A~
<«
0-
Embarazo No embarazo
O Media 81 65,2
BES 1,1 2,6

p>0.05

Tabla 38.- Actividad enzimdtica de la NEP en muestras con y sin embarazo

g

Actividad
NEP
—

0.
Embarazo No embarazo
O Media 1,67 1,62
BES 0,08 0,06
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Tabla 39.- Actividad enzimatica de la APB en muestras con y sin embarazo

100+
=
S @
& s0f
s <
<«
0.
Embarazo No embarazo
O Media 53,68 64,95
BES 2,3 2,3

p>0.05

Tabla 40.- Actividad enzimdtica de la ASP en muestras con y sin embarazo

40+
5 301
<
- —
E 2017
2 —
2 1077
0-
Embarazo No embarazo
O Media 36,71 25,01
BES 2 0,6

p>0.05

3.3. Actividad enzimatica, embarazo y variacion en el tiempo

Las variaciones de

la actividad enzimatica en

las muestras

estudiadas, mantiene un comportamiento similar y paralelo a lo largo
del tiempo de observacion, en todas las enzimas estudiadas, (tablas 41
a 45), con la excepcion de la DPPIV, que aumenta su actividad un 40%
en la tercera hora (Tabla 47) y la PRO, que practicamente la duplica en
la cuarta hora, en el grupo de los embarazos, mientras que la actividad
en el grupo de no embarazo, se mantiene sin cambios desde el tiempo

0 (Tabla 46).
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Tabla 41.- Actividad de la APN en el tiempo (horas) en muestras con y sin embarazo

- 800
R /.
z o '_'\.
2 -/
< 400
=
£ 200
<
0 L} L} L} L)
TO T1 T2 T3 T4
Tiempos

—&— Embarazos —l— No embarazos |

Tabla 42.- Actividad de 1la APB en el tiempo (horas) en muestras con y sin embarazo

150
==}
Z
< 100
=
=
2z 504
2

0 L) L) L) L)
TO T1 T2 T3 T4
Tiempos

—&— Embarazo —ll— No embarazo

Tabla 43.- Actividad de la ASP en el tiempo (horas) en muestras con y sin embarazo

60
50

40 )_
ee—

10

Actividad ASP

TO T1 T2 T3 T4

Tiempos

—&— Embarazo —#— No embarazo
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Tabla 44.- Actividad de la NEP en el tiempo (horas) en muestras con y sin embarazo

Actividad NEP

2,5

2 4

0,5

TO

T1

T2

Tiempo

T3

T4

—&— Embarazo —— No embarazo

Tabla 45.- Actividad de la PGLU en el tiempo (horas) en muestras con y sin embarazo

Actividad PGLU

WA U1 X
oS
L

[
<

p—
=

=

TO

T1

T2

Tiempo

T3

T4

—&— Embarazo —ll— No embarazo

Tabla 46.- Actividad de la PRO en el tiempo (horas) en muestras con y sin embarazo

Actividad PRO

200
150 /é
100

vl o= % %

TO

T1

T2

Tiempos

T3

T4

—&— Embarazo —#— No embarazo
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Tabla 47.- Actividad de la DPPIV en el tiempo (horas) en muestras con y sin embarazo

1000
E 800 A
& /
2 600 ‘</'\ -
=
]
S 400
2 200 .
0 ] ] ] ]
TO T1 T2 T3 T4

Tiempo

—o— Embarazo —8— No embarazo
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1. SOBRE LOS RESULTADOS CLINICOS OBTENIDOS

En el momento actual un 15% de parejas necesitan ayuda
médica para conseguir su deseo de paternidad. Algunas de estas
parejas realizaran tratamiento de Inseminacidon Intrauterina. Este
método de Reproduccion Asistida esta indicado en casos de esterilidad
de origen cervical, patologia seminal leve-moderada, anovulacién,
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
inseminaciéon de al menos 5 millones de espermatozoides moviles
(a+b).

En la literatura se han referido diversos factores prondsticos del
resultado de las Inseminaciones: edad de la mujer, duraciéon de la
infertilidad, etiologia de la infertilidad, contaje espermatico, nimero de
foliculos maduros, concentracién de E2 el dia de la administracién de la
HCG vy tipo de catéter usado. Sin embargo, los diferentes
investigadores no estdn 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 afos versus 12,5
% para las mayores de 40 anos. Nuojua-Huttunen y cols. (1999)
encontraron una tasa de embarazo por ciclo 13,7% entre los 811 ciclos
de inseminacion intrauterina en mujeres menores de 40 afnos, el 4,1%
para los mayores de 40 anos, y ningun embarazo después de 42 anos
de edad. Sorprendentemente, en el estudio de Brzechffa (1998), la
edad de las mujeres menores de 40 anos no tenia influencia en la tasa
de embarazo después de la estimulaciéon con clomifeno citrato y HMG.
Por el contrario, Bronte (1999) examind 9963 ciclos y refirid 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 31 y 35,
11,1% entre 36 y 40, el 4,7% entre 41 y 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 el grupo
estudiado la edad de las mujeres era inferior a 40 afos, con una edad
media de 36 afios (rango 33-39afios) y aunque no hubo diferencias
significativas entre el grupo con embarazo y el no gestante, si se
observa una menor rango de edad entre las gestantes (32-36 vs. 31,6-
38).
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Otro factor de éxito para el embarazo después de la
inseminacion intrauterina es la duracidn de la esterilidad (Erdem vy
cols, 2008). De hecho, se ha observado a menudo que cuanto menor
sea la duracién de la esterilidad, mayor serd la probabilidad de
embarazo. Nuojua - Huttunen y cols. (1999) informaron de diferentes
tasas de embarazo si la esterilidad no superaba los 6 afios (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 duracién de la esterilidad, pero todas las parejas
presentaban una esterilidad inferior a los 5 afios. No hubo diferencias
significativas en la duracidn de la esterilidad entre las parejas
embarazadas y las que no obtuvieron gestacion.

El nimero de foliculos > 16 mm es un importante factor
prondstico. Bronte y cols. (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 cols. (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, se reclutaron un promedio de 4.38 foliculos, no encontrando
diferencias significativas entre el grupo de gestantes y no gestantes.
La tasa de embarazo/ciclo, se duplicé cuando el reclutamiento era de
mas de tres foliculos (16% vs. 32%).

Los estudios epidemioldgicos indican que una edad paterna
superior a 40 afios, 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 y cols., 2005). En reproduccién asistida,
es un factor controvertido. Asi, Belloc (2008) en una revision
retrospectiva de 17000 ciclos, observd que la edad paterna avanzada
influia negativamente en la consecucidon de embarazo y positivamente
en la produccion de abortos. Sin embargo, Bellver (2008), no encontrd
cambios en la calidad embrionaria, tasa de implantacién ni en la tasa
de abortos en 2700 ciclos de FIV. La edad media de nuestros pacientes
fue de 36 anos, pero el 20% superaban los 40 afios. En este grupo la
tasa de embarazo fue del 10% vs. 32.5% en menores de 40 anos El
aumento de la necrozoospermia y las alteraciones del DNA
espermatico, asociadas al incremento de la edad paterna, pueden
justificar esta influencia en los resultados reproductivos (Belloc y cols.,
2008).

Se ha sugerido que el niumero de espermatozoides moviles
inseminados es un factor predictivo potencial. Segun Sakhel y cols.
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(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 cols. (1999), la tasa de embarazo
fue de alrededor del 11 % por ciclo, cuando se inseminaron entre 4y 6
millones de espermatozoides mdviles. Un aumento adicional en el
namero no mejord 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 Fertilizacién in Vitro. En nuestra serie el REM siempre fue
superior a 5 millones, no encontrando diferencias entre las pacientes
con o sin embarazo (9.4% vs. 9.9%)

La influencia de la morfologia espermatica en el resultado del
tratamiento es controvertida. Burr y cols. (1996) observaron una caida
en la tasa de embarazo del 18,2 % al 4,3 % por ciclo, cuando
teratozoospermia alcanza el 90% vy segun Belaisch-Allart y cols.
(1988), una tasa de teratozoospermia mayor del 80% se opone a la
IAC. Por otra parte, Wainer y cols. (2004) analizaron 2564 IACs e
informé de que las tasas de embarazo no se vieron afectadas
significativamente por teratozoospermia En nuestra serie de estudio,
los espermatozoides presentaban una morfologia media del 12.25% de
formas normales, no encontrando diferencias significativas entre
muestras que consiguieron embarazo o no, habiendo observado
gestaciones con un 7% de formas normales. Sin embargo, el
verdadero potencial de este parametro tiene algunas limitaciones
debido a varios factores metodoldgicos: las diferencias en los sistemas
de clasificacion , la influencia del método de tincion utilizada, la
naturaleza subjetiva de la evaluacion de la morfologia de los
espermatozoides, y una disminucién regular del umbral de la OMS.
Segun los criterios estrictos de Tygerberg, que es la clasificacion
mundial de uso mas frecuente, se ha comunicado una disminucidon de
la fertilidad cuando la tasa de formas normales fue menor o igual a 4
%.

Los intervalos de tiempo entre la recogida de semen,
procesamiento e inseminacion, pueden afectar a los resultados de la
Inseminacion Intrauterina. Yavas y Selub (2004) realizaron un estudio
retrospectivo, encontrando mejores resultados cuando la muestra era
obtenida en la clinica y no en casa. Intervalos cortos entre la obtencidn
y la preparacién, desde la preparacién a la inseminacién y desde la
obtencién a la inseminacién se asociaron a una mayor tasa de
embarazos comparada con la obtenida en casa, que ocasiona
intervalos de tiempo mas largos. Resultados similares son referidos
por Sroga (2008). Un intervalo superior a 30 minutos desde la
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recogida hasta el inicio de la preparacion seminal reduce la tasa de
embarazos del 20.6%/ciclo a 14.9%. Para maximizar los resultados
de embarazo IAC, las muestras de semen deben recogerse en la clinica
y no en casa, procesandose inmediatamente después de la licuefaccién
y dentro de los 30 minutos desde la recoleccién, y realizando la
Inseminacidon tan pronto como se termine la preparacién seminal,
siendo el intervalo de tiempo final inferior a los 90 minutos. No
obtuvieron embarazos en muestras procesadas > 60 minutos tras la
obtencién seminal (Yavas, 2004). Nosotros no hemos encontrado
diferencias estadisticamente significativas al comparar los tiempos
entre obtencidon e inicio del procesamiento seminal, pero si una
tendencia a una disminucidon de la tasa de embarazos por ciclo al
aumentar el tiempo hasta el procesamiento seminal: <45 min.
(62.5%), <60 min. (44.4%), <90 min. (33.3%) y > 90 min. (16%),
confirmando las observaciones de Yavas. Sin embargo, obtuvimos dos
gestaciones en muestras seminales capacitadas a los 100 y 110
minutos desde la obtencion seminal.

Por contra, Alexander (2005) en una serie de 210 ciclos, no
encuentra diferencias al estudiar los ciclos con gestacion y sin ella, en
los mismos intervalos de tiempo, pero en todos ellos el procesamiento
de las muestras se realizd6 en un tiempo medio inferior a los 30
minutos desde la obtencién, observandose un mayor rango para los
ciclos sin embarazo (6-90 min. vs. 6-36 min.). Jee Song (2007)
tampoco encuentra diferencias en los intervalos de tiempo entre
embarazadas y no embarazadas, pero al igual que Yavas, no se
obtuvieron gestaciones en ninguno de los 7 ciclos en que la exposicidon
al plasma seminal supero los 60 minutos, manteniendo tiempos
inferiores a 100 minutos entre la obtencidon seminal y la Inseminacién,
en todos los ciclos.

El limite maximo de intervalo establecido por la OMS desde la
recogida seminal hasta su entrega al laboratorio es de una hora. Este
limite es aplicable para “el andlisis diagndstico del semen”, ya que se
mantiene una aceptable movilidad espermatica durante las primeras 2
horas, lo cual no compromete el estudio clinico de la muestra (Appell y
cols., 1977) (Licht y cols., 2008), pero este limite, podria no ser
aplicable a 1a” transformacion terapéutica seminal”

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 capacitacién espermatica y su incapacidad
fertilizadora, asi como la exposicidon prolongada a los radicales libres
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(ROS: reactive oxygen species) asociados a una menor capacidad
fertilizante de los espermatozoides (Zorn y cols., 2003) ya que inducen
peroxidacion lipidica, dafio en el ADN vy la apoptosis de los
espermatozoides (Kothari y cols., 2010). Nuestros datos y los de
Yavas parecen validar las recomendaciones realizadas por Mortimer en
1994, de realizar el procesamiento seminal, en el menor tiempo
posible desde su obtencidn

Aunque la movilidad de los espermatozoides aislados del
plasma seminal se podrian mantener por periodos de hasta 24 horas a
37 ° C (Gorus vy cols., 1983), se recomienda realizar la Inseminacion
lo antes posible. Realizamos la Inseminaciéon con un intervalo de
tiempo inferior a 60 min., en el 98% de los casos y al igual que Yavas,
no encontramos diferencias significativas en los resultados al
fragmentar los tiempos: <20 min. (25% emb/ciclo), <30 min. (27%
emb/ciclo), <40 min. (27% emb/ciclo), < 60 min. (29% emb/ciclo) En
el Unico caso en que la Inseminacion se realizé superando los 60 min.
desde la capacitacién, no se obtuvo embarazo.

Segun el trabajo de Yavas, se necesita un intervalo de tiempo
desde la capacitacion a la Inseminacion de tres horas, para llevar la
probabilidad de embarazo a cero. Esto sugiere que la exposicién de los
espermatozoides al medio de lavado, es menos lesivo para su
capacidad fertilizante, que su exposicion al plasma seminal, donde la
probabilidad de embarazo llega a cero, tras hora y media de
exposicion. La combinacion de sustancias de los medios de lavado
espermatica mimetizan la composiciéon del fluido tubarico (Quinn y
cols., 1985). Sin embargo, la tasa de embarazo disminuye cuando se
superan los 60 minutos. Un consumo excesivo de las fuentes de
energia (glucosa y fructosa) presentes en el medio de lavado seminal
(Williams y Ford, 2001) o una capacitacion prematura por ausencia de
factor decapacitante o por induccién autocrina (Wu y cols., 2001)
puede explicar esta perdida funcional del espermatozoide en funcion
del tiempo.

El tiempo medio invertido desde la obtencidon de la muestra y la
Inseminacidon en nuestro estudio, fue de 142 minutos. No encontramos
diferencias significativas para las tasas de embarazo/ciclo, en los
intervalos de tiempo <120 min., 121-150 min., y >150 min. Sin
embargo cuando el tiempo invertido fue superior a 150 minutos la tasa
de embarazo/ciclo se redujo a la tercera parte (11% vs. 35%). Este
limite de tiempo no coincide con el referido por Yavas, que lo establece
en 120 minutos. Pero si coincidimos, al encontrar una ausencia de
embarazos, cuando se superan las tres horas entre la obtencion y la
Inseminacion.
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Existen pocos estudios relacionados con la pérdida fecundante
del espermatozoide en funcion del tiempo, tras su capacitacion en el
laboratorio, por lo que uno de los objetivos de esta tesis fue averiguar
las variaciones de la actividad aminopeptiddsica en las muestras
capacitadas tras una, dos, tres y cuatro horas de finalizar el
procedimiento de lavado seminal.

2. REGULACION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS Y FERTILIDAD

2.1. Sobre la distribucion enzimatica obtenida.

Los primeros trabajos relacionados con el estudio de la actividad
peptidasica, su ubicacidn, caracteristicas bioquimicas y sustratos, se
remontan a principios de la década de los afios 60 del siglo pasado
pero, posiblemente, el verdadero interés por el estudio de las mismas
surgio a finales de la década de los 70 con el descubrimiento de que la
inhibicion del ECA (enzima convertidor de angiotensina), una peptidil
dipeptidasa (A), tenia efectos antihipertensivos (Ondetti y cols., 1977).

A partir de este momento, se multiplicaron las publicaciones
relacionadas con el estudio de las actividades proteoliticas, la
regulacion de sus péptidos bioactivos y los receptores de los mismos,
en diversas situaciones tanto fisiolégicas como patoldgicas, tratando
ademas de encontrar aplicaciones clinicas a los mismos.

En cualquier caso, la mayoria de los estudios estuvieron
encaminados a la descripcion de las actividades enzimaticas en
sistema nervioso central, posiblemente debido a la declaracién de los
anos 90 como la “década del cerebro”.

A partir del nuevo siglo, han venido también apareciendo
diversos estudios de la actividad proteolitica, tanto fisiolégica como
patoldgica, en otros tejidos como musculo esquelético, corazén, higado
y rindn. Sin embargo, el primer ensayo experimental que implicaba
estos enzimas en la fertilidad, se remonta precisamente al afio 2002,
en que Fernandez y cols. describieron 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 Ila regulacibn de péptidos
fisioldgicamente activos tanto en testiculos/epididimo, como en el
propio espermatozoide.
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Estos resultados  pueden ser  cualitativa pero no
cuantitativamente comparados con los presentados en el presente
trabajo de investigacién, ya que los resultados de Fernandez fueron
realizados en semen de donante fértil (normozoospérmico) y no
tratado, es decir, los ensayos se realizaron directamente sobre las
muestras seminales sin capacitar. Sin embargo, los resultados
presentados en este proyecto se han obtenido de muestras
astenozoospérmicas capacitadas que contenian exclusivamente
espermatozoides. En cualquier caso, parece que en la fraccion
espermatica, los niveles peptidasicos son inferiores cuando la
movilidad esta disminuida.

Fernandez y cols. realizaron los ensayos en varias fracciones
seminales (liquido seminal, fraccion espermatica citosélica, fraccion de
membrana y prostasomas) y los compararon con las actividades
obtenidas en otros tejidos, limitando su estudio a los enzimas
reguladores de los niveles encefalinérgicos, es decir, aminopeptidasas
sensible e insensible a puromicina y endopeptidasa neutra.

Describieron por vez primera los niveles de NEP en prostasomas,
y observaron que, en general, las mayores actividades se presentaban
a este nivel. Dado que estas vesiculas han sido implicadas en diversas
funciones fisioldégicas reproductivas, como la movilidad espermatica,
licuefaccion del semen e inmunosupresién, propusieron que estas
peptidasas podrian estar directamente implicadas en estos procesos.
Teniendo en cuenta que nosotros apreciamos actividad también a nivel
espermatico, no es descartable una importante funcionalidad de estos
enzimas en procesos como la movilidad espermatica y la propia
fertilizacion. Estos aspectos los discutiremos mas adelante en este
mismo apartado, ya que, debido a su ubicacién especifica, no es
extrafo encontrar bajos niveles de NEP en las muestras analizadas en
el presente estudio.

Cualitativamente hablando, estudios realizados en nuestro
laboratorio (Valdivia, 2004) demostraron que, en muestras
normozoospérmicas, 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.

Nuestros resultados en muestras astenozoospérmicas
encuentran que, a nivel espermatico, y contrariamente a lo que ocurre
en semen normozoospérmico, los mayores niveles de actividad
corresponden a la dipeptidil peptidasa 1V, seguida de Ia
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
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descritos. La aminopeptidasa acida presenta valores ligeramente
inferiores a las cuatro anteriores, mostrando la endopeptidasa neutra
valores minimos de actividad.

De todos los péptidos controlados por peptidasas, ha sido
posiblemente el grupo de los opioides enddgenos, los mas ensayados
en relacién con la fertilidad humana, tanto masculina como femenina.

Concretamente, estos péptidos se encuentran ampliamente
expresados en distintos érganos del aparato reproductor masculino,
como el epididimo, la préstata, vesiculas seminales y testiculos (Fabbri
y cols., 1988; Zhou y cols., 1990), aunque su papel en la reproduccién
masculina no es bien conocido y, en muchos aspectos controvertido.
Pero si estd claro que estos péptidos juegan un papel en la
reproduccion humana ya que ha sido ampliamente descrita una
disminucidon general de la motilidad espermatica (astenozoospermia)
en personas adictas a opiaceos (Ragni 1988), habiéndose propuesto un
posible papel en la espermatogénesis (Kew 1990) pero
desconociéndose su efecto sobre la funcionalidad espermatica.

El efecto de los péptidos es regulado por su hidrolisis
enzimatica. La corta cadena que presentan los péptidos opioides
enddgenos es especialmente susceptible a la accidn de las peptidasas,
por lo que el estudio de los enzimas degradadores de encefalinas en
muestras seminales podria permitir conocer la implicacién de estos
péptidos en el proceso reproductivo.

Sabemos que las encefalinas son inactivadas por accion hidrolitica
de enzimas especificos, siendo dos las vias mas importantes de
inactivacion:

1) la hidrdlisis de la unidn Gly-Phe, mediante la encefalinasa o
endopeptidasa 24.11 (endopeptidasa neutra o NEP)

2) EIl desdoblamiento de la unidon Tyr-Gly mediante
aminopeptidasas, concretamente la aminopeptidasa neutra (EC
3.4.11.2) o APN.

El semen humano es un fluido constituido por la secrecion de
diferentes glandulas genitales. Ademas de los espermatozoides y
varios constituyentes solubles, el semen presenta pequefnas
estructuras corpusculares denominadas prostasomas (debido a su
origen prostatico). Estos prostasomas son vesiculas membranosas que
contienen grandes cantidades de colesterol, esfingomielina, calcio y
proteinas, de las cuales, varias son enzimas. Han sido implicados en
varias funciones fisioldgicas como la mejora de la motilidad
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espermatica (Arienti y cols., 1997)), la licuefaccion del semen (Utleg y
cols., 2003) y la inmunosupresion. (Burden y cols., 2006)

Trabajos recientes (Subiran y cols., 2008; Aguirregoitia y cols.,
2006; Valdivia y cols., 2004; Fernandez y cols., 2002) han encontrado
una alta actividad peptidasica en semen normozoospérmico, siendo la
fraccion de los prostasomas la mas activa. Sin embargo, la distribucién
de ambos enzimas no es homogénea en las diversas fracciones
seminales ensayadas. Asi, la NEP se presenta fundamentalmente en
prostasomas, mientras que la APN es mas espermatica. Ambos
enzimas son abundantes en liquido seminal, siendo en todos los casos
la actividad enzimatica muy superior a la existente en otros tejidos
(por ejemplo, 10-20 veces superior a la encontrada en cerebro).

De hecho, los estudios de Fernandez (2002) no mostraron
actividad NEP en espermatozoide normozoospérmico. Sin embargo,
nuestros resultados en muestras astenozoospérmicas muestran ambas
actividades, APN y NEP, si bien es cierto que los niveles de NEP en
espermatozoide son muy bajos. Podriamos entonces pensar que quizas
esta actividad seria un artefacto sin actividad real en el esperma. Sin
embargo, estudios recientes (Subiran y cols., 2008) han demostrado
que una pequefia proporcion de los espermatozoides
normozoospermicos ensayados presentaban inmunotincion para NEP
en el cuello de los mismos. Aun asi, los resultados son muy
contradictorios ya que, en conjunto, no se ha observado
inmunorreactividad NEP por Western blot, pero como hemos dicho,
estudios de inmunofluorescencia mostraron tincién intensa en el cuello
pero de unos pocos espermatozoides, y el ARN mensajero para la NEP
fue detectado por PCR en tiempo real.

Por tanto, la baja actividad de endopeptidasa neutra descrita en
espermatozoides astenozoospermicos no es un artefacto sino que se
trata de una actividad enzimatica con una accion restringida a este
nivel y muy localizada en la estructura del mismo. Ademas, los bajos
niveles obtenidos en el conjunto pueden ser perfectamente el reflejo
de su presencia en solo unos pocos espermatozoides. En este sentido,
podriamos estar de acuerdo con Subiran en el hecho de que la escasa
presencia de inmunorreactividad NEP, podria ser el resultado de los
diferentes estados funcionales que sufren las membranas espermaticas
durante la reorganizacion en la capacitacién (Flesch y Gazella, 2000).
En cualquier caso, parece claro que la funcion mas importante de este
enzima no se encuentra a nivel espermatico, sino a nivel prostasémico.

La Aminopeptidasa neutra (APN) presenta altos niveles de
actividad en los espermatozoides, tanto normos como
astenozoospérmicos, si bien, como hemos comentado, los niveles de
actividad son menores en astenozoospérmicos. Esta enzima regula la
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actividad de las encefalinas y se han descrito elevadas concentraciones
de este péptido tanto en semen como en célula espermatica. Los
opioides ejercen su funcidén mediante su unidén a receptores especificos
de membrana, y hasta el momento se han descrito tres tipos de
receptores de opioides (mu, delta y kappa) en espermatozoides
humanos (Aguirregoitia y cols., 2006).

Aunque el efecto directo de los péptidos opioides en
espermatozoides no es todavia comprendido y, de hecho, es incluso
objeto de controversia, nuestros resultados podrian arrojar alguna luz
sobre el tema.

El sistema opioide interviene claramente en la motilidad
espermatica, pero existen estudios contradictorios para explicar en que
sentido lo hace, ya que algunos proponen que aumentan la movilidad y
otros proponen lo contrario (Irazusta y cols., 2004; Fraioli, 1984;
Foresta, 1986; Fusijawa, 1996). Se ha llegado a sugerir, para explicar
la controversia, que estos diferentes efectos podrian ser causados por
la activacién de distintos receptores.

Conocemos que una alteracion comun en los adictos a opiaceos
(drogas) es una clara reduccion de la motilidad espermatica
(astenozoospermia). Es decir, altos niveles de opioides estarian
directamente relacionados con una disminucion en el grado de
movilidad. Nuestros resultados muestran altos niveles de APN en
espermatozoide, pero claramente inferiores a los observados en
muestras normozoospérmicas. Es decir, en este caso, una menor
degradacion de encefalinas (por unos niveles enzimaticos mas
reducidos) conllevaria mayores niveles de opioides endégenos, todo
ello relacionado a su vez con un descenso en la movilidad ya que,
recordemos, nuestros resultados han sido obtenidos de muestras
astenozoospérmicas.

Por tanto, los resultados presentados en la presenta Tesis
doctoral, parecen corroborar el hecho de que altos niveles de opioides
en semen humano estan directamente relacionados con un descenso
en la motilidad espermatica, lo que es coincidente con los resultados
de Irazusta y cols. (2004), Fraioli (1984) y Foresta (1986), pero son
contrarios a los obtenidos por Fusijawa (1996). Lo que no es todavia
cuantificable es que niveles pueden considerarse altos/bajos.

Las muestras estudiadas provienen de sémenes
astenozoospérmicos (recuento numérico dentro de la normalidad vy
movilidad disminuida). La muestra final obtenida y estudiada
dependera de la proporcion de espermatozoides moviles en la muestra
original. Es decir, a menor movilidad, menor numero de
espermatozoides recuperados Estos espermatozoides representan las
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células mas activas y/o de mas calidad fertilizante final, entendida
como la capacidad para fecundar el ovocito. En nuestros resultados
hemos observado una relacién inversa entre la actividad de la APN vy el
nimero de espermatozoides recuperados. Recuperaciones < de 6
millones, se asocian a una mayor actividad enzimatica que cuando el
recuento es superior a 6 millones (748 UPA vs 446 UPA). Es decir,
parece apreciarse que cuanto mayores son los niveles encefalinérgicos
(menor degradaciéon = niveles bajos de actividad enzimatica), mayor
es el numero de espermatozoides activos y, viceversa, a menores
niveles encefalinérgicos (mayor actividad degradativa) menor numero
de células espermaticas.

Se ha descrito que la necrozoospermia podria estar asociada a
altas actividades de aminopeptidasa N. La relacién de la actividad de
este enzima con la muerte celular ha sido también descrita en otros
tejidos. Asi por ejemplo, se ha observado que, a nivel cerebral, la
administracion de inhibidores especificos de la aminopeptidasa protege
de la muerte celular (Shishido 1999). Otro caso: Las células T de ratén
que presentan alta actividad de prolil-endopeptidasa son altamente
susceptibles de inducir muerte celular (Okada 2002). Con todo, no
resulta claro si la alta actividad aminopeptidasica asociada a la
necrozoospermia representa una causa O una consecuencia de la
muerte celular. Lo que si se puede apreciar con nuestros resultados es
que altos niveles de actividad peptidasica estan directamente
relacionados con bajos niveles de espermatozoides activos
recuperados, y que se ha descrito que tanto las encefalinas como otros
péptidos opioides pueden proteger a las células de la necrosis y
apoptosis (Hayashi 2002).

La funcion de la dipeptidil peptidasa IV en la fertilidad masculina
es controvertida. Asi, se ha encontrado actividad DPP en testiculos y
epididimos de algunos mamiferos como bovinos y ratas, siendo esta
actividad causada por DPP 4 en el epididimo, mientras que en los
testiculos es atribuida a DPP8/9. Pero, curiosamente, no se ha
encontrado actividad DPP en los espermatozoides a excepcién de los
incrustados en el epitelio, justo antes de su liberacién a la luz y en las
espermatidas que presentaban una tincion especifica para DPP9
(Dubois y cols., 2009). Estos resultados son contradictorios tanto con
los obtenidos en el presente trabajo de investigacién como con
resultados previos en muestras normozoospérmicas (Valdivia, 2004).

Nuestros resultados muestran no solo presencia de actividad,
sino que esta es la mas alta de las observadas en muestras
astenozoospérmicas, lo que sugiere un importante papel de este
enzima a nivel reproductivo y, posiblemente, relacionado directamente
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con la motilidad espermatica. Recordemos que en semen
normozoospérmico, los mayores niveles de actividad estudiada lo
muestra la APN (a nivel espermatico) por delante de la DPPIV,
invirtiéndose esta situacion en semen astenozoospérmico, lo que
indicaria que incrementos en esta actividad podrian asociarse a
disminucion en la motilidad espermatica.

Se ha descrito que la DPPIV es un enzima que regula niveles de:
GLP-1(Glucagon-like peptide 1), GIP (péptido insulinotroéfico
dependiente de glucosa), péptidos bioldgicos que contengan prolina (o
alanina), quemoquinas, factores de crecimiento, neuropéptidos,
péptidos vasoactivos (neuropéptido Y, péptido YY), sustancia P y
péptidos asociados con la taquicinina.

De los péptidos antecitados, los mas estudiados desde un punto
de vista de fertilizacion han sido la sustancia P y las taquicininas. Las
taquicininas han sido localizadas en las fibras nerviosas de los
testiculos, en células de Leydig de diferentes especies animales, y
también en las células de Sertoli de los testiculos del hamster
siberiano. Las taquicininas inhiben la liberacion de testosterona en los
testiculos o en fragmentos aislados de células de Leydig in Vitro.
Estimulan la liberacion de lactato y transferrina y la actividad de la
aromatasa en células de Sertoli in Vitro. Ambas lineas celulares
expresan el gen Preprotaquicinina, y este hecho sugiere que las
taquicininas se pueden sintetizar en los testiculos. Estos hallazgos
sugieren que estas sustancias pueden tener una funcién fisioldgica en
los testiculos como moduladores de las funciones de los diferentes
tipos de células contenidas en estos érganos (Debeljuk y cols, 2003).

La presencia de la sustancia P (SP) ha sido demostrada en el
eyaculado humano y en el plasma seminal (Debeljuk y cols., 2003;
Sastry y cols., 1991). Sastry y cols. informaron en este sentido que la
SP causa efectos tanto de inhibicion como de estimulacién sobre la
motilidad del esperma humano.

Recientemente se ha demostrado que las taquicininas causan
incremento dosis- dependiente en la proporcion de espermatozoides
de movilidad progresiva, produciendo una disminuciéon paralela del
porcentaje de espermatozoides moviles no progresivos en muestras
seminales incubadas con taquicininas. Estos efectos se mantenian
durante varias horas y dependian de la motilidad inicial y fueron mas
pronunciados cuando menor fue la movilidad inicial, siendo el péptido
SP la taquiquicina mas activa, en términos de potencia y efecto
maximo.

166 Ma Olga Ramén Martinez



TESIS DOCTORAL DISCUSION

Se ha demostrado la presencia de taquicininas en los
espermatozoides humanos, asi como sus receptores (NK1, NK2, NK3)
localizados en el acrosoma, pieza intermedia y flagelo del
espermatozoide. Estos datos apoyan la nocion de que las taquicininas
podrian actuar como moléculas de sefalizacién intercelular y de estar
implicadas en los procesos de reproduccion y fertilizacién (Ravina y
cols., 2007: Pinto y cols., 2010).

Con los resultados aqui obtenidos se apreciaria una doble
situacion que es lo que podria afectar directamente a la motilidad
espermatica: por un lado, bajos niveles de APN se correlacionarian con
altos niveles de encefalinas, y altos niveles de DPPIV con bajos niveles
(por aumento en su degradacion) de taquicininas y sustancia P, lo que
en su conjunto podria disminuir la motilidad espermatica.

El resto de los enzimas ensayados presenta, en general,
actividades muy inferiores a las anteriormente mencionadas. Asi, los
niveles obtenidos para la POP, APB, pGlu-API y APA, son similares
entre ellos, pero del orden de 10 veces inferiores a los observados
para la APN y DPPIV. Hay pocos estudios previos sobre la presencia e
implicacidon de estas enzimas en el tracto reproductor masculino tanto
en humanos como en animales de experimentacion.

Asi, la expresién de Prolil oligopeptidasa (POP) en testiculo de
ratdn es maxima a los 2 semanas de vida, reduciéndose gradualmente
a partir de entonces. Las sefales positivas se detectaron en todos los
tipos de células en los tubulos seminiferos antes de la maduracion, y
se limitaron a espermatidas en el ciclo de la espermatogénesis en
estadios I-VIII en ratones adultos.

La POP se detectdé en la fraccion insoluble de los
espermatozoides. Analisis inmunohistoquimicos demostraron que esta
localizada en las espermatidas en los pasos 12-16 de espermiogénesis
y en la pieza intermedia del flagelo. También se encontré que los
inhibidores especificos de POP (poststatin y benzyloxycarbonyl-proline-
prolinal), suprimen la motilidad espermatica. Kimura (2002) sugiere
que la POP puede estar involucrada en la meiosis de los
espermatocitos, la diferenciacion de las espermatidas, y motilidad de
los espermatozoides en el ratén.

Dados los niveles de actividad encontrados en el presente
estudio, parece efectivamente deducirse la importancia que esta
actividad puede tener en la motilidad espermatica, dada la ubicacidn
de la misma (pieza intermedia del flagelo) y del hecho de que su
actividad es muy inferior a la de NEP.
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El siguiente enzima en actividad es la aminopeptidasa basica. Ha
sido purificado en extractos homogeneizados de testiculo de rata.
Presenta un 33% de identidad y un 48% de similitud con el
leucotrieno-A4 hidrolasa, una relacién reforzada por la capacidad de
APB para hidrolizar leucotrieno A4. AP-B y su ARNm se detectaron en
la linea germinal y en las células de Sertoli y peritubulares de los
tubulos seminiferos. Mediante inmunohistoquimica, la aminopeptidasa-
B resultd ser particularmente abundante en los tubulos seminiferos en
las ultimas etapas de la espermatogénesis y fue claramente detectado
en una zona restringida de espermatidas alargadas, concentrandose
masivamente en los cuerpos residuales. Debido a que la enzima se
encontrd en el medio conteniendo espermatocitos y espermatidas y en
el acrosoma durante la formacién de los espermatozoides, sugieren
una implicacion de esta exometalopeptidasa en los mecanismos de
procesamiento de proproteinas y propéptidos en el curso de la
diferenciacion espermatica (Cadel, 1997). A pesar de esta ubicacion, y
habida cuenta de los niveles apreciados en este trabajo, no se puede
descartar un papel de la APB en el espermatozoide maduro,
posiblemente también relacionado con mecanismos de procesamiento
de péptidos regulados por este enzima.

La presencia de piroglutamil peptidasa I ha sido previamente
referida en diversos fluidos de secrecion como el semen humano
(O'Cuinn y cols., 1990), habiéndose observado en todas las fracciones
del liquido seminal, presentando una mayor actividad en la fraccion de
espermatozoides, si bien los estudios previos abarcan solo esperma
normo y necrozoospermico. En este sentido, esta actividad era mayor
€en semen cON hecrozoospermia que en semen con normozoospermia.
Aunque resultan dificiles de comparar, parece que los niveles
obtenidos en muestras astenozoospérmicas son superiores a los
observados en muestras normozoospérmicas, lo que podria resultar
coincidente con resultados previos y apoyar la hipdtesis de que este
enzima pudiera participar en la regulacién de los niveles de los
analogos de TRH seminales y en la mediacién de la muerte asociada
con el esperma necrozoospérmico (Valdivia y cols., 2004).

La principal funcidon bioquimica de la Aminopeptidasa A es
convertir la angiotensina II en angiotensina III, rompiendo el N-
terminal de aminodacidos &cidos (aspartato), sirviendo como paso
limitante en el metabolismo de la Angiotensina II. Por ello, el principal
papel atribuido a la APA es el de regular el sistema renina-
angiotensina intrarrenal, habiendo sido descrita en la superficie de las
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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 presidon arterial,
habiéndose establecido lineas de investigacion, en busca de farmacos
antihipertensivos por bloqueo de esta aminopeptidasa (Bodineau vy
cols., 2008).

Sin embargo, se han encontrado también componentes del RAS
en los testiculos, epididimo, conductos deferentes, prdstata y semen.
Las funciones del RAS 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, Ila
espermatogénesis, la maduracion de espermatozoides, la capacitacion,
la exocitosis acrosomal y la fertilizacién (Leung y Sernia, 2003). Los
niveles de actividad espermatica obtenidos en el presente trabajo,
parecen en cualquier caso corroborar el papel del RAS en la
fertilizacién.

De todo lo anterior, se deduce que, tanto los péptidos bioactivos
como las peptidasas que los regulan, estarian implicados directamente
en la fertilidad, pudiendo suponer que lo estarian regulando tanto la
motilidad espermatica como los procesos de, espermatogénesis,
maduracion de espermatozoides y la capacitacion.

2.2. Sobre las modificaciones metabdlicas en el tiempo.

Como hemos comentado en la Introduccion, se define
clinicamente la esterilidad como “la incapacidad de concebir después
de al menos 1 afio sin proteccién de coito”. Se estima que afecta al
10% de las parejas en edad reproductiva, pero en los Ultimos afios se
ha producido un aumento de su incidencia, debido a la aparicidon de
una esterilidad de causa social, que retrasa el deseo gestacional hacia
edades que implican un declive natural de la fertilidad, alcanzando el
problema al 15% de la poblacion.

Actualmente la Inseminacion Intrauterina es el tratamiento de
eleccion en esterilidades por factor masculino leve, disovulacién y por
causa desconocida. Es una técnica barata, poco invasiva, y con un alto
grado de eficacia en los casos indicados. El tratamiento de IIU conlleva
una serie de procesos en los que el factor tiempo aplicado al
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procesamiento seminal, puede ser un factor prondstico fundamental
desde un punto de vista de mejora de resultados. Estos procesos
incluyen: la recogida seminal, el proceso de lavado espermatico
(“sperm wash”), la capacitacion espermatica y la propia IUI.

Se desconoce durante cuanto tiempo mantienen el ovocito y el
espermatozoide humanos la capacidad de fertilizar o ser fertilizado,
aunque se estima entre 12-24 horas para el ovocito y 48-72 horas
para el espermatozoide. Sin embargo, la WHO (the World Health
Organization) recomienda que el tratamiento seminal debiera
producirse como maximo entre 30 minutos y una hora tras obtencion
del mismo.

La muestra de semen se recoge, excepto en casos especiales,
por masturbacién, tras un periodo de abstinencia sexual no inferior a 2
dias (dado que puede disminuir el recuento espermatico), ni superior a
7, en un frasco estéril, teniendo un especial cuidado en que no se
derrame parte de la misma y se recoja todo el eyaculado, dado que la
primera porcion contiene la mayor cantidad de esperma. Tanto el
anadlisis espermatico como el tratamiento previo de las muestras,
deberia producirse antes de una hora desde la obtencion. Por ello, se
recomienda (WHO) que la recogida de muestra se lleve a cabo en un
lugar privado pero cercano al laboratorio.

Sin embargo, la mayoria de los pacientes prefiere una obtencion
mas privada en el domicilio, por lo que, en el presente estudio, las
muestras se obtuvieron en el domicilio o bien en la Unidad de
Reproduccion, cuando la distancia geografica fuera excesiva vy
condicionara un intervalo de tiempo superior a una hora desde la
obtenciéon hasta la entrega. Antes del procesamiento la muestra se
mantiene a temperatura ambiente (20 °C-22 C ©°) hasta su total
licuefaccion y no debe pasar mas de una hora desde su obtencion
hasta su procesamiento. El factor tiempo en relacién con la recogida de
muestra y comienzo del tratamiento es un aspecto muy controlado,
pero desgraciadamente, no siempre se produce la entrega en los
limites horarios establecidos.

La muestra seminal se procesa en el laboratorio. Su objetivo es
eliminar el plasma seminal, que posee acciones decapacitantes, asi
como leucocitos, bacterias y los espermatozoides muertos que al
producir radicales de oxigeno (ROS), influyen negativamente en la
capacidad de fertilizar el dvulo. Las dos técnicas mas empleadas son:
el “swin-up” que permite recuperar los mejores espermatozoides
mediante migracion al sobrenadante, y el método de gradientes,
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(SupraSperm, Origio Medicult Media, Jyllinge, Dinamarca), donde se
obliga a los espermatozoides a atravesar varios gradientes de distinta
densidad, obteniendo los espermatozoides del pellet de mas densidad.
Ambas técnicas obtienen resultados clinicos similares al utilizarse en
TRA, aunque la concentracién de espermatozoides moviles progresivos
es mayor con la técnica de gradientes, ya que ambos métodos
permiten la obtencion de una poblacién de espermatozoides con un
bajo porcentaje de apoptosis. Por ello, es la técnica de Gradientes de
Densidad la que empleamos habitualmente en nuestro programa de
Inseminaciones Intrauterinas. Nos permite una mejor recuperacién de
espermatozoides modviles, sobre todo en las muestras con baja
concentracion espermatica 6 de movilidad. La duracién del
procesamiento seminal es el mismo, en todas las muestras.

Una vez obtenidos los espermatozoides hiperactivos, se procede
al tratamiento de IIU. A pesar de que se recomienda un tratamiento
inmediato tras capacitacion (Mortimer, 1994), lo cierto es que los
espermatozoides pueden sobrevivir 24 horas en el medio de cultivo,
cuya composicidon es similar al fluido tubarico (Quin y cols., 1985). Sin
embargo, un ensayo reciente (Yavas y Selub, 2004) presenté un
trabajo epidemiolégico en el que se planteaba la relacion directa que
podia existir entre el tiempo transcurrido entre la obtencién de la
muestra de semen y la inseminacion tras la capacitacién seminal y la
tasa de embarazo obtenidas. En dicho estudio concluyeron que
retrasar el tratamiento del semen de 30 minutos hasta 1 horay / o
retrasar la IIU de 90 minutos hasta 2 horas después de la recoleccion
compromete el resultado del embarazo en la ciclos de IIU, por lo que
las muestras de semen deben ser tratados tan pronto como se pueda,
después de la licuefaccion y en los 30 minutos de la obtencién, y la
IIU debe realizarse tan pronto como se termine la preparaciéon seminal
(capacitacién) y como maximo a los 90 minutos de la eyaculacién. En
su estudio, observaron un 48% de embarazos, si la muestra se
procesaba dentro de los 30 minutos de la obtencién, frente al 18% si
la capacitacidon se iniciaba de 31-60 minutos después (p=0.02). Asi
mismo las tasas de embarazo disminuian si el intervalo de tiempo
desde la obtencién hasta la inseminacion era de 90 minutos (99%),
91-120minutos (22%) o > 120 minutos (7%) (p<0.0001).

Por ello, en el presente trabajo realizamos por un lado, un
seguimiento clinico entre la obtencidn de la muestra, capacitacion, el
tiempo transcurrido hasta la IIU y la tasa de embarazo obtenida, y por
otro, un estudio metabdlico en el que ensayamos las posibles
modificaciones temporales que aparecian en el metabolismo peptidico
tras la capacitacién espermatica. Los resultados clinicos los
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presentamos en apartado diferente (ver apartado 1 de la discusién),
asi como la discusion conjunta de ambos apartados.

Nos planeamos realizar un seguimiento de la actividad
metabdlica peptidérgica a lo largo del tiempo, es decir, a diferentes
tiempos post-capacitacion. El intervalo temporal planteado fue de una
hora hasta empezar a obtener las primeras modificaciones
significativas, que conllevarian cambios en la regulaciéon peptidérgica.
Como hemos presentado en el apartado de material y métodos, los
tiempos ensayados fueron: 0 y 1, 2, 3 y 4 horas postcapacitacion,
momento en que comenzamos a observar alteraciones significativas en
algunos de los enzimas.

Tomando como referencia la determinacion postcapacitaciéon, es
decir, el considerado tiempo 0, no obtuvimos diferencias significativas
de actividad en ninguno de los enzimas ensayados ni a la primera,
segunda ni tercera hora tras capacitacién espermatica.

Sin embargo, y aunque los cambios no se produjeron en todos
los enzimas, a la cuarta hora empezaron a apreciarse diferencias
significativas en relacion con las determinaciones temporales
anteriores. Estos resultados parecen indicar que, al menos desde un
punto de vista metabdlico, no hay alteraciones significativas hasta la
tercera hora después de la capacitacién, lo que podria indicar que en
este espacio temporal (hasta tres horas) se podrian mantener los
niveles de capacidad fertilizante de los espermatozoides, resultados
que no son coincidentes con los obtenidos por Yavas y Selub en 2004,
pero se aproximan mas a las indicaciones de la WHO, que plantean
una capacidad y una supervivencia espermatica mayor.

Una de las posibles explicaciones a las modificaciones
observadas a las cuatro horas podria ser directamente que se empieza
a producir apoptosis celular. Sin embargo, no descartando en absoluto
esta posibilidad, cabria hacerse alguna reflexion al respecto, ya que las
alteraciones observadas no parecen ser homogéneas en todos los
enzimas, lo que podria quizd indicar un proceso adaptativo del
espermatozoide para mantener su capacidad fertilizante.

Asi, no se observan modificaciones significativas en la Pro-
aminopeptidasa, NEP y APN, si bien, en este ultimo caso, se observa
un incremento no significativo a la cuarta hora postcapacitacién. Esto
podria indicar una posible mayor degradacién encefalinérgica en ese
momento, lo que contribuiria a un descenso en los niveles peptidicos
que, como hemos indicado, favoreceria una mejor movilidad
espermatica (Subiran y cols., 2008; Sastry, 1991).
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Tampoco se observan alteraciones significativas en la pGlu-
aminopeptidasa si bien, a la cuarta hora, se aprecia un descenso no
significativo en esta actividad proteolitica. Aunque, como hemos
presentado anteriormente, resultan dificiles de comparar, parece que
los niveles obtenidos en muestras astenozoospérmicas son superiores
a los observados en muestras normozoospérmicas, lo que resultaria
coincidente con resultados previos y apoyaria la hipétesis de que este
enzima pudiera participar en la regulacién de los niveles de los
andlogos de TRH seminales y en la mediacion de la muerte asociada
con el esperma necrozoospérmico (Valdivia y cols., 2004). El descenso
en la actividad enzimatica observada a la cuarta hora podria
nuevamente tratarse de una adaptacion espermatica, disminuyendo el
nivel degradativo de la TRH y analogos, lo que conllevaria una mayor
capacidad fertilizante del espermatozoide.

Contrariamente a los casos anteriores, tanto la DPPIV, como las
APB y APA, muestran incrementos significativos de actividad a la
cuarta hora postcapacitacién. Resulta interesante constatar que, a
pesar de tratarse de actividades enzimaticas diferentes, todas ellas
controlan, en mayor o menor grado los mismos o similares péptidos:
Taquicininas y sustancia P, angiotensinas e, incluso, opioides. Todos
estos péptidos han sido, de una u otra forma, relacionados con la
motilidad espermatica (Pinto y cols., 2010; Fraser 2001; Fraioli, 1982),
si bien los diferentes estudios realizados hasta el momento no aclaran
el posible papel de cada uno de ellos en dicha movilidad ya que,
incluso, se ha observado que por ejemplo, tanto los opioides como las
taquicininas pueden producir las dos situaciones: incrementos vy
descensos en la movilidad, por lo que los resultados aqui obtenidos no
pueden, desgraciadamente, resultar concluyentes.
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3. INTEGRACION DE RESULTADOS.

Como hemos podido apreciar al ir desarrollando la discusion de
los resultados, se dan varias circunstancias que reflejan la importancia
gue cada uno de los enzimas ensayados podria tener sobre la fertilidad
espermatica, confirmandose, en general, la importancia del sistema
opioide en dicho proceso ya que los mayores niveles enzimaticos los
presentan precisamente las proteinas implicadas en el control
metabdlico encefalinérgico, asi como en la DPPIV. Recordemos que el
muestras normozoospérmicas es, efectivamente la APN el enzima que
muestra mayor actividad, seguida de la DPPIV, pero ésta situacion se
invierte en semen astenozoospérmico (Valdivia, 2004).

Al estudiar las posibles modificaciones que, con el tiempo
postcapacitacidn, se observan en las distintas proteinas ensayadas,
parece desprenderse que no hay una alteracion metabdlica clara
durante las tres primeras horas, apareciendo las alteraciones a partir
de la cuarta hora. De esto podria deducirse que los primeros
momentos tras la capacitacién, serian adecuados para llevar a cabo el
proceso fertilizante. En nuestro caso, las inseminaciones fueron
realizadas durante la primera hora postcapacitacion, no encontrando
diferencias significativas para las tasas de embarazo/ciclo, en los
intervalos de tiempo <20 min., <30 min., <40 min. y <60 min. Es
posible, que la capacidad fertilizante del semen dependiente de este
grupo enzimatico, se mantenga, a la vista de la escasa variacién de su
actividad, durante las primeras tres horas tras la capacitacion

Sin embargo cuando el tiempo invertido entre la obtencion y la
inseminacion fue superior a 150 minutos la tasa de embarazo/ciclo se
redujo a la tercera parte (11% vs. 35%). Este limite de tiempo no
coincide con el referido por Yavas, que lo establece en 120 minutos.
Pero si coincidimos, al encontrar una ausencia de embarazos, cuando
se superan las tres horas entre la obtencion y la Inseminacion.

Quiza el problema radique en el intervalo de tiempo entre la
obtencién y su prepararon. Cuando observamos la tasa de embarazo
por ciclo, en funcidon de este intervalo de tiempo, observamos que se
produce una tasa de embarazo del 50% (<60 minutos), 30% (60-90
minutos) y del 16% si el tiempo es superior a los 90 minutos.

Si distribuimos las actividades enzimaticas en funcién del
resultado clinico, apreciamos que la APN presenta menores niveles de
actividad (a tiempo cero) en sémenes que consiguen fertilizacion
frente a los que no lo consiguen (p<0.05). La actividad media
enzimatica en las muestras seminales utilizadas en pacientes que
obtienen resultado positivo es de 300 UAP vy, curiosamente, existe
una relacién directa entre el nUmero de espermatozoides recuperados.
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Es decir, mayor nivel espermatico, mejor resultado en embarazos vy
menor actividad enzimatica reguladora de encefalinas.

Concretamente, en nuestros resultados podemos observar como
la actividad de APN esta directamente relacionada con dicho numero
de espermatozoides activos recuperados y con la tasa de embarazo
obtenido. Cuando el numero de células espermaticas es inferior a 6
millones/ml, los niveles medios de actividad enzimatica son casi el
doble (748UAP) que con cifras espermaticas superiores a 6 millones
(446 UAP). Es decir, parece apreciarse que cuanto mayores son los
niveles encefalinérgicos (menor degradacién = niveles bajos de
actividad enzimatica), mayor es el numero de espermatozoides activos
y, viceversa, a menores niveles encefalinérgicos (mayor actividad
degradativa) menor numero de células espermaticas. Ademas, la
mayor tasa de embarazos se observa en muestras procesadas en la
primera hora tras su obtencion.

Como ya hemos presentado anteriormente, no estamos
hablando de movilidad, sino de nimero de espermatozoides activos.
Como ya hemos descrito, la necrozoospermia podria estar asociada a
altas actividades de aminopeptidasa N. No resulta claro si la alta
actividad aminopeptidasica asociada a la necrozoospermia representa
una causa 0 una consecuencia de la muerte celular. Si embargo,
clinicamente conocemos que las muestras seminales, van perdiendo
movilidad y numero de espermatozoides vivos, segun transcurre el
tiempo desde su obtencidon, por lo que se han establecido limites
horarios para un correcto diagnostico seminal (< de dos horas) (WHO).
Lo que si se puede apreciar con nuestros resultados es que altos
niveles de actividad peptidasica estan directamente relacionados con
baja tasa de embarazo y bajo recuento de espermatozoides, que a su
vez se observa en muestras procesadas en un tiempo superior a los
90 minutos. Por lo que es probable, que las encefalinas y otros
péptidos opioides pueden proteger a las células de la necrosis y
apoptosis (Hayashi, 2002).

La variabilidad de la actividad enzimatica de la APN en el tiempo
es estable, hasta la cuarta hora, en que se produce un aumento de su
actividad. Este patron se mantiene tanto en las muestras que
embarazan, como en las no fértiles, siguiendo un modelo paralelo en
sus valores

Las recomendaciones de Yavas, parecen confirmarse en este

estudio, donde se aprecian variaciones de resultados clinicos vy
enzimaticos en funcion del tiempo desde la obtencion y la
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inseminacién. Sin embargo nuestro intervalo de tiempo “critico” es de
150 minutos, en lugar de los 120 minutos referidos por él.

No encontramos diferencias significativas en el resto de los
enzimas estudiados, cuando analizamos su actividad en tiempo “0”
entre el grupo de embarazos y no embarazos, aunque hay menor
actividad en la DPP 1V, PRO y ASP y mayor actividad en la APB en las
muestras que no embarazan. Los valores son similares para la NEP y la
PGLU. Ademas observamos, de nuevo, una variacion paralela de su
actividad a lo largo de las cuatro horas, con la excepcién de la DPP IV
y la PRO, que la aumentan a la cuarta hora, en el grupo de embarazos.

En resumen, la presencia de todas estas actividades enzimaticas
corrobora el papel que pueden tener todas ellas en la capacidad
fertilizante de los espermatozoides, si bien los diferentes niveles de
actividad obtenidos parecen demostrar tanto la diferente funcién como
la posible importancia que los distintos enzimas podrian tener en la
capacidad fertilizante espermatica. La actividad enzimatica real del
espermatozoide, es desconocida. Recordemos que fisiolégicamente, es
inmediatamente después de la eyaculacidon cuando inicia su capacidad
fertilizante, a través del paso directo al aparato genital femenino y que
nuestras observaciones se basan en muestras que proceden de
eyaculados de hasta mas de 90 minutos.

Por otro lado, parece deducirse inicialmente que, al no
apreciarse modificaciones significativas de actividad con el tiempo
(hasta la cuarta hora), la capacidad fertilizante de los espermatozoides
astenozoospérmicos no se veria alterada al menos durante las
primeras tres horas tras la capacitacion. Sin embargo, parece que los
primeros 90 minutos, desde la obtencion seminal, son importantes
para el metabolismo del espermatozoide, ya que transcurrido ese
tiempo la tasa de embarazos se desploma. Las recomendaciones de
Yavas, parecen confirmarse en este estudio, donde se aprecian
variaciones de resultados clinicos y enzimaticos en funcién del tiempo
desde la obtencién y la inseminacién. Sin embargo nuestro intervalo
de tiempo “critico” es de 150 minutos, en lugar de los 120 minutos
referidos por él, siendo el intervalo mas importante el transcurrido
desde la obtencidn hasta el inicio de la capacitacion.

Finalmente, las recomendaciones de Yavas, parecen confirmarse
en este estudio, donde se aprecian variaciones de resultados clinicos y
enzimaticos en funcion del tiempo desde la obtencion y la
Inseminacion. Hemos encontrado una disminucién en la actividad
enzimatica, en aquellas muestras procesadas antes de los 45 minutos
desde su obtencién en la APN, DPPIV, y PGLU. Estos valores se
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incrementan segun se alarga el tiempo desde la obtencién, hasta la
capacitacion. Inversamente, la actividad era mayor para la PRO, NEP,
APB y ASP. Curiosamente, es en este grupo de muestras, donde se
obtiene la mayor tasa de embarazos (50%). Sin embargo nuestro
intervalo de tiempo critico es de 150 minutos, en lugar de los 120
minutos referidos por él, siendo el tiempo transcurrido entre Ia
obtencién seminal y el comienzo de la capacitacion, determinante para
la consecucion del embarazo (< de 45 minutos) asocidndose a una
variacion de la actividad enzimatica, en el tiempo 0.
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1) Se describen por vez primera en  muestras
astenozoospérmicas (espermatozoide completo) la presencia de
diversos enzimas proteoliticos: Aminopeptidasa N, Endopeptidasa
Neutra, Prolil Endopeptidasa, Piroglutamil Peptidasa, Dipeptidil
Peptidasa IV, Aminopeptidasa B y Aminopeptidasa A.

2) A diferencia de lo descrito previamente para muestras
normozoospérmicas, los mayores niveles de actividad aparecen en la
DPPIV, seguida de la aminopeptidasa neutra. Los niveles enzimaticos
del resto de proteinas ensayadas son significativamente inferiores a las
anteriores.

3) Los bajos niveles de NEP detectados parecen corroborar una
presencia enzimatica con una accién restringida a nivel de cuello
espermatico muy localizada en la estructura del mismo. Ademas, los
bajos niveles obtenidos en el conjunto pueden ser perfectamente el
reflejo de su presencia en solo unos pocos espermatozoides.

4) Los resultados obtenidos al ensayar los niveles de
encefalinasas parecen corroborar el hecho de que altos niveles de
opioides en semen humano estan directamente relacionados con un
descenso en la motilidad espermatica.

5) Tomando como referencia la determinacidén postcapacitacion,
es decir, el considerado tiempo 0, no obtuvimos diferencias
significativas de actividad en ninguno de los enzimas ensayados ni a la
primera, segunda ni tercera hora tras capacitacion espermatica. Sin
embargo, y aunque los cambios no se produjeron en todos los
enzimas, a la cuarta hora empezaron a apreciarse diferencias
significativas en relacion con las determinaciones temporales
anteriores. Estos resultados parecen indicar que, al menos desde un
punto de vista metabdlico, no hay alteraciones significativas hasta la
tercera hora después de la capacitacién, lo que podria indicar que en
este espacio temporal (hasta tres horas) se podrian mantener los
niveles de capacidad fertilizante de los espermatozoides.

6) Cuando el tiempo invertido entre la obtencién y la
inseminacion fue superior a 150 minutos la tasa de embarazo/ciclo se
redujo a la tercera parte (11% vs. 35%). Este limite de tiempo no
coincide con el referido por otros autores, que lo establece en 120
minutos. Pero si coincidimos, al encontrar una ausencia de
embarazos, cuando se superan las tres horas entre la obtencién y la
Inseminacion.
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7) Si distribuimos las actividades enzimaticas en funcidon del
resultado clinico, apreciamos que la APN presenta menores niveles de
actividad (a tiempo cero) en sémenes que consiguen fertilizacion
frente a los que no lo consiguen (p<0.05). La actividad media
enzimatica en las muestras seminales utilizadas en pacientes que
obtienen resultado positivo es de 300 UAP y existe una relacion
directa entre el nimero de espermatozoides recuperados. Es decir,
mayor nivel espermatico, mejor resultado en embarazos y menor
actividad enzimatica reguladora de encefalinas.

8) Cuando el numero de células espermaticas es inferior a 6
millones/ml, los niveles medios de actividad enzimatica son casi el
doble (748UAP) que con cifras espermaticas superiores a 6 millones
(446 UAP). Es decir, parece apreciarse que cuanto mayores son los
niveles encefalinergicos (menor degradacidn = niveles bajos de
actividad enzimatica), mayor es el numero de espermatozoides activos
y, viceversa, a menores niveles encefalinergicos (mayor actividad
degradativa) menor numero de células espermaticas. Ademas, la
mayor tasa de embarazos se observa en muestras procesadas en la
primera hora tras su obtencion.

9) Al no apreciarse modificaciones significativas de actividad con
el tiempo (hasta la cuarta hora), la capacidad fertilizante de los
espermatozoides astenozoospérmicos no se veria alterada al menos
durante las primeras tres horas tras la capacitacién. Sin embargo,
parece que los primeros 90 minutos, desde la obtencién seminal, son
importantes para el metabolismo del espermatozoide, ya que
transcurrido ese tiempo la tasa de embarazos se desploma. Las
recomendaciones anteriores a este trabajo parecen confirmarse en
este estudio, donde se aprecian variaciones de resultados clinicos vy
enzimaticos en funcion del tiempo desde la obtencion vy la
inseminacién. Sin embargo nuestro intervalo de tiempo “critico” es de
150 minutos, en lugar de los 120 minutos referidos anteriormente,
siendo el intervalo mas importante el transcurrido desde la obtencion
hasta el inicio de la capacitacion.

10) Se observa una disminucién en la actividad enzimatica, en
aquellas muestras procesadas antes de los 45 minutos desde su
obtencién en la APN, DPPIV, y PGLU. Estos valores se incrementan
segun se alarga el tiempo desde la obtencién, hasta la capacitacién.
Inversamente, la actividad era mayor para la PRO, NEP, APB y ASP.
Es en este grupo de muestras, donde se obtiene la mayor tasa de
embarazos (50%). Sin embargo nuestro intervalo de tiempo critico es
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de 150 minutos, en lugar de los 120 minutos referidos por él, siendo el
tiempo transcurrido entre la obtencidn seminal y el comienzo de la
capacitacion, determinante para la consecucidon del embarazo (< de

45 minutos) asociandose a una variacién de la actividad enzimatica, en
el tiempo 0.
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