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Introduccion general

1. Marco conceptual

El proceso de fertilizacién se lleva a cabo a través dos células, el
espermatozoide y el ovocito. La calidad y funcionalidad de ambos gametos es
fundamental para el éxito de la vida. Sin embargo, el espermatozoide debe superar
muchos mas “obstaculos” en su largo camino por el tracto genital femenino [1].
Convencionalmente, la capacidad del espermatozoide de fecundar al ovocito, se
analiza a través de un seminograma del eyaculado, evaluando diferentes
parametros como la motilidad, viabilidad, morfologia y concentraciéon [2]. Sin
embargo, en esta etapa de su maduracién los espermatozoides son incapaces de
fertilizar al ovocito [3]. Este fue uno de los principales problemas al que se
enfrentaron los primeros investigadores, cuando sin éxito intentaban la
fecundacién de ovocitos de conejos [4]. Hasta que en 1951, el Dr. Chang observé
que los espermatozoides recolectados de las trompas de Falopio de mamiferos,
presentaban caracteristicas diferentes a los eyaculados [5]. Posteriormente, en
1952 el Dr. Austin acufié el término de “capacitacion” para identificar a estos
espermatozoides [6]. En la actualidad sabemos que la capacidad de fecundacion, la
adquiere el espermatozoide in vivo, en su activacion por el tracto genital femenino
[7]. La capacitacion involucra diversos cambios estructurales, moleculares y
funcionales, incluyendo una hiperactivaciéon de la motilidad [8], un aumento de la
concentracion intracelular del i6n calcio [9] y un incremento en la fosforilaciéon
proteica [10, 11]. Asi, una vez capacitado el espermatozoide puede experimentar la
reaccion acrosomica. Este evento implica la liberaciéon enzimas hidroliticas que le
permitiran penetrar en la zona pelicida y fecundar al ovocito (Fig. 1). Tanto la
capacitacion como la reaccibn acrosémica son eventos muy importantes
involucrados en la fisiologia de la fecundacién y en la capacidad fecundante del
gameto masculino. Sin embargo, ain se desconocen muchos aspectos de los
cambios funcionales, estructurales y moleculares que suceden en el proceso de

maduracién y que lo preparan para la fecundacion.




Introduccion general
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Figura 1. Mecanismo de la interacciéon espermatozoide-ovocito. En el tracto reproductor femenino el
espermatozoide sufre la capacitacion, la cual le permite experimentar la reaccién acrosémica. La reaccion
acrosémica ocurre cuando el espermatozoide se encuentra con el ovocito. La liberaciéon de las enzimas
hidroliticas localizadas en la parte anterior de su cabeza le permiten penetrar en la zona pelicida (ZP) y poder
llevar a cabo la fertilizacién. PVS, espacio perivitelino. Adaptado de lkawa et al,, 2010 [1].

1.1. Maduracion y capacitacion del espermatozoide

El espermatozoide en su migracién a través del epididimo sufre un proceso
de maduracién que incluye cambios morfolégicos, bioquimicos y fisiolégicos [12].
El epididimo es un érgano del sistema reproductor masculino muy especializado y
dividido morfolégicamente en tres regiones principales: la cabeza (caput), el
cuerpo (corpus) y la cola (cauda) (Fig. 2). Cada una de estas regiones posee
distintos perfiles de secrecion proteica, creando microambientes esenciales en la
maduracion de las células germinales [13, 14]. La adquisicion de la motilidad
progresiva en células espermaticas, es el cambio funcional mas importante que
ocurre durante la maduraciéon epididimaria [15]. Asi, espermatozoides humanos
extraidos de la cabeza del epididimo muestran una limitada motilidad progresiva y
son incapaces de experimentar la reaccion acrosémica [16-18]. Por otra parte,
también se ha demostrado una relacién entre la longitud del epididimo y la
capacidad fecundante del espermatozoide. Por ejemplo, pacientes que

genéticamente presentan el epididimo mas largo, tienen en ciclos de fecundacién
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in vitro, unas tasas de fertilizaciéon y embarazo significativamente superiores a

aquellos con la longitud del epididimo normal [19].

Region “caput” del epididimo _ A

Region “corpus”

Tubulos Seminiferos

Regién “cauda” del epididimo

Amheim y Calabrese (2009)

Figura 2. Esquema general de las regiones del epididimo. La regién mas cerca de los tibulos seminiferos se
denomina cabeza (caput), la central cuerpo (corpus) y la mas distal cola (cauda). Adaptado de Arnheim et al,
2009 [20].

Una vez en el tracto reproductor femenino el espermatozoide comienza la
capacitacion. Este proceso se inicia cuando se liberan de los factores
decapacitantes, los cuales son en su mayoria son proteinas secretadas por el
epididimo unidas a la membrana plasmatica [21]. La capacitacion induce diversos
cambios en el espermatozoide incluyendo un aumento del calcio intracelular [9],
incremento de la fosforilacién proteica [10, 11] e hiperactivacién de la motilidad
[22, 23]. Estos cambios moleculares durante la capacitacion, permiten al
espermatozoide experimentar la reaccién acrosémica [24], una exocitosis de
enzimas hidroliticas localizadas en la parte anterior de la cabeza, que le permitiran
penetrar eventualmente en la zona peldcida que rodea al ovocito [25]. Este evento
estd intimamente relacionado diversos cambios moleculares, entre los que se
incluyen la apertura de canales de calcio [26] e importantes modificaciones de la

arquitectura celular [27-29].
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1.2. Cambios moleculares y funcionales producidos durante la capacitacion y

la reaccion acrosomica

Durante la capacitacion y reaccidn acrosémica se activan diversos caminos
moleculares que producen cambios a nivel funcional y estructural en el
espermatozoide. Si bien para su mejor comprension hemos de analizar
independientemente cada uno de ellos; en la célula espermatica todos estos
caminos se interrelacionan para generar los cambios funcionales que permiten al

espermatozoide fertilizar al ovocito (Fig. 3).

/’_‘) Aceptor de
\ colesterol
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v Fosforilacion de
residuos tirosina
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HIPERACTIVADA o~
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del citoesqueleto

Figura 3. Esquema de los principales caminos moleculares involucrados en el proceso de capacitacién y
reaccién acrosémica. Durante la capacitacién se necesita en el medio extracelular la presencia de calcio y
bicarbonato. En las fases tempranas de la capacitacién se produce un aumento de calcio intracelular, que
proviene del exterior a través de los canales de calcio. Este calcio genera por un lado una motilidad
hiperactivada de los espermatozoides y activa a otros canales de calcio presente en la membrana acrosomal.
La entrada masiva de calcio produce la exocitosis del acrosoma. Durante la capacitacién, la membrana
plasmatica pierde colesterol y genera un cambio en su fluidez, causando una redistribucién de sus
componentes. El calcio y bicarbonato activan a la adenil ciclasa soluble (sAC) la cual por medio del AMPc
inducen la actividad de la protein quinasa A (PKA). Esta quinasa activa a otras quinasas (AKAPs) que se
encargan de la fosforilacién de los residuos tirosina en las proteinas flagelares y que concluyen en la activacién
de una motilidad hiperactivada. La capacitacién también genera la modificacién del citoesqueleto, sin embargo
el mecanismo molecular implicado no es conocido. Adaptado de Muratori et al., 2009 [30]

1.2.1 Aumento del calcio intracelular

El incremento intracelular de la concentracién del i6én calcio es
caracteristico de las fases tempranas de la capacitaciéon [9]. Pero el rol exacto que

juega este i6n en la capacitacion y los mecanismos que disparan su aumento
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intracelular ain no estan claros. Por ejemplo, en espermatozoides de ratones el
calcio es necesario para iniciar la fosforilacién proteica [31]; sin embargo; en
espermatozoides humanos inhibe este proceso[32, 33]. Algunos autores sefialan a
que la activacion de los diferentes canales de calcio presentes en la membrana
plasmatica del espermatozoide son fundamentales en el mecanismo molecular que
inicia la capacitacion [34, 35]. En este sentido, se han encontrado una gran
variedad de canales de calcio en espermatozoides de diferentes especies (Fig. 4)
[36]. Los canales de calcio dependiente de voltaje se localizan principalmente en la
region acrosomal [37], sin embargo, otros tipos de canales también estan

presentes en el flagelo y podrian estar relacionados con la motilidad [38, 39].
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Figura 4. Distribucién espacial y diversidad de canales de calcio en el espermatozoide en diferentes especies.
Adaptado de Darszon et al,, 2006 [40].

Por otra parte, la concentraciéon de calcio intracelular también juega un
papel importante en la reacciéon acrosémica. El camino molecular que inicia la
reaccion acrosémica consta de dos etapas. La primera, es un aumento de calcio

intracelular asociado a la apertura de canales de calcio sensibles al voltaje. Y la
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segunda, es la apertura de los canales de calcio localizados en la membrana
acrosomal, que dispara la entrada masiva de calcio y provoca la exocitosis
acrosomal. El mecanismo molecular propuesto se inicia con la primera elevacién
del calcio que activa la fosfolipasa C generando inositol 1,4,5-trifospato (IP3), y a
su vez este funciona como un activador de los canales sensibles a IP3 presentes en

la membrana acrosomal (Fig. 5).

Ca 2+ Cannabinoides Ca 24

+-7? +-7?
CCMA RCs / cC

A o
: N 2+ 3 e
¢ | | Ca2+ T|P3 Fosfolipasa C : Ca Depositos internos ?

CCMA: canale de calcio en la membrana acrosomal
CC: canal de calcio

Reacciéﬁ RCs: Receptores de cannabinoides
Acrosomica IP3: inositol tri-fosfato

Figura 5. Mecanismo molecular implicado en la elevacion del calcio intracelular y la reaccién acrosémica. El
mecanismo se inicia con una primera elevacién del i6n calcio que activa a la fosfolipasa C, la cual genera
inositol trifosfato. Este activa a los canales de calcio presentes en la membrana acrosomal, provocando una
entrada masiva de calcio que inicia la reaccién acrosémica.

1.2.2. Incremento de la fosforilacién proteica

La fosforilacién de proteinas es la principal modificaciéon post-translacional
implicada en el proceso de capacitacion de muchas especies de mamiferos [41-44].
En espermatozoides humanos, la mayoria de las proteinas fosforiladas se
encuentran en el flagelo [45, 46], sin embargo en otras especies el incremento de la
fosforilacion también ocurre en el acrosoma [47]. La fosforilacién de proteinas
requiere en el medio extracelular la presencia de albiimina y bicarbonato. La

albumina secuestra el colesterol de la membrana plasmatica promoviendo el inicio
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de la fosforilacion [48-50]. Esta pérdida de colesterol produce un cambio en la
fluidez de la membrana [51] y la redistribucién de muchas proteinas [52, 53]. Por
otra parte, el bicarbonato parece ser el responsable del aumento de pH intracelular
observado durante la capacitacion [54, 55]. Ademas, la accién de este i6n también
parece estar relacionada con la sintesis de AMPc, ya que se ha visto que promueve
la actividad de la adenil-ciclasa soluble (sAC) [56, 57]. El incremento de la
fosforilaciéon proteica es regulado por AMPc e involucra a la protein quinasa A
(PKA) (Fig. 3) [41, 58, 59]. Sin embargo, la PKA no es capaz de realizar la
fosforilacién de los residuos tirosina, por lo que otras enzimas quinasas estan
implicadas en este proceso. Por otra parte, la fosforilaciéon proteica es un factor
implicado en la fecundacion. Por ejemplo, existe una clara relacion entre la
fosforilacion proteica y la capacidad del espermatozoide de unirse a la zona
pelucida [46]. Ademas, se ha encontrado que hombres con problemas de fertilidad

poseen alteraciones en la capacidad de fosforilar proteinas [60].

1.2.3. Hiperactivacién de la motilidad

El espermatozoide humano posee dos tipos de motilidad, por una parte la
motilidad activada caracteristica del eyaculado en fresco; y por otra una motilidad
hiperactivada, que la adquiere in vivo en el tracto genital femenino [22, 23]. Esta
hiperactivacion se caracteriza por una alta velocidad, gran amplitud y asimetria en
el movimiento flagelar, lo que produce en una trayectoria circular o en “forma de
ocho” [61, 62]. Sin embargo, este patréon de motilidad es diferente segtin la especie
de mamifero, y parece estar relacionado con la naturaleza proteica del flagelo [63].
La hiperactivaciéon ayuda al espermatozoide a progresar en el viscoso fluido
oviductal y eventualmente penetrar en la zona pelicida del ovocito. Para una
mayor comprension del patrén de motilidad que se produce durante la
capacitacion, hemos de analizar la organizacion estructural del flagelo del
espermatozoide humano y la regulaciéon de la motilidad hiperactivada que

presentan estas células.
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Organizacion ultraestructural del flagelo

El flagelo del espermatozoide humano esta dividido en cuatro subdivisiones
ultraestructurales: el cuello o pieza conectiva (connecting piece), la pieza
intermedia (midpiece), la pieza principal (principal piece) y la pieza final (end
piece). (Fig. 6). El cuello es la region mas proximal a la fosa de implantacion de la
cabeza espermatica. Alli nace el axonema, una estructura que se extiende a lo largo
de todo el flagelo y que esta formada por un anillo de nueve pares de microtibulos
rodeando a un par central. Hacia el interior y hacia el exterior de cada doblete de
microtibulos se proyectan estructuras o brazos compuestos de dineinas que
generan la fuerza movil del flagelo. La pieza intermedia formada de fibras densas
externas (ODFs; outer dense fibres) que rodean cada uno de los dobletes de
microtibulos y por una vaina mitocondrial mas externa (MS; mitochondrial
sheath). Las ODFs se extienden desde la pieza intermedia hasta la pieza principal,
sin embargo, la MS es una estructura exclusiva de la pieza intermedia. En el
principio de la pieza principal, la MS y dos de las ODFs son remplazadas por dos
columnas longitudinales de vaina fibrosa (FS; fibrous sheath), la cual representa
una estructura tipica de esta zona del flagelo. Las ODFs y la MS terminan en la
pieza principal del flagelo y comienza la siguiente subdivision; la pieza final. Esta

zona solo posee el axonema rodeado por la membrana plasmatica (Fig. 6).

El axonema es el encargado del movimiento del flagelo y esta formado por
subunidades de a y B-tubulina. Esta estructura esta asociada a las dineinas, que
son las proteinas encargadas del movimiento. Asi, cuando la dineina ATPasa es
activada causa la contraccidon de un par de microtubulos y esta onda es expandida
por todo el flagelo produciendo el movimiento [64, 65]. Por otra parte, la energia
necesaria para el movimiento la producen las mitocondrias localizadas en la pieza
intermedia del flagelo a través de la generacion de ATP por la respiracion aerébica
[66]. Sin embargo, el ATP producido por las mitocondrias de la pieza intermedia,
parece no ser suficiente para satisfacer el gran requerimiento energético de las
dineinas axonales en la generacién del movimiento. Ademas, se ha demostrado que
el ATP producido en la pieza intermedia no es capaz de difundir a través del flagelo

tan rapidamente como es necesario [67].
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Figura 6. Representacion esquematica de la ultraestructura del flagelo. (A) El flagelo del espermatozoide de
mamiferos es dividido en cuatro partes: el cuello (connecting piece), la pieza intermedia (midpiece), la pieza
principal (principal piece) y la pieza final (end piece). (B) Esquema de la estructura de la pieza intermedia,
constituida por un par central de microtibulos (CP) rodeados por nueve pares externos (OMDA). Los
microtibulos estan asociados a los brazos de dineina (DA). Rodeando a toda esta estructura se encuentra las
fibras externas densas (ODF), la vaina mitocondrial (MS) y la membrana plasmatica (PM). (C) Esquema de la
estructura de la pieza principal, constituida por el axonema en la regién central rodeado por las ODFs y la MS.
(D) Esquema de la estructura de la pieza final, formada por el axonema rodeado por la PM. Adaptado de
Turner; 2003 [68].

Regulacion molecular de la motilidad hiperactivada

La regulacion de la motilidad hiperactivada en el espermatozoide se
produce a través de dos caminos moleculares principales, AMPc/PKA (protein
quinasa A) y el calcio intracelular [23, 69-71]. El AMPc dependiente de la
fosforilacion de proteinas flagelares es el responsable de la iniciacion y
mantenimiento de motilidad espermatica hiperactivada en mamiferos [65, 72]. El
AMPc producido por la adenil ciclasa de membrana (AC) o la soluble (sAC), activa
la PKA, y esta produce una fosforilacion de los residuos serina/treonina de sus
proteinas blanco. Estas proteinas en su mecanismo molecular activan a otras
tirosinas quinasas que se encargan de la fosforilacion de los residuos tirosina de

las proteinas localizadas en el flagelo del espermatozoide [73, 74] . Por otra parte,
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el calcio extracelular también regula la motilidad hiperactivada en
espermatozoides [23, 69, 71]. El calcio tiene diferentes vias de accion, pero una de
la mas importante es la regulacién de la AC. Esta enzima genera un aumento del
AMPc que activa la PKA la cual provoca un aumento del movimiento flagelar. Por
otra parte, la asimetria observada en los espermatozoides hiperactivados es
regulada por la calmodulina en presencia de calcio [75]. Asi el incremento del
movimiento flagelar y la asimetria producen un espermatozoide con motilidad

hiperactivada (Fig. 7).

HCO;
Ca
EXTRACELULAR
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©
_E cc AC
£
INTRACELULAR ¥ ATP
Ca + SAC ATP
“TAMPc
Ca /Calmodulina
PKA
+
+ A~
Fosforilacion
Asimetria Movimiento Flagelar
S A
\\/
* MOTILIDAD HIPERACTIVADA

Figura 7. Esquema de los mecanismos moleculares involucrados en la hiperactivacion de la motilidad
espermatica. Los dos caminos moleculares involucrados son el AMPc/PKA (protein kinasa A) y el calcio
intracelular. Tanto la adenil ciclasa de membrana (AC) como la adenil ciclasa soluble (sAC) generan un
aumento de AMPc. Este aumento del AMPc, activa por medio de la PKA la fosforilacién proteica que concluye
en un aumento del movimiento flagelar. Por otra parte, el calcio intracelular aumenta por el ingreso a través de
los canales de calcio de membrana (CC). Este idn incrementa la actividad de la AC y promueve el movimiento
asimétrico a través del complejo Ca?+ /calmodulina. El aumento del movimiento flagelar y la asimetria
observada, son caracteristicas de un espermatozoide hiperactivado.
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2. Justificacion del estudio

En las ultimas décadas se ha observado un declive de la calidad seminal y un
aumento de las alteraciones en los 6rganos reproductivos, lo que ha causado una
disminucién en el potencial fértil de los hombres [76-78]. Estos hechos pueden
estar relacionados con diversos factores incluyendo los genéticos, ambientales o de
estilo de vida. Asi, se ha demostrado en diversos estudios que el consumo de
tabaco, alcohol y otras drogas como la marihuana afectan negativamente a los
parametros seminales [79-81]. Este declive del potencial fértil masculino ha
llevado a un aumento de las técnicas de reproduccion asistida y concretamente de
la inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). Esta técnica es esencial
en parejas donde el factor determinante de la infertilidad es el masculino, como
ocurre en las oligozoospermias severas [82, 83]. Sin embargo, la principal
desventaja de la ICSI es que evita la seleccion natural de los espermatozoides
fisiolégica o genéticamente anormales [84]. En este sentido, la eleccién del
espermatozoide a microinyectar se realiza mediante un criterio basado en
parametros morfolégicos y de motilidad [85]. Si bien, esta seleccion arbitraria no
es suficiente para la elecciéon del mejor espermatozoide dentro de una muestra
heterogénea, es la Unica posible hasta el momento. Por esta razén, se necesitan
estudios donde se determinen los cambios celulares, moleculares y funcionales que
consiguen in vivo que una pequefia poblacion de espermatozoides sean capaces de
fertilizar al ovocito. El conocimiento de estos eventos y la influencia de ciertas
moléculas sobre ellos, nos permitiran profundizar en el conocimiento de la

capacidad fecundante del espermatozoide humano.
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Objetivos

Los cambios moleculares y funcionales producidos en el espermatozoide
humano a través de su paso por el tracto reproductor femenino son muy
importantes para conocer detalladamente la fisiologia de la reproduccién. Asi, el
principal objetivo de esta tesis doctoral fue determinar novedosos cambios
moleculares que se producen durante la capacitaciéon y reacciéon acrosémica del
espermatozoide humano. Estos cambios incluyeron la redistribucién de receptores
membranales, cambios en proteinas del citoesqueleto y localizaciéon de enzimas
relacionadas con el metabolismo energético. En particular los objetivos especificos

de esta tesis doctoral fueron:

1. Caracterizar mediante inmunocitoquimica la novedosa presencia de
glutamina sintetasa en el espermatozoide humano y evaluar la proporcién
de espermatozoides inmunoreactivos en muestras frescas, capacitadas y

con reaccion acrosomica.

2. Evaluar la presencia y distribucion del receptor de cannabinoide tipo 1
(CB1) y tipo 2 (CB2), en espermatozoides humanos frescos, capacitados y
con reaccion acrosOmica. Ademas, cuantificar la proporcion de
espermatozoides reactivos a través de patrones de localizacién de cada tipo

de receptor.

3. Determinar el efecto de los endocannabinoides 2-araquidonilglicerol (2-AG)
y 2-araquidonilglicerol éter (2-AGE) en las funciones in vitro y
caracteristicas moleculares del espermatozoide humano. Estas incluyeron
evaluacion de la motilidad, viabilidad, reacciéon acrosémica y fosforilaciéon

proteica de muestras frescas y capacitadas.
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4. Conocer los cambios que se producen en el citoesqueleto a través de la
localizaciéon subcelular y cuantificacién del area inmunoreactiva de a-
tubulina en espermatozoides frescos, capacitados y reaccionados

acrosOmicamente.
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Identificacién y localizaciéon subcelular de la
Glutamina Sintetasa en espermatozoides
humanos



Resumen

La glutamina sintetasa (GS) cataliza la sintesis de novo de glutamina; este
amino acido ha sido asociado a la motilidad en espermatozoides de mamiferos. Sin
embargo, no existe informaciéon disponible sobre la presencia de GS en el
espermatozoide humano. El principal objetivo de este estudio fue demostrar la
presencia y localizacién subcelular de la GS en muestras espermaticas frescas,
capacitadas y con reaccién acrosémica. En estas tres condiciones, hemos detectado
mediante Western blot una banda correspondiente al peso molecular de la GS. Por
otra parte, el analisis confocal revelé la inmunoreactividad de la GS en la parte
post-acrosomal de las células espermaticas. Ademas, el doble marcaje con actina o
calicina demostr6 que la GS esta confinada en la region post-acrosomal de la teca
perinuclear. Este dato fue validado mediante el analisis ultraestructural.
Interesantemente, la fraccidon de espermatozoides inmunoreactivos para la GS tuvo
un incremento significativo en las muestras capacitadas y con reaccién acrosémica.
Asi, nuestros resultados sugieren que el espermatozoide humano contiene GS y

podria estar involucrada en los eventos que lo preparan para la fertilizacion.
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Indroducciéon

La glutamina sintetasa es la Unica enzima responsable de la sintesis de novo
de glutamina, que la realiza catalizando la combinacién del amonio y glutamato
con hidrdlisis de ATP [86-88]. Esta enzima se expresa en una gran variedad de
tejidos y células del organismo. Por ejemplo, en el cerebro la GS por mucho tiempo
fue considerada como un marcador de las células astrogliales, pero hoy se sabe que
también la expresan las células de Miiller en la retina [89-91]. En el higado, la GS es
detectada en una determinada poblaciéon celular rodeando a la vena hepatica
terminal [92]. Ademads, también la GS estad presente en el musculo esquelético [86,
93] y tejido adiposo [94, 95]. Sin embargo, se conoce muy poco sobre la presencia y
localizacion subcelular de la GS en espermatozoides de mamiferos. Recientemente,
la GS ha sido detectada por electroforesis bidimensional en el espermatozoide de

biifalo [96].

La GS es esencial en el mantenimiento de la homeostasis celular ya que
juega un rol importante en la detoxificacién del amonio y glutamato, el control del
rédox celular y el balance de energia [86, 97-100]. La detoxificaciéon del amonio y
glutamato la realiza principalmente las células gliares del cerebro. Estas células se
encargan de la rapida eliminacion del glutamato que se libera durante las sinapsis
neuronales [90]. La actividad de la GS en el cerebro es muy importante, ya que la
pérdida de funcionalidad de esta enzima ha sido asociada a enfermedades como el
Alzheimer [101-103]. En el musculo esquelético, la GS se encarga de la sintesis del ~
70 % de la produccion endogena de glutamina, la cual es una fuente de energia en
situaciones catabolicas del organismo [104]. Por otra parte, la glutamina es uno de
los muchos componentes del plasma seminal [105, 106] y ha sido demostrado que
influye en la motilidad de los espermatozoides. Por ejemplo, la adicién exégena de
glutamina tiene un efecto crioprotector en la motilidad de diferentes especies de
mamiferos, incluyendo la humana [107-111]. Ademas, la actividad de la GS se
relaciona con la adquisicion de la motilidad espermatica en el epididimo,
aumentando desde la regién caput hacia la cauda [112]. Sin embargo, atin no esta

bien caracterizado el mecanismo molecular por el cual la glutamina influye en la
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motilidad de las células espermadticas [109]. En este sentido, los estudios de las
fuentes de glutamina en el espermatozoide, podrian proporcionar una primera
evidencia del mecanismo molecular involucrado en la relaciéon glutamina-
motilidad. Asi, el principal objetivo de este estudio fue caracterizar mediante
inmunocitoquimica la novedosa presencia de GS en el espermatozoide humano y
evaluar la proporcidon de espermatozoides inmunoreactivos en muestras frescas,

capacitadas y con reaccién acrosémica.
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Material y Métodos

1. Muestras seminales

Las muestras seminales fueron obtenidas a partir de donantes sanos (18-35
afios de edad; n=5) luego de 3-4 dias de abstinencia sexual. Los voluntarios
accedieron al uso de sus muestras para fines cientificos firmando un
consentimiento informado, de acuerdo con los estandares éticos requeridos para
tal fin. El Comité de Etica de la Universidad de Alicante aprobé los procedimientos

realizados con las muestras bioldgicas.

Las muestras fueron incubadas a 37 2C por 30 minutos para que se
produzca la licuefacciéon. Luego se realiz6 un seminograma completo de cada
muestra, donde se evaluaron los parametros: volumen, concentracion, licuefaccion,
pH, motilidad, viabilidad y morfologia; clasificandolas como normozoopérmicas de

acuerdo a los criterios establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud [2].

Capacitacion. Swim-up. Los espermatozoides fueron lavados dos veces con
el medio de cultivo HAM (Gibco, Invitrogen, CA, USA) suplementado con HSA (1%
de Albumina Sérica Humana, 0,003 % de piruvato de sodio, 0,36 % de lactato de
sodio, 0,2 % de bicarbonato de sodio) a 37 °C y centrifugados a 400 g durante 10
minutos. Se elimind el sobrenadante y se agregé 0,5 ml de HAM suplementado
fresco. Las muestras fueron incubadas durante 60 minutos a 372C y 5 % CO,
manteniendo el tubo Falcon en una posicion a 459. Luego de transcurrido tiempo
de incubacién, se recolectéd los espermatozoides altamente moviles de la capa
superior. La eficiencia de la técnica fue evaluada mediante un microscopio de
contraste de fases (Leica DMRB), descartando aquellas muestras que tenian <95 %

de los espermatozoides moéviles progresivos.

Reaccién Acrosdmica. Cada una de las alicuotas de las muestras capacitadas

fueron incubadas con una mezcla de ionéforo de calcio A23187 (Sigma-Adrich, SL

USA) y CaClz, ambos en una concentracion final de 10 uM, durante 60 minutos a 37
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Material y Métodos

°Cy 5% CO2. La eficacia de la reaccién acrosémica fue evaluada mediante la técnica
del isocianato de fluoresceina conjugada con la aglutinina de Pisum sativum (FITC-
PSA diluciéon 1:20; Sigma-Adrich) [113]. Las muestras con un porcentaje de
espermatozoides reaccionados acrosémicamente menor al 90% fueron excluidas

de este grupo de estudio.

2. Western Blot

El Western blot fue realizado con los extractos proteicos de
espermatozoides frescos, capacitados y con reacciéon acrosémica. Para ello, cada
alicuota fue lavada 2 veces con PBS. Se elimin6 el sobrenadante, y se agreg6 150 pL
de tampédn de lisis (1% [v/v] Triton-X100 con 1 % [v/v] céctel inhibidor de
proteasas). Se centrifugé a 10.000 g por 10 minutos y se recogio el sobrenadante
con las proteinas en suspension. Como controles positivos se utilizaron proteinas
obtenidas del cerebro e higado de ratén (C57BL/6]), el cual fue gentilmente cedido
por el Dr. Eduardo Fernandez. El animal fue sacrificado mediante dislocacién
cervical y una vez extraidos los 6rganos fueron congelados inmediatamente en
nitrégeno liquido. Se cortaron secciones de 30 um y fueron extraidas las proteinas
con el tampon de lisis anteriormente mencionado. Las muestras proteicas fueron
almacenadas a -20 2C para su posterior uso. La concentracion proteica fue medida
por el kit de ensayo de la BCA (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA). Luego de la
cuantificaciéon proteica, se ajusté la concentraciéon a 20 pg de proteina en cada
alicuota con tampdn de lisis. Se mezcl6 igual cantidad de muestra con el tamp6n de
carga (Laemmli buffer 2X) y fue hervida durante 5 minutos. Las proteinas fueron
separadas en un gel de poliacrilamida al 12 % mediante un sistema de minigel
(Bio-Rad Laboratories Ltd., CA, USA). Paralelamente a las muestras se corrié un
marcador de peso molecular (Precison plus protein dual color standars; Bio-Rad

Laboratories Ltd., CA, USA).

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF (Bio-Rad
Laboratories Ltd., CA, USA) mediante un sistema de transferencia semi-hiimedo
(C.B.S. Scientific company, Inc. CA, USA) durante 40 minutos a 400 mA. Esta

membrana fue incubada con tampén de bloqueo (TBS-T conteniendo 1% [w/V]
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BSA) a 4 °C toda la noche. La incubacién con el anticuerpo primario policlonal anti-
GS (G2781, Sigma Aldrich MO, USA) (1:10.000 en tampo6n de bloqueo) se realiz6 a
temperatura ambiente por 1 hora. Paralelamente, se realiz6 un control negativo
donde se omitié el anticuerpo primario. Se realizaron tres lavados con TBS-T y
luego la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario anti-conejo-HRP
(1:2.000) (Invitrogen, CA, USA) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
realizaron tres lavados con TBS-T y se revelaron las bandas proteicas mediante
una mezcla de DAB (0,05 %) (3,3-Diaminobencidina; Sigma-Adrich, SL, USA) y
peroxido de hidrégeno (0,015 %).

3. Inmunocitoquimica

Los espermatozoides frescos, capacitados y con reacciéon acrosémica fueron
fijados en cubreobjetos (8mm didmetro) con paraformaldehido (4 % [v/v])
durante 15 min. Cada muestra fue lavada dos veces con PBS e incubada con
tampon de bloqueo (1% [p/v] BSAy 10% [v/v] suero fetal bovino) por 30 minutos
a temperatura ambiente. Las muestras fueron incubadas con el anticuerpo
primario policlonal anti-GS (G2781, Sigma Aldrich MO, USA) (1:5.000 en tampdn
de bloqueo) a 4 2C durante toda la noche. Paralelamente se realizé de cada muestra
un control negativo donde el anticuerpo primario fue reemplazado por solucion de
bloqueo. Se lavo 3 veces con PBS (3 x 5 min) e incub6 con el anticuerpo secundario,
anti-conejo DyLight 549 (711-505-152, Jackson Immuno Research Europe Ltd,
Suffolk, UK) (1:500 en tampén de bloqueo) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se lav6 3 veces con PBS (3 x 5 min) y se monté las muestras con un
medio de montaje Vecta Shield (Vector laboratories LTD., UK) con DAPI (1% [v/v])
(4’,6-Diamino-2-fenil-indol; Sigma-Adrich, SL, USA), para visualizar los nucleos

espermaticos.

Para el doble marcaje las muestras fueron incubadas con una mezcla de GS
y los siguientes anticuerpos: anti a-tubulina (T6199, Sigma Aldrich MO, USA)
(dilucién 1:500) o anti-calicina (sc-162627, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA) (dilucion 1:100). Las muestras fueron lavadas 3 veces con PBS y luego

incubadas por 1 hora a temperatura ambiente, con el anticuerpo secundario anti-
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cabra DyLight 488 (705-485-147, Jackson Immuno Research Europe Ltd, Suffolk,
UK) (dilucién 1:500) para la calicina; o con el anti-ratén DyLight 488 (711-205-
152, Jackson Immuno Research Europe Ltd, Suffolk, UK) (dilucién 1:500) para la a-

tubulina.

Para la deteccidn de la F-actina se realizo la incubacion durante 1 hora de
las muestras con faloidina conjugada con FITC (P5282, Sigma Aldrich MO, USA)
(dilucién 1:50). Las muestras fueron lavadas tres veces con PBS por 5 minutos y
montadas con Vectashield-DAPI. Los controles negativos fueron realizados

omitiendo el anticuerpo primario.

4. Procesamiento de imagenes

La inmunofluorescencia fue analizada utilizando un microscopio de laser
confocal LEICA SP2 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). El marcaje con
DyLight 549 fue excitado usando el laser de He/Ne a 543 nm; para el DyLight 488 y
FITC fue utilizado el laser de Argon a 488 nm y para el DAPI el laser unido al diodo
de 405 nm. Las imagenes obtenidas fueron procesadas utilizando el programa
Leica TCS SP2-PC. El ajuste del brillo y contraste fue realizado con el programa
Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, Mountain View, CA). Para las imagenes en
tres dimensiones, cada seccion 6ptica fue deconvolucionada (usando el médulo de
deconvolucion del programa Leica TCS SP2-PC) y reconstruida en tres
dimensiones usando el médulo de vista en 3D del programa Image] (National

Institutes of Health, Bethesda, MD).

5. Microscopia electréonica de transmision

Las muestras espermaticas fueron fijadas con una mezcla de
paraformaldehido (2% [v/v] y glutaraldehido (0,02% [v/v]) por 1 hora a 4°C. Se
elimin6 el fijador lavando 3 veces con PBS y eliminando el sobrenadante. Las
células fueron incluidas en agarosa (2% [p/v] en PBS) y deshidratadas con etanol

(50%/70%/100% progresivamente) durante 15 minutos cada uno. Luego fueron
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incluidas en resina LRwhite (London Resin Company, London, UK) y polimerizadas
toda la noche a 55 2C. Con el ultramicrotomo se realizaron secciones ultrafinas (70
nm) de cada muestra y fueron adheridas a rejillas de niquel (G200-Ni, Electrén
Microscopia Sienes, PA, USA). Estas secciones fueron lavadas dos veces en PBS e
incubadas con tampdn de bloqueo (1% [p/v] BSA) durante 30 min a temperatura
ambiente. Luego fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-GS (G2781,
Sigma Aldrich MO, USA) (1:500 en tampo6n de bloqueo) toda la noche a 4 ¢C. El
control negativo fue realizado remplazando el anticuerpo primario por el tampdén
de bloqueo. Las secciones fueron lavadas tres veces con PBS (3 X 5 min) e
incubadas con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con oro coloidal (12
nm) (711-205-152, Jackson ImmunoResearch Europe Ltd, Suffolk, UK) (1:400 en
PBS) por 60 min a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con PBS (3 X 5
min) y una vez secas se contrastaron las rejillas con acetato de uranilo (10 %). Las
muestras fueron examinadas mediante un microscopio electrénico de transmisién

(Philips Tecnai 12, Philips, Amsterdeam, The Netherlands).

6. Analisis Estadistico y cuantificacion de espermatozoides

El porcentaje de espermatozoides GS+, GS- y GS’ fueron cuantificados en
muestras frescas, capacitadas y con reaccion acrosémica. Se contaron 200
espermatozoides de cada alicuota analizada. El porcentaje se expresé como la
media * el error estandar. Se realizé la prueba-T de Student para examinar la
diferencia entre dos medias (fresco/capacitado; fresco/reaccién acrosémica o
capacitado/reaccion acrosémica). Los analisis estadisticos fueron realizados
usando el programa SPSS (SPSS para Windows V15.0). La diferencias fueron

consideradas como significativas cuando p<0,05.
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1. Analisis por Western blot de la GS en espermatozoides humanos

En primer lugar hemos analizado la presencia de GS mediante Western blot
en los extractos proteicos de espermatozoides frescos, capacitados y con reaccién
acrosémica. Las muestras fueron incubadas con un anticuerpo anti-GS policlonal.
Hemos detectado una banda inmunoreactiva con un peso molecular de 45 KDa en
las muestras de espermatozoides frescos, capacitados y con reaccién acrosémica.
Una banda similar fue observada en los controles positivos realizados con higado y
cerebro de ratdén (Fig. 1). No se observé ningin marcaje para la GS en los controles

negativos.

Glutamina Sintetasa

-
B e T e SN -
Fresco CAP RA Higado Cerebro PM
L | L ]
Espermatozoides humanos Ratoén

Figura 1. Andlisis por Western blot de la GS en espermatozoides humanos frescos, capacitados (CAP) y con
reaccion acrosémica (RA). En los tres extractos proteicos fue detectada una banda inmunoreactiva para GS con
un peso molecular aproximado de 45 KDa. Como controles positivos fueron usadas proteinas extraidas del
higado y cerebro de raton. PM, marcador de peso molecular (KDa).

2. Inmunoreactividad de la GS en espermatozoides humanos

En este estudio hemos investigado el patron de expresion de la GS mediante
inmunocitoquimica en muestras espermaticas. Asi, hemos detectado la GS en la
region post-acrosomal de la cabeza de los espermatozoides, cerca de la pieza
conectiva (Fig. 2a-c). El andlisis en tres dimensiones mostr6 que el area
inmunoreactiva para la GS rodea al nucleo en la regién post-acrosomal, en una
especie de “envoltorio” (Fig. 2d-f). Este patrén (GS+) fue predominante,

constituyendo el 96% de los espermatozoides inmunoreactivos. Sin embargo,
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también se encontr6 un infrecuente patrén secundario de GS (GS’), en donde la

enzima fue localizada en la parte acrosomal de la cabeza.

Tubulina-DAPI

Figura 2. Micrografias confocales de espermatozoides humanos con marcaje para GS, o-tubulina y
contrastados nuclearmente con DAPI. (a) Inmunoreactividad de la GS (rojo). (b) Flagelos espermaticos
marcados con a-tubulina (verde) y el nicleo revelado con DAPI (azul). (c) En la superposiciéon de los tres
canales, se observé que la inmunoreactividad de la GS se encuentra en la regién post-acrosomal de la cabeza
(flecha). (d-f) Las vistas tridimensionales demostraron que la GS se encuentra rodeando al nticleo. Barra de
escala 10 pm (c), 5 pm (f) y 2 pm en la magnificacion.

3. Localizaciéon subcelular de la GS en el espermatozoide humano

Nuestros datos inmunocitoquimicos sugieren que la GS se encuentra en la
teca perinuclear (PT), rodeando al nudcleo espermatico. Asi, para comprobar esta
hipétesis, hemos realizado un doble marcaje de GS y F-actina o calicina, ambos
marcadores moleculares de la PT humana [114-116]. El marcaje con actina revel6
la PT en la cabeza del espermatozoide (Fig. 3a). Ademas, el doble marcaje GS-actina
mostré que esta enzima se encuentra solo en la regién post-acrosomal de la PT
(PAS-PT; Fig. 3c). Este resultado fue confirmado con el inmunomarcaje de calicina-

GS (Fig. 3f), ya que la calicina es un marcador especifico de la PAS-PT [114, 117].

Estos datos inmunofluorescentes fueron confirmados mediante el estudio
ultra-estructural, usando oro coloidal. La GS fue detectada solo en la PAS-PT (Fig.
3g), con enriquecimiento de la region cerca del anillo posterior (Fig. 3h). No se

observo inmunoreactividad en otras estructuras espermaticas.
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Calicina

s S
Figura 3. Micrografias confocales de espermatozoides humanos con doble marcaje para GS y actina (a-c) o
calicina (d-f). El marcaje con actina reveld la teca perinuclear (PT) rodeando al nucleo. (d) El inmunomarcaje
con calicina mostro6 la regién post-acrosomal de la PT (PAS-PT). (c, f) La doble exposicién demostré que la GS
solo esta presente en la PAS-PT (flechas). (g, h) Localizacién ultra-estructural de la GS en el espermatozoide
humano. (g) Seccién sagital de un espermatozoide humano marcado con oro coloidal donde se observé la GS
en la regién post-acrosomal de la cabeza. En el rectingulo se observa una mayor magnificacion. La
inmunoreactividad de la GS (flechas rellenas) fue detectada principalmente en la PAS-PT (flechas vacias). A,
acrosoma; Nu, nucleo; PA, regién post-acrosomal; PR, anillo posterior. Barra de escala 2 pm (c, ), 0,2 um (g, h).

4. Cuantificacion de los espermatozoides inmunoreactivos para GS en

muestras frescas, capacitadas y con reaccion acrosémica

La fraccion de GS+, GS- y GS’ fue evaluada en muestras frescas, capacitadas y
con reaccion acrosomica (Fig. 4). En muestras frescas, el porcentaje de

espermatozoides GS+ fue 67,6 * 3,0% y aumento significativamente en muestras
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capacitadas (87,3 * 1,7%) y con reacciéon acrosémica (89,7 +* 0,9%). No se
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides GS’,
entre las tres condiciones estudiadas (muestras frescas 2,9 + 0,6 %; capacitadas

4,4 + 1,3%; con reaccion acrosdmica 4,0 = 0,9%).
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Figura 4. Porcentaje de GS+, GS- y GS’ en espermatozoides frescos, capacitados (CAP) y con reaccion
acrosomica (RA). La fraccién de GS+ se incrementd significativamente en muestras capacitadas y con reaccion
acrosémica. No existieron diferencias significativas entre los espermatozoides GS’. Prueba-T ** p < 0,01, *** p
<0,001.
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Discusion

Este estudio ha proporcionado la primera evidencia de que el
espermatozoide humano contiene GS. De acuerdo con lo encontrado en el
espermatozoide de bufalo [96] y a través del analisis por Western blot hemos
detectado una banda de ~ 45 KDa correspondiente a la GS. La presencia de GS fue
confirmada por estudios confocales y ultraestructurales, los cuales revelaron la
inmunoreactividad de la GS en la region post-acrosomal de la cabeza de los
espermatozoides. Asi, justificados por esta evidencia podriamos agregar al
espermatozoide humano a aquellas localizaciones donde esta presente la GS como

el cerebro [89, 90], higado [92, 98] o musculo esquelético [86, 93].

Nuestros datos inmunocitoquimicos demostraron un enriquecimiento de la
GS en la regién de la PAS-PT. La PAS-PT es el principal componente del
citoesqueleto de la cabeza de los espermatozoides [117, 118], como puede ser
inferido de su contenido proteico formado por actina [115, 119], cilicina I/II [120,
121], Arp-T1/T2 [122] y calicina [114, 116], entre otras. Ademas, algunas
proteinas de naturaleza no citoesquelética también han sido localizadas en la PAS-
PT [123, 124]. Sin embargo, aun no sabemos porque la GS esta particularmente
confinada a esta region. En relacién a esto, ha sido demostrado que muchas
proteinas de la PAS-PT son sintetizadas en el 16bulo citoplasmatico durante la
espermatogénesis y transportadas hacia arriba a través del manchete microtubular
[123, 124]. Asi, un evento similar podria ocurrir con la GS. Ademas, el estudio de la
localizacion de la GS en la PAS-PT podria ser de especial relevancia, ya que esta
region esta involucrada en la proteccidon del genoma y la fertilizacion del ovocito

[117,125-127].

La fraccion de espermatozoides GS+ increment6 significativamente en las
muestras capacitadas y con reaccién acrosémica. Estas muestras contienen un
elevado porcentaje de espermatozoides altamente moviles ya que fueron
seleccionadas a través de la técnica del swim-up [128]. Asi nuestros resultados

sugieren que la GS estad involucrada con la motilidad y diversas investigaciones
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avalan esta hipétesis. Por ejemplo, ha sido demostrado que la actividad de la GS se
relaciona con la adquisicion de la motilidad en el epididimo, aumentando desde la
region “cauda” hacia la “caput”’[112]. Ademas, la adicién exdgena de glutamina
tiene un efecto crioprotector en la motilidad espermatica de diferentes mamiferos,
incluyendo caballos [109], cerdos [108], cabras [107], ovejas [111] y hombres
[110]. Al contrario, los altos niveles de glutamato en el plasma seminal han sido
relacionados con una baja motilidad en espermatozoides de gallos [129]. A pesar
de esta evidencia, atin no se ha dilucidado el mecanismo por el cual la GS parece
influir en la motilidad. En este sentido, similar a lo que ocurre en otros tejidos
humanos, la GS podria mediar en el balance de la energia [86, 130] y/o en la
detoxificacion celular a través de la eliminacién de glutamato y amonio [90, 92].
Por otra parte, el espermatozoide es capaz de sintetizar pirimidina a partir de
glutamina [131, 132], y este nucle6tido también ha sido relacionado con la
motilidad en espermatozoides humanos [133, 134]. Sin embargo, seran necesarios

mas estudios para esclarecer el rol que juega la GS en la motilidad espermatica.

En conclusiéon, hemos descripto por primera vez la presencia de GS en el
espermatozoide humano. Esta enzima ha sido detectada en la regiéon post-
acrosomal, concretamente en la PAS-PT, el principal componente del citoesqueleto
en cabeza del espermatozoide. Ademads, la fraccibn de espermatozoides
inmunoreactivos para la GS fue significativamente mayor en muestras capacitadas
y con reaccién acrosémica, sugiriendo un posible rol de la GS en la motilidad y en

los eventos relacionados con la fertilizacion.

29



Expresion y distribucién subcelular del
receptor de cannabinoide tipo 1 y tipo 2 en
espermatozoides humanos frescos, capacitados
y reaccionados acrosémicamente



Resumen

Los receptores de cannabinoides son los encargados de mediar los efectos
de los cannabinoides en muchas células del organismo. En el espermatozoide, el
sistema de endocannabinoides regula muchos procesos y funciones incluyendo la
motilidad, capacitacion y reaccion acrosémica. El objetivo del presente trabajo fue
determinar la presencia y la localizacion subcelular del receptor de cannabinoide
tipo 1 (CB1) y tipo 2 (CB2), en espermatozoides humanos frescos, capacitados y
con reaccion acrosémica. Mediante Western blot hemos detectado bandas
inmunoreacitvas para el CB1 y CB2, en los extractos proteicos provenientes de
espermatozoides frescos, capacitados y reaccionados acrosémicamente. En cuanto
a la distribucién subcelular, nuestros datos de microscopia confocal y electrénica
mostraron que en espermatozoides frescos y capacitados el CB1 se localizé
principalmente en la regién post-acrosomal; y el CB2 en la regién post-acrosomal y
pieza intermedia. Sin embargo, el flagelo fue la principal zona de
inmunoreactividad del CB1 y CB2 en espermatozoides reaccionados
acrosOmicamente. Nuestros datos confirman que el espermatozoide humano
expresa ambos tipos de receptores y sugieren que existe una redistribucién del
CB1 y CB2 cuando atraviesa los estados funcionales previos a la interaccion con el

ovocito.
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Introduccidon

Los cannabinoides son los componentes activos derivados de la planta de
marihuana (“cannabis sativa”) [135, 136]. Sin embargo, los organismos sintetizan
endégenamente un grupo de Aacidos poliinsaturados denominados
endocannabinoides, los cuales presentan propiedades quimicas y funcionales
similares a los cannabinoides [137]. Tanto los cannabinoides como los
endocannabinoides, median sus efectos uniéndose a dos tipos de receptores: el
receptor de cannabinoide tipo 1 (CB1) y el receptor de cannabinoide tipo 2 (CB2)
[138]. Estos tienen una estructura tipica de los receptores asociados a proteinas G
y comparten una homologia del 48 % en la composicién de sus aminoacidos [139].
En la naturaleza la distribucién del CB1 y CB2 es muy diversa, incluyendo
mamiferos [140], peces [141], invertebrados [142] y plantas superiores [143]. La
conservacion de estos receptores en la escala filogenética podria indicar el origen
ancestral del sistema de endocannabinoides [144]. En humanos, el CB1 es el mas
abundante en el sistema nervioso central [145] y en tejidos periféricos como el
higado [146], corazon [147], testiculo [148] y utero [149]; en cambio el CB2 esta
presente principalmente en el sistema inmune [139]. En un principio se pensaba
que el espermatozoide solo expresaba el CB1, pero estudios posteriores
demostraron la presencia del CB2 en su membrana plasmatica [150, 151]. La
localizacion subcelular de estos receptores en el espermatozoide es muy
controversial. Algunos autores los sitian solo en la regidon post-acrosomal y pieza
intermedia [150, 152], mientras que otros también observaron inmunoreactividad
en la region acrosomal y flagelo [151, 153]. Si bien la distribucion del CB1 y CB2 en
espermatozoides frescos ya ha sido descripta, ain no se conoce su localizacién en

espermatozoides capacitados y reaccionados acrosdémicamente.

Los receptores de cannabinoides estan estrechamente relacionados con
funciones y procesos importantes del espermatozoide incluyendo la motilidad,

capacitacion y reacciéon acrosémica. Por ejemplo, la activacion de estos receptores
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produce una disminucién de la motilidad progresiva [150, 152]. Ademas, en
ratones knock out para el CB1, se observé una temprana adquisiciéon de la
motilidad, cuando atn no habian atravesado el epididimo [154]. También se ha
demostrado que la activacion del CB1 inhibe la capacitacién [155], y que este
evento necesita del ingreso de calcio a las células espermaticas [3]. Si bien no se
conoce el mecanismo por el cual los receptores de cannabinoides inhiben la
capacitacion, diferentes estudios muestran que molecularmente actian regulando
la apertura de diferentes canales de calcio [156, 157]. Por otra parte, la activacion
del CB1 también produce una inhibicion de la reaccién acrosémica en
espermatozoides, tanto de forma espontanea como inducida por ionéforo de calcio
[150, 158]. Asi, el estudio de la localizacion subcelular de los receptores de
cannabinoides, nos permitira conocer ain mas sobre la regulacion del sistema de

endocannabinoides en las funciones del espermatozoide humano.

El principal objetivo de este trabajo fue evaluar la presencia y distribucién
del CB1 y CB2 en espermatozoides humanos frescos, capacitados y con reaccién

acrosOmica.
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1. Muestras seminales

Las muestras seminales fueron obtenidas del banco de semen del Instituto
Bernabeu (Alicante) a partir de donantes sanos (18-35 afios de edad; n=15) luego
de 3-4 dias de abstinencia sexual. Los voluntarios accedieron al uso de sus
muestras para fines cientificos firmando un consentimiento informado, de acuerdo
con los estandares éticos requeridos para tal fin. El Comité de Etica de la
Universidad de Alicante aprobé los procedimientos realizados con las muestras

biologicas.

Las muestras fueron incubadas a 37 2C por 30 minutos para que se
produzca la licuefaccion. Luego se realiz6 un seminograma completo de cada
muestra, donde se evaluaron los parametros: volumen, concentracion, licuefaccion,
pH, motilidad, viabilidad y morfologia; clasificAndolas como normozoopérmicas de

acuerdo a los criterios establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud [2].

Capacitacidon. Swim-up. Los espermatozoides fueron lavados dos veces con
el medio de cultivo HAM (Gibco, Invitrogen, CA, USA) a 37 2C y centrifugados a 400
g durante 10 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se agregdé 0,5 ml de HAM
fresco. Las muestras fueron incubadas durante 60 minutos a 372C y 5 % COg,
manteniendo el tubo Falcon en una posicion a 452. Luego del tiempo de incubacion,
se recolectd los espermatozoides de la capa superior del medio de cultivo. La
eficiencia de la técnica fue evaluada mediante un microscopio de contraste de fases
(Leica DMRB), descartando aquellas muestras que tenian < 95 % de los

espermatozoides moéviles progresivos.

Reaccién Acrosdmica. Cada una de las alicuotas de las muestras capacitadas

fueron incubadas con una mezcla de ionéforo de calcio A23187 (Sigma-Adrich, SL,
USA) y CaClz, ambos en una concentracion final de 10 pM, durante 60 minutos a 37

2Cy 5% CO2. La eficacia de la reaccién acrosémica fue evaluada mediante la técnica
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del isocianato de fluoresceina conjugada con la aglutinina de Pisum sativum (FITC-
PSA diluciéon 1:20; Sigma-Adrich) [113]. Las muestras con un porcentaje de
espermatozoides reaccionados acrosémicamente menor al 90% fueron excluidas

de este grupo de estudio.

2. Western Blot

El Western blot fue realizado con los extractos proteicos de
espermatozoides frescos, capacitados y con reacciéon acrosémica. Para ello, cada
alicuota fue lavada 2 veces con PBS. Se elimin6 el sobrenadante, y se agreg6 150 pL
de tampén de lisis (1% [v/v] Triton-X100 con 1 % [v/v] céctel inhibidor de
proteasas). Se centrifugé a 10.000 g por 10 minutos y se recogio el sobrenadante
con las proteinas en suspension. Como controles positivos se utilizaron proteinas
obtenidas del cerebro y bazo de ratén (C57), el cual fue gentilmente cedido por el
Dr. Eduardo Fernandez perteneciente al grupo de investigaciéon de Neuroingenieria
Biomédica y Bioingenieria de la Universidad Miguel Hernandez. El animal fue
sacrificado mediante dislocacién cervical y una vez extraidos los 6rganos fueron
congelados inmediatamente en nitrégeno liquido. Se cortaron secciones de 30 pm
y fueron extraidas las proteinas con el buffer anteriormente mencionado. Las
muestras proteicas fueron almacenadas a -20 °C hasta su posterior uso. La
concentracion de proteinas totales de cada muestra fue medida por el kit de
ensayo de la BCA (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA). Luego de la extraccion,
se ajusté la concentracién a 20 pug de proteina en cada extracto proteico con
tampoén de lisis. Se mezcl6 igual cantidad de muestra con el tampoén de carga
(Laemmli buffer 2X) y fue hervida durante 5 minutos. Las proteinas fueron
separadas en un gel de poliacrilamida al 12 % mediante un sistema de minigel
(Bio-Rad Laboratories Ltd., CA, USA). Paralelamente a las muestras se corrié un
marcador de peso molecular (Precison plus protein dual color standars; Bio-Rad
Laboratories Ltd., CA, USA). Posteriormente las bandas proteicas fueron
visualizadas mediante la tincion de azul Commassie Brillant para evaluar la

eficiencia de la electroforesis.
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Las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF (Bio-Rad
Laboratories Ltd., CA, USA) mediante un sistema de transferencia semi-hiimedo
(C.B.S. Scientific company, Inc. CA, USA) durante 40 minutos a 400 mA. Esta
membrana fue incubada con tampén de bloqueo (TBS-T conteniendo 1% [w/V]
BSA) a 4 °C toda la noche. La incubacién con el anticuerpo primario anti-CB1 (sc-
20754, Santa Cruz Biotechnologies, CA, USA) (1:5.000 en tampdn de bloqueo) o
anti-CB2 (101550, Cayman Chemicals, MI, USA) (1:10.000 en tampdn de bloqueo)
se realizé a temperatura ambiente por 1 hora. Paralelamente, se realiz6é un control
negativo donde en la incubacidn se omiti6 el anticuerpo primario. Se realizaron
tres lavados con TBS-T y luego la membrana fue incubada con el anticuerpo
secundario anti-conejo-HRP (1:2.000) (G-21234, Invitrogen, CA, USA) durante 1
hora a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con TBS-T y se revelaron
las bandas proteicas mediante una mezcla de DAB (0,05 %) (3,3-
Diaminobencidina; Sigma-Adrich, SL, USA) y peréxido de hidrégeno (0,015 %).

3. Inmunocitoquimica

Los espermatozoides frescos (F), capacitados (C) y con reaccién acrosémica
(RA) fueron fijados en cubre objetos (8mm diametro) con paraformaldehido (4 %
[v/v]) durante 15 min. Cada muestra fue lavada dos veces con PBS e incubada con
tampon de bloqueo (1% [p/v] BSAy 10% [v/v] suero fetal bovino) por 30 minutos
a temperatura ambiente. Las muestras fueron incubadas con los anticuerpos
primarios policlonales anti-CB1 (sc-20754, Santa Cruz Biotechnologies, CA, USA)
(1:100 en tampon de bloqueo) o anti-CB2 (101550, Cayman Chemicals, MI, USA)
(1:500 en tampo6n de bloqueo) a 4 2C durante toda la noche. Paralelamente se
realizaron de cada muestra un control negativo donde el anticuerpo primario fue
reemplazado por solucién de bloqueo. Se lavé 3 veces con PBS (3 x 5 min) e incubd
con el anticuerpo secundario, anti-conejo DyLight 549 (711-505-152, Jackson
Immuno Research Europe Ltd, Suffolk, UK) (1:500 en tampdn de bloqueo) durante
1 hora a temperatura ambiente. Se lavé 3 veces con PBS (3 x 5 min) y se monto las

muestras con un medio de montaje Vecta Shield (Vector laboratories LTD., UK) con
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DAPI (1% [v/v]) (4’,6-Diamino-2-fenil-indol; Sigma-Adrich, SL, USA), para

visualizar los nucleos espermaticos.

4. Procesamiento de imagenes

La inmunofluorescencia fue analizada utilizando un microscopio de laser
confocal LEICA SP2 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). El marcaje con
DyLight 549 fue excitado usando el laser de He/Ne a 543 nm, y para la deteccién
del DAPI fue utilizado el laser unido al diodo de 405 nm. Las imagenes obtenidas
fueron procesadas utilizando el programa Leica TCS SP2-PC. El ajuste del brillo y
contraste fue realizado con el programa Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems,

Mountain View, CA).

5. Microscopia electronica de transmision

Las muestras espermaticas fueron fijadas con una mezcla de
paraformaldehido (2% [v/v] y glutaraldehido (0,02% [v/v]) por 1 hora a 42°C. Se
elimino el fijador lavando 3 veces con PBS y eliminando el sobrenadante. Las
células fueron incluidas en agarosa (2% [p/v] en PBS) y deshidratadas con etanol
(50%/70%/100% progresivamente) durante 15 minutos cada uno. Luego fueron
incluidas en resina LRwhite (London Resin Company, London, UK) y polimerizadas
toda la noche a 55 2C. Con el ultramicrotomo se realizaron secciones ultrafinas (70
nm) de cada muestra y fueron adheridas a rejillas de niquel (G200-Ni, Electrén
Microscopia Sienes, PA, USA). Estas secciones fueron lavadas dos veces en PBS e
incubadas con tampo6n de bloqueo (1% [p/v] BSA) durante 30 min a temperatura
ambiente. Luego fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-CB1 (1:100 en
tampon de bloqueo) o anti-CB2 (1:200 en tampo6n de bloqueo) toda la noche a 4 °C.
El control negativo fue realizado remplazando el anticuerpo primario por el
tampon de bloqueo. Las secciones fueron lavadas tres veces con PBS (3 X 5 min) e
incubadas con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con oro coloidal (12
nm) (711-205-152, Jackson ImmunoResearch Europe Ltd, Suffolk, UK) (1:400 en

PBS) por 60 min a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con PBS (3 X 5
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min) y una vez secas se contrastaron las rejillas con acetato de uranilo (10 %). Las
muestras fueron examinadas mediante un microscopio electrénico de transmisién

(Philips Tecnai 12, Philips, Amsterdeam, The Netherlands).
6. Analisis Estadistico y cuantificacion de espermatozoides

De cada muestra analizada, se cuantificaron los patrones de marcaje para el
CB1 y CB2 de 200 espermatozoides. El porcentaje de espermatozoides se expresé
como la media + ESM (error estandar de la media). El andlisis estadistico se realizé
mediante el programa SPSS (SPSS para Windows, V11.0). La distribucién normal
de los datos fue evaluada mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las
diferencias significativas entre las medias fueron evaluadas usando ANOVA
(Analisis de Varianza) y test post-hoc de Turkey. Los valores comparados con una p

< 0,05 fueron considerados como diferencias significativas.
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1. Deteccion del CB1 y CB2 por Western blot

La deteccion por Western blot de la presencia de los receptores CB1 y CB2
fue realizada en extractos proteicos de espermatozoides humanos frescos,
capacitados (CAP) y con reaccién acrosémica (RA). En los tres extractos se localizé
una banda inmunoreactiva de aproximadamente 55 KDa para el CB1, y de 40 KDa
para el CB2. Estos resultados coincidieron con los controles positivos realizados
con proteinas del bazo para el CB2, y del cerebro para el CB1 (Fig. 1).
Paralelamente se corrié el control negativo, donde la incubacién con los
anticuerpos primarios fue reemplazada por tampo6n de bloqueo, en estas calles no

se observo ningun tipo de marcaje.

Cerebro Fresco CAP RA Fresco CAP RA Bazo 25'@
—— - 50 KDa
h 1 = " —— 37 KDa

CB1 cB2

Figura 1. Deteccién por Western blot del receptor de cannabinoides tipo 1 (CB1) y tipo 2 (CB2) en
espermatozoides humanos frescos, capacitados (CAP) y reaccionados acrosémicamente (RA). Se observ una
banda proteica de ~55 KDa para el CB1 y de ~40 KDa para el CB2. Estas bandas fueron confirmadas con los
controles positivos realizados en cerebro para el CB1, y en bazo para el CB2. Pm, marcador de peso molecular.

2. Inmunolocalizacion del CB1 y CB2

El CB1 fue detectado mediante fluorescencia en el flagelo (Fig. 2A), pieza
intermedia (Fig. 2B), acrosoma (Fig. 2C) y region post-acrosomal (Fig. 2D) de los
espermatozoides. De igual forma, se observé inmunomarcaje del CB2 en el flagelo
(Fig. 3A), pieza intermedia (Fig. 3B), acrosoma (Fig. 3C) y region post-acrosomal
(Fig. 3D) de los espermatozoides.
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Figura 2. Micrografias confocales de espermatozoides humanos con marcaje para receptor de cannabinoide
tipo 1 (CB1) (rojo), y contrastados nuclearmente con DAPI (azul). Espermatozoide con inmunoreactividad
para el CB1 en el flagelo (A), pieza intermedia (B), acrosoma (C) y post-acrosoma (D). Barra de escala 3 pm
(C); 6 um (A, B, D).

-

-

Figura 3. Micrografias confocales de espermatozoides humanos con marcaje para receptor de cannabinoide
tipo 2 (CB2) (verde), y contrastados nuclearmente con DAPI (azul). Espermatozoide con inmunoreactividad
para el CB2 en el flagelo (A), pieza intermedia (B), acrosoma (C) y post-acrosoma (D). Barra de escala 6 pm
(A, B); 3 um (C, D).
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Los patrones inmunofluorescentes encontrados fueron confirmados
mediante microscopia electrénica de transmisién. Asi, observamos
ultraestructuralmente la localizacién del CB2 en la zona acrosomal (Fig. 4A), post-
acrosomal (Fig. 4B), pieza intermedia (Fig. 4C) y flagelo (Fig. 4D) de
espermatozoides humanos. En el control negativo, donde se reemplaz6 el
anticuerpo primario por tampo6n de bloqueo, no se observd ningun tipo de marcaje
con las particulas de oro (Fig. E, F). Por otra parte, también se realizé la
inmunodeteccién con particulas de oro para el CB1, y encontramos los mismos
patrones de localizacion ultraestructural para este receptor (datos no se

muestran).

%

: : -%Tﬁ-"
Figura 4. Localizacién ultraestructural del receptor de cannabinoide tipo 2 (CB2) en espermatozoides
humanos. Micrografias electréonicas que muestran particulas de oro detectando el CB2 en el acrosoma (A),
post-acrosoma (B), pieza intermedia (C) y flagelo (D) de células espermaticas. El rectingulo se muestra una
mayor magnificacién de la figura. Control negativo omitiendo el anticuerpo primario (E, F). Barra de escala

500 nm (A-D), 1 um (E, F).
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3. Cuantificacion de los espermatozoides inmunoreactivos para el CB1 y CB2
Nuestros datos inmunocitoquimicos mostraron que no todos los

espermatozoides fueron inmunoreactivos para el CB1 o CB2. Asi, en las muestras
frescas, solo el 54,0 * 3,0% de los espermatozoides fueron positivos para el CB1 y
el 41,1 * 2,2% para el CB2, siendo significativa la diferencia entre ambos (p<0,05).
En las muestras capacitadas, no existi6 diferencia significativa entre el porcentaje
de espermatozoides positivos para el CB1 (29,1 + 3,3%) y el CB2 (26,2 £ 4,1%). Sin
embargo, en las muestras con reaccién acrosémica, existi6 una disminucién
significativa entre el porcentaje de espermatozoides positivos para el CB1 (45,1

3,3 %) y el CB2 (22,6 + 3,2 %) (p< 0,05) (Fig. 5).

7 M CB1 CB2
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Figura 5. Porcentaje de espermatozoides inmunoreactivos para el CB1 y CB2 en muestras frescas (FR),
capacitadas (CAP) y con reaccién acrosémica (RA). El porcentaje de espermatozoides inmunoreactivos para el
CB1 fue significativamente mayor que para el CB2, en muestras frescas y con reaccién acrosémica. No se
encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de espermatozoides marcados con el CB1 y el CB2 en
las muestras capacitadas. (*) p< 0,05.

4. Cuantificacion de la distribucion subcelular del CB1 y CB2

La determinacion mediante inmunocitoquimica de los cuatro patrones
principales de marcaje, nos permitio clasificar a los espermatozoides frescos,
capacitados y con reaccidon acrosémica segun la localizacion subcelular del CB1 o
CB2. El mayor porcentaje de espermatozoides reactivos para el CB1 en el flagelo lo
encontramos en las muestras con reaccion acrosOmica, siendo significativa la

diferencia con las muestras frescas y capacitadas (p<0,05). Por otra parte, existio
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una diminucidn significativa en el porcentaje de espermatozoides reactivos para el
CB1 en la region post-acrosomal, en las muestras capacitadas y con reaccién
acrosomica. No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de
espermatozoides reactivos para el CB1 en la pieza intermedia y acrosoma, entre

muestras frescas, capacitadas y con reaccién acrosémica (Fig. 6).

R CcB1

% de espermatozoides
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Figura 6. Porcentaje de espermatozoides inmunoreactivos para el CB1 en las diferentes localizaciones
subcelulares de muestras en fresco, capacitadas (CAP) y con reaccidon acrosémica (RA). Las muestras con
reaccion acrosémica presentaron el mayor porcentaje de espermatozoides con inmunoreactividad para el CB1
en el flagelo; sin embargo en las muestras en fresco y CAP, este receptor se localiz6 principalmente en la regién
post-acrosomal de la cabeza de los espermatozoides. (*) p< 0,05 vs FR y CAP; (**) p< 0,05 vs FRy RA.

El mayor porcentaje de espermatozoides reactivos para el CB2 en el flagelo
lo encontramos en las muestras con reaccién acrosémica, siendo significativa esta
diferencia con muestras frescas y capacitadas (p<0,05). Por otra parte, existié una
diminucion significativa en el porcentaje de espermatozoides inmunoreactivos
para el CB2 en la pieza intermedia de las muestras capacitadas y con reaccion
acrosOmica; y esta disminucidon del porcentaje también se pudo apreciar en la
region post-acrosomal. El porcentaje de espermatozoides inmunoreactivos para el
CB2 en el acrosoma fue muy bajo (0,4-1,2%) y no existieron diferencias
significativas entre muestras frescas, capacitadas y con reacciéon acrosémica (Fig.

7).
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Figura 7. Porcentaje de espermatozoides inmunoreactivos para el CB2 en las diferentes localizaciones
subcelulares de muestras frescas (FR), capacitadas (CAP) y con reaccidn acrosémica (RA). Cuando realizamos
la comparacién con la muestra en fresco, observamos en muestras con reaccién acrosémica un aumento en el
porcentaje de espermatozoides inmunoreactivos para el CB2 en el flagelo y una disminucién de ese porcentaje
en la pieza intermedia y regién post-acrosomal. En muestras capacitadas, existi6 una disminucién del
porcentaje de espermatozoides inmunoreactivos para el CB2 en la pieza intermedia y region post-acrosomal.
(*) p< 0,05 vs FRy CAP; (**) p<0,05 vs FRy RA.
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Nuestros datos del Western blot revelaron la presencia del CB1 y CB2 en los
espermatozoides humanos frescos, capacitados y con reaccién acrosémica. En
relacion al CB1, fue detectada una banda proteica de aproximadamente 55 KDa, la
cual coincide con el control positivo y con otros trabajos previos en
espermatozoides [150, 159]. Por otra parte, también se detect6 una banda
inmunoreactiva para el CB2 con un peso molecular aproximado de 40 KDa, la
misma que aparece en el control positivo y en estudios realizados previamente
[151, 160]. Ambos receptores tienen una localizacién muy bien definida en las
células del organismo. Asi, el CB2 se encuentra principalmente en las células del
sistema inmune, mientras que el CB1 en las del sistema nervioso central [139,
145]. Sin embargo, en el espermatozoide se expresan ambos tipos de receptores, lo
que sugiere que los endocannabinoides tienen la capacidad de regular una gran

diversidad de mecanismos moleculares en las células espermaticas.

La fraccion de espermatozoides frescos y con reaccion acrosémica
inmunoreactivos para el CB1 fue significativamente mayor que para el CB2. Este
hecho no es exclusivo de las células espermaticas, ya que también durante la
maduracion del ovocito se producen cambios en la expresiéon de ambos tipos de
receptores [161]. El sistema de endocannabinoides, a través de sus receptores,
tiene la capacidad de regular muchas funciones en el sistema reproductor
masculino. Por ejemplo, se ha demostrado que el CB2 en las células de Sertoli
regula su apoptosis, y el CB1 induce la producciéon de testosterona [162, 163].
Ademas, la activacion de los receptores de cannabinoides produce una inhibicion
de la capacitacidn, reacciéon acrosomica y fertilizacion en espermatozoides de
muchas especies [150, 152, 159]. La expresion diferencial del CB1 y CB2 en los
diferentes estados fisiologicos de las células espermaticas sugiere que el sistema
de endocannabinoides esta intimamente relacionado con la capacidad fecundante

del espermatozoide.
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Mediante la inmunocitoquimica hemos demostrado que los receptores de
cannabinoides fueron localizados en el acrosoma, regidén post-acrosomal, pieza
intermedia y flagelo de espermatozoides humanos. Ademas, en espermatozoides
frescos y capacitados la localizacion del CB1 fue principalmente en la regién post-
acrosomal; y del CB2 en la pieza intermedia. Sin embargo, en espermatozoides
reaccionados acrosémicamente el CB1 y CB2 se expresd principalmente en el
flagelo. Nuestros datos coinciden con otros autores, que encontraron diferentes
patrones de distribucion subcelular del CB1 y CB2 en espermatozoides frescos
[150, 151, 159]. Ademas, esta localizacion heterogénea es un hecho que ya ha sido
descripto en un gran nimero receptores espermaticos [164, 165]. Por otra parte,
se ha demostrado que los endocannabinoides producen una inhibicién de la
capacitacion y reaccion acrosémica [155, 159]. La capacitacion es un término muy
ambiguo utilizado en reproducciéon para definir al conjunto de cambios
bioquimicos y morfolégicos que experimenta el espermatozoide en su paso por
tracto genital femenino [166]. Estos cambios incluyen la reorganizaciéon de la
membrana plasmatica, fosforilaciéon de proteinas e incremento de la concentracién
del i6n calcio [34, 167, 168]. En este sentido, el aumento del calcio intracelular es
una condicién fundamental para que se produzca la reacciéon acrosémica [169-
171]. En células somaticas la elevacion del calcio intracelular proviene tanto de la
liberacion de depésitos internos, como del ingreso del exterior [172]. Sin embargo,
en espermatozoides los depdsitos de calcio intracelulares son poco conocidos, y se
cree que la elevacién del calcio proviene principalmente del ingreso del exterior a
través de canales de calcio [173]. Estos canales de calcio son muy diversos y
presentan diferentes localizaciones subcelulares [40]. Por ejemplo, los canales de
calcio pertenecientes a la familia “Catsper” presentan 4 tipos diferentes; el
Catsper1 se localiza en el flagelo, el Catsper2 en el flagelo y pieza intermedia y el
Catsper 3 y 4 en la cabeza de los espermatozoides [40, 173]. Por otra parte, la
activacion de los receptores de cannabinoides inhiben los canales de calcio via
segundos mensajeros [138, 156]. Asi, la localizacion heterogénea de los receptores
de cannabinoides podria deberse a la regulaciéon de diferentes tipos de canales de
calcio, y mediante este mecanismo molecular, influir en la capacitacion y reacciéon

acrosémica de los espermatozoides. No obstante, la regulacion del sistema de
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endocannabinoides en los mecanismos moleculares del espermatozoide es aun
poco conocida, y estd hipétesis deberd ser confirmada mediante estudios

posteriores.

En conclusion, hemos demostrado que los espermatozoides expresan el CB1
y el CB2 y que su localizacion subcelular se modifica a medida que el
espermatozoide pasa a través de los diferentes estados funcionales previo a la
interaccion con el ovocito. Estos cambios en la distribuciéon podrian indicar la
regulacion del sistema de endocannabinoides en los diferentes tipos de canales de

calcio, aunque estudios posteriores deberan confirmar esta hipétesis.
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Resumen

El 2-araquidonilglicerol (2AG) y el 2-araquidonilglicerol éter (2AGE) son
compuestos sintetizados por los tejidos de mamiferos, y en conjunto son llamados
“endocannabinoides”. Los endocannabinoides regulan entre otros, el sistema
reproductor masculino, afectando a las funciones de las células espermaticas. Sin
embargo, se conoce muy poco sobre la accion del 2AG y 2AGE en espermatozoides
humanos. Asi el principal objetivo de este trabajo fue determinar los efectos del
2AG y 2AGE, en las funciones in vitro de espermatozoides humanos frescos y
capacitados. Nuestros datos mostraron que el 2AG y 2AGE producen una
disminucién de la motilidad espermatica y una inducciéon de la reaccién
acrosémica. Ademas, el 2AG afecta al proceso de capacitaciéon por swim-up
produciendo una disminucién en la fosforilacion de proteinas. Estos resultados
sugieren que los cannabinoides tienen un importante papel en la regulacién de las

funciones espermaticas requeridas para la fecundacién del ovocito.
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La marihuana es la droga recreacional mas usada a nivel mundial, la
consumen entre 129-191 millones de personas de 15 a 64 afios [174-176]. Espafia
es uno de los primeros cinco paises de la Unién Europea con una mayor
prevalencia anual de consumo en jévenes de edad escolar [177]. Asi, uno de cada
cinco jovenes espafioles (14-18 afios) consume marihuana habitualmente [177].
Ademas, el principio activo de la marihuana, también es usado para tratar
diferentes enfermedades como la esclerosis multiple [178-181], el Alzheimer [182-
184] o para evitar los efectos secundarios de la quimioterapia contra el cancer
[185, 186]. Asi, hay muchos pacientes expuestos a los principios activos de la
marihuana, sin que decidiesen consumirla de forma recreativa. Por ejemplo, entre
el 10-15 % de los pacientes con esclerosis multiple son tratados con derivados
farmacolégicos del cannabis [187]. Por esta razén, es muy importante conocer en

profundidad los efectos que produce la marihuana en los sistemas biolégicos.

Los cannabinoides son compuestos pertenecientes a los terpenofenoles.
Originalmente su nombre aludia al grupo de sustancias responsables de los efectos
farmacolégicos caracteristicos de la planta de la marihuana (“cannabis sdtiva”). Los
cannabinoides pueden ser clasificados en cuatro grupos segin su estructura
quimica [138]. El primer grupo son los “cannabinoides clasicos”, donde esta
incluido el A%-tetrahidrocannabinol (THC), principal compuesto psicotrépico de la
marihuana (Fig. 1A) [188]. El segundo grupo llamados “cannabinoides no clasicos”,
se diferencian de los anteriores por carecer del anillo de pirano (Fig. 1B). El tercer
grupo son los derivados del aminoalquil-indol, y de este grupo podemos destacar
el Win 55,212-2 (Fig. 1C) [189]. Y por ultimo el grupo de los “eicosanoides” que
contienen derivados del acido araquiddnico, e incluyen a la N-araquidonil-
etanolamina o anandamida (AEA), el acido 2-araquidonilglicerol (2AG) y el 4cido 2-

araquidonilglicerol éter (2AGE) (Fig. 1D)[190].

La AEA, el 2AG y el 2AGE son sintetizados por los tejidos de mamiferos, y en

conjunto son llamados “endocannabinoides”. La AEA fue inicialmente descubierta
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en el cerebro de mamiferos [190], pero hoy en dia sabemos que también esta
presente en los fluidos reproductivos como el plasma seminal, fluidos foliculares,
liquido amniético y leche [191]. Ademas, en estos fluidos también existen otros
potentes endocannabinoides como el 2-AG y el 2-AGE [139, 192](Fig. 1D). Tanto
los cannabinoides como los endocannabinoides producen sus efectos uniéndose a
dos tipos de receptores: el receptor de cannabinoide tipo 1 (CB1) y tipo 2 (CB2). En
la naturaleza la distribuciéon del CB1 y CB2 es muy diversa: mamiferos, peces,
invertebrados, microorganismos y plantas superiores [142-144, 193]. El CB1 esta
ampliamente distribuido en diferentes tejidos, en cambio, el CB2 se encuentra
principalmente en el sistema inmune [139]. Sin embargo, el espermatozoide
expresa ambos tipos de receptores [150, 151]. Los receptores de cannabinoides
junto con las enzimas responsables de sintetizar y metabolizar los cannabinoides
constituyen el “sistema de endocannabinoides” [194]. Este sistema esta implicado
en la regulaciéon de muchas funciones en el sistema nervioso [195], inmune [196],
cardiovascular [197], gastrointestinal [198] y reproductor [199-203]. En mujeres,
la concentracién de AEA esta directamente relacionada con la tasa de implantacién
[204]. Ademas, este endocannabinoide es sintetizado por el ovario y es capaz de
regular la foliculogénesis, maduracion del foliculo preovulatorio y ovulacién [201].
En el sistema reproductivo masculino, los cannabinoides tienen influencia en la
espermatogénesis disminuyendo los niveles de LH y testosterona [205, 206], y
afectan a las funciones espermaticas. Por ejemplo, la AEA provoca la diminucién de
la motilidad espermatica y esta relacionada con su adquisicién en el epididimo

[150, 154].

Los espermatozoides de humanos y de otros mamiferos no son capaces de
fertilizar al ovocito una vez eyaculados. Esta capacidad la adquieren in vivo al
atravesar el tracto genital femenino en un proceso llamado capacitacién [5-7, 207].
La capacitacion incluye modificaciones intracelulares, incremento de la fluidez de
la membrana y fosforilacion de proteinas [34, 169]. Pero una vez que el
espermatozoide se encuentra con el ovocito, necesita atravesar la zona pelicida a
través de la exocitosis de enzimas hidroliticas localizadas en la parte anterior de su
cabeza, en un evento Illamado reaccion acrosémica [208, 209]. Los

endocannabinoides estan intimamente relacionados con la capacitacién y reaccién
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acrosémica [155]. Por ejemplo, se ha demostrado que la AEA inhibe estos eventos
en células espermaticas [150, 159, 193]. Sin embargo, existen muy pocos estudios
donde se evalie la accion del 2-AG y 2-AGE en las funciones in vitro de
espermatozoides humanos. Asi, los principales objetivos de este trabajo fueron: 1)
Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de 2-AG y 2-AGE en la motilidad,
viabilidad, reacciéon acrosémica de espermatozoides humanos frescos. 2)
Determinar el efecto del 2-AG en espermatozoides capacitados y en el proceso de
capacitacion (swim-up) evaluando la motilidad, reaccidon acrosémica y fosforilacion

de proteinas.

1° Grupo: 2° Grupo:
“Cannabinoides Clasicos” “Cannabinoides No Clasicos”

7 OH
OH
THC CP 55,940
A B
3° Grupo: 4° Grupo:
“Derivados del Aminoalquil-indol” “Eicosanoides”

X AEA Wvﬁo{o”

- COG o

WIN 55,212-2
C D

2AG

2AGE

Figura 1: Principales grupos de cannabinoides. (A) 12 Grupo, “cannabinoides clasicos”, A9-
tetrahidrocannabinol (THC). (B) 22 Grupo, “cannabinoides no clasicos”, un componente de este grupo es el CP
55, 940. (C) 32 Grupo, “derivados del aminoalquil-indol”, el Win 55,212-2 pertenece a este grupo. (D) 42
Grupo, “eicosanoides”, que incluyen N-araquidonoil-etanolamina anandamida (AEA), el 2-araquidonilglicerol
éter (2-AGE) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG).

52




Material y Métodos

1. Muestras seminales

Las muestras seminales fueron obtenidas del banco de semen del Instituto
Bernabeu (Alicante) a partir de donantes sanos (18-35 afios de edad; n=15) luego
de 3-4 dias de abstinencia sexual. Los voluntarios accedieron al uso de sus
muestras para fines cientificos firmando un consentimiento informado, de acuerdo

con los estandares éticos requeridos para tal fin.

Las muestras fueron incubadas a 37 °C por 30 minutos para que se
produzca la licuefacciéon. Luego se realiz6 un seminograma completo de cada
muestra, donde se evaluaron los parametros: volumen, concentracion, licuefaccion,
pH, motilidad, viabilidad y morfologia; clasificAndolas como normozoopérmicas de

acuerdo a los criterios establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

[2].

2. Ensayo de los endocannabinoides 2-AG y 2-AGE en espermatozoides

frescos

De cada muestra en fresco fue eliminado el plasma seminal mediante 2
lavados con PBS (buffer fosfato salino 1X, pH: 7,4) (Gibco, Invitrogen, CA, USA). Se
dividi6 cada muestra en 11 alicuotas y cada de una de estas fue incubada con una
concentracion de 2-AG (62160, Cayman Chemical Company, MI, USA) o 2-AGE
(62165, Cayman chemical company, MI, USA): 10nM, 100 nM, 1 pM, 10 uM y 100
uM, durante 2 horas a 37°2C. También se realizd6 un control, donde el
endocannabinoide se sustituyo por PBS. De cada alicuota se tomd 5 pL y se evalto
la motilidad espermatica en un microscopio de contraste de fases (Leica DMRB,
Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Se clasifico6 a los espermatozoides de
acuerdo a su motilidad en: mdviles progresivos, moviles no progresivos o no
moviles, segiin las recomendaciones de la OMS 2010 [2]. La viabilidad espermatica

se realizé mediante la técnica de eosina-nigrosina (ver apartado 5). Por otra parte,
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se fij6 cada alicuota en cubreobjetos de 8mm de diametro con metanol a (-20 2C)
durante 15 minutos, para posteriormente realizar la evaluaciéon de la reaccién

acrosdmica mediante la técnica de FITC-PSA (ver apartado 6).

3. Ensayo del endocannabinoide 2-AG en el proceso de swim-up

Cada una de las muestras fue dividida en 4 alicuotas en tubos Falcon, a cada
una de ellas se le agreg6 0,5 ml de medio de cultivo HAM F-10 (Gibco, Invitrogen,
CA, USA) suplementado (0,6 %[p/v] de albumina sérica humana; 0,2 %[p/v] de
bicarbonato de sodio; 0,36 % [v/v] de lactato de sodio y 3.10-3 % [p/v] de piruvato
de sodio) a 37 °C y se centrifugd a 250 g durante 10 minutos para eliminar el
plasma seminal. Luego de eliminar el sobrenadante, cada alicuota fue incubada
durante 2 horas a 37 2C con 0,5 ml de HAM F-10 y afiadiendo 2AG para obtener
diferentes concentraciones: 1 uM, 10 uM y 100 uM. También se realizé un control,
donde el 2-AG se sustituyé por medio de cultivo. Luego del tiempo de incubacidn,
se evaluo la viabilidad (eosina/nigrosina) y se fij6 la muestra en metanol como se
ha mencionado anteriormente. Con estos espermatozoides se realizé la
determinacion de la reaccién acrosémica (ver apartado 6) y de la fosforilacién de

proteinas tirosina (ver apartado 7).

4. Ensayo del endocannabinoide 2-AG en espermatozoides capacitados

Los espermatozoides fueron capacitados mediante la técnica de swim-up.
Para ello, la muestra fue lavada con medio de cultivo HAM F-10 suplementado a 37
°C y centrifugada a 250 g durante 10 minutos. Se elimin6 el sobrenadante y se
agreg6 0,5 ml de medio de cultivo fresco. Se incub6 durante 1 hora 372Cy 5 % CO>
manteniendo el tubo Falcon en una posicién de 452 Luego se recolectd el
sobrenadante con los espermatozoides capacitados y se dividi6é en 4 alicuotas. A
cada una de ellas se las incub6 2 horas a 37 2C con diferentes concentraciones de 2-
AG: 1 uM, 10 pM y 100 pM. También se realizd un control, donde el 2-AG se
sustituy6 por medio de cultivo. Tras la incubacion, se evalu6 la viabilidad

(eosina/nigrosina) (ver apartado 5) y los espermatozoides se fijaron con metanol
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como se ha mencionado anteriormente. Con estos espermatozoides se realiz6 la
determinacion de la reaccién acrosémica (ver apartado 6) y de la fosforilacién de

proteinas (ver apartado 7).

5. Estudio de la viabilidad espermatica mediante la técnica de eosina-

nigrosina

La técnica de eosina-nigrosina se realizé mezclando en un portaobjetos 10
uL de la muestra con 10 pL de una solucion de eosina Y (0,5 %) [p/v] (CI 45380,
Panreac quimica SAU, Barcelona, ES) en solucion acuosa de cloruro sédico 0,9 %
[p/v]. Se incubé 1 minuto y se afiadié 10 pL de nigrosina (10 % [v/v]), que actu6
como contraste. Se realizd una extension en el portaobjetos y se dejo secar. Asi,
aquellos espermatozoides muertos, permitieron que la eosina penetrase y se
observaron de color rosa. En cambio, aquellos espermatozoides vivos,
mantuvieron sus membranas plasmaticas intactas visualizandose de color blanco.
La muestra fue evaluada en un microscopio éptico a 40 X y se contabilizaron 200

espermatozoides.

6. Estudio de la evaluacion de la reaccion acrosomica mediante la técnica de

FITC-PSA

Con los espermatozoides fijados en metanol, se evalu6 el porcentaje de
espermatozoides que sufrieron reacciéon acrosémica mediante la técnica FITC-PSA
(lectina “Pisum sativum” aglutinina marcada con isotiocianato de fluoresceina). El
fundamento de esta técnica es que la lectina PSA tiene afinidad por los residuos de
manosa y galactosa, especificamente localizados en el dominio acrosomal. Es decir,
que los espermatozoides que sufrieron la reaccién acrosémica presentaron una
fluorescencia negativa. Al contrario, los espermatozoides con fluorescencia

positiva fueron aquellos con su acrosoma intacto.

Para realizar esta técnica, se incub6 los espermatozoides con FITC-PSA

(L0770, Sigma Chemical Company, St Loui, MO, USA, dilucién 1:20 en PBS) durante
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30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se realizaron 3 lavados con
PBS (3 X 5 min), y a cada muestra se afiadi6 5 pl de medio de montaje para
fluorescencia Vecta Shield (Vector laboratories LTD, UK). Se evalué la reaccién
acrosémica en 200 espermatozoides mediante un microscopio de epifluorescencia

LEICA y confocal LEICA SP2 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

7. Estudio de la fosforilacion de proteinas a través de inmunofluorescencia

indirecta

Los espermatozoides fijados anteriormente con metanol fueron lavados dos
veces con PBS durante 5 minutos. Se realizo el bloqueo de la uniones inespecificas
mediante un tampén (1% [p/v] BSA, 10% [v/v] suero fetal bovino) durante 30
minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron incubadas con un
anticuerpo primario monoclonal anti-a-fosfotirosina (P4110, Sigma-Adrich, SL,
USA) (1:500 en tampoén de bloqueo), a 4 °C durante toda la noche. Paralelamente
se realizé un control negativo reemplazando el anticuerpo primario por solucién
de bloqueo. Se lavé 3 veces con PBS e incubd con el anticuerpo secundario, anti-
mouse DyL 488 (711-205-152, Jackson Immuno Research Europe Ltd, Suffolk, UK)
(1:500 en PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavo 3 veces con PBS y
se anadio a las muestras 5 pl de medio de montaje para fluorescencia Vecta Shield
(Vector laboratories LTD. UK) con DAPI (1% [v/v]) (4’,6-Diamidino-2-
phenylindole dihydrochloridem; Sigma-Adrich, SL, USA), para visualizar los
nucleos espermaticos. Las muestras fueron evaluadas utilizando un microscopio de

epifluorescencia y confocal LEICA SP2 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

8. Procesamiento de imagenes

Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal LEICA SP2 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). El marcaje con DyLight 488 y FICT fue excitado
usando el laser de Ar a 488 nm, y para la deteccidon del DAPI fue utilizado el laser

unido al diodo de 405 nm. Las imagenes obtenidas fueron procesadas utilizando el
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programa Leica TCS SP2-PC. El ajuste del brillo y contraste fue realizado con el

programa Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, Mountain View, CA).

9. Analisis Estadistico

Los valores son presentados como la media + ESM (error estandar de la
media). El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS version 11.0.
La distribucion normal de los datos fue evaluada mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias significativas entre las medias fueron
evaluadas usando ANOVA (Anadlisis de Varianza) y test post-hoc de Turkey. Los
valores comparados con una p < 0,05 son considerados como diferencias

significativas.
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1. Efecto del 2AG y 2AGE en la viabilidad, reaccion acrosémica y motilidad de

espermatozoides humanos frescos
1.1. Viabilidad

El efecto del 2AG y 2AGE en la viabilidad de los espermatozoides, fue
evaluado mediante la técnica de tincién eosina-nigrosina. Asi, los espermatozoides
vivos con su membrana plasmatica intacta, no permitieron que la eosina penetre y
fueron observados de color blanco. Al contrario, aquellos espermatozoides

muertos se observaron de color rosa, al haber penetrado la eosina (Fig. 2).

Eosina (+)

Eosina (-)

Figura 2. Micrografia realizada con un microscopio éptico de campo claro donde se observan espermatozoides
humanos tefiidos con eosina-nigrosina. En los espermatozoides vivos, la eosina no pudo penetrar y se
observaron de color blanco (eosina [-]); al contrario, los de color rosa son los muertos con su membrana
plasmatica dafiada (eosina [+]). Barra de escala 5 pm.

El 2AG no afect6 a la viabilidad de los espermatozoides humanos, ya que no
existieron diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides vivos,
entre las cinco concentraciones evaluadas y el control. Sin embargo, el 2AGE-
100uM provocoé una disminucion significativa en la viabilidad de las células
espermaticas (23,2 * 6,2%) en comparacion a la alicuota control (65,9 * 4,0%). En
las concentraciones menores que 100 puM, el 2ZAGE no tuvo ningun efecto en la

viabilidad espermatica (Fig. 3).
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Figura 3. Efecto del 2AG y 2AGE en la viabilidad de espermatozoides humanos frescos. La tinica disminucién
significativa de la viabilidad espermatica fue provocada por el 2AGE-100 pM, con respecto al control. Los datos
se muestran como la media + ESM (error estandar de la media). (**) p < 0,01 vs el control.

1.2. Reaccidén acros6mica

La reaccidén acrosdmica de los espermatozoides fue evaluada mediante la
técnica FITC-PSA. Asi, a los espermatozoides que sufrieron la reaccién acrosémica
se los observo de color verde (RA -); al contrario, no tuvieron marcaje aquellos sin

el acrosoma (RA +) (Fig. 4).

Figura 4. Micrografia confocal de espermatozoides humanos marcados con FITC-PSA (verde) y nuclearmente
contrastados con DAPI (azul). Se observan espermatozoides que han perdido el contenido acrosomal (RA +) y
con el acrosoma intacto (RA -). Barra de escala 5 pm.

El tratamiento de las muestras con concentraciones progresivas de 2AG y
2AGE provocé un aumento en el porcentaje de espermatozoides RA (+). Asi el
porcentaje de espermatozoides RA (+) aumento significativamente en las alicuotas
tratadas con 2AG-100uM (34,5 = 3,0%) y 2AGE-100uM (65,9 *+ 2,4 %) con respecto

al control (10,0 + 1,9%). Sin embargo, en las concentraciones inferiores a 100 uM,
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ambos endocannabinoides no tuvieron ningun efecto sobre la exocitosis acrosomal

(Fig. 5).
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Figura 5. Efecto del 2AG y 2AGE en la reaccién acrosémica de espermatozoides frescos. Se observé un
aumento significativo en el porcentaje de espermatozoides reaccionados acrosémicamente cuando la muestra
fue incubada con el 2AG y 2AGE a 100 pM. No existieron diferencias significativas entre el control y las
concentraciones inferiores a 100 pM de ambos endocannabinoides. Los datos se muestran como la media *
ESM. (**) p< 0,01 vs control.

1.3. Motilidad

El efecto del 2AG y 2AGE sobre la motilidad fue evaluada clasificando a los
espermatozoides segun los criterios de la OMS [210] en méviles progresivos (MP),
moviles no progresivos (MNP) y no mdviles (NM). El porcentaje de
espermatozoides NM fue significativamente mayor cuando la muestra fue incubada
con 2AG-100uM (57,4 * 5,00%) y 2AGE-100uM (69,8 + 4,1%) en relaciéon al
control (40,6 * 3,9%) (Fig. 6A). Por otra parte, el porcentaje de espermatozoides
MP fue significativamente menor en el 2AG-100puM (29,8 = 7,6%), 2AGE-10uM
(40,0 £ 2,9%) y 2AGE-100uM (16,6 * 4,5%) en relacion al control (51,5 + 4,6%)
(Fig. 6B). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el porcentaje
de espermatozoides MNP entre el control y las concentraciones de 2AG y 2AGE

evaluadas (Fig. 6C).
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Figura 6. Efecto del 2AG y 2AGE en la motilidad de espermatozoides humanos frescos. (A) El 2AG y 2AGE (100
uM) provocaron un aumento significativo en porcentaje de espermatozoides no moéviles (NM). (B) El
porcentaje de espermatozoides moviles progresivos (MP) fue significativamente menor en 2AG-100uM, 2AG-
10pM y 2AGE-100pM. (C) No existieron diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides méviles
no progresivos (MNP) en las concentraciones evaluadas. Los datos se muestran como la media + ESM. (*)
p<0,05 vs control.

2. Efecto del 2AG en el proceso de seleccion por swim-up y en

espermatozoides capacitados

El efecto del 2AG en la seleccion por swim-up, se realizé incubando los
espermatozoides con medio de cultivo (HAM F-10, suplementado) y
concentraciones crecientes de este endocannabinoide. También fue evaluado el

efecto de este endocannabinoide en los espermatozoides una vez capacitados.

La incubacion con 2AG en el swim-up afecté a la viabilidad, provocando una
disminucién significativa cuando se los incubd con la concentracion mas alta (100
uM) (2,0 + 0,6%) en relacién a la alicuota control (85,0 + 2,7%) (Fig. 7A). Por otra
parte, la reaccién acrosémica fue significativamente mayor con el 2AG-10uM
(21,02 + 2,61%) y el 2AG-100uM (99,29 £ 0,52%) en relacién al control (7,51 *

1,20%) (Fig. 7A). La eficacia en la capacitacion de los espermatozoides fue
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evaluada mediante el porcentaje de espermatozoides que realizaron Ia
fosforilacion de los residuos tirosina de sus proteinas [11, 211]. Asi, el porcentaje
de espermatozoides con fosforilaciéon de proteinas disminuyé significativamente
cuando se realizé el swim-up con 2AG-10uM (14,8 + 1,8%) y 2AG-100uM (13,3 +
2,0%) en relacion al control (21,0 + 1,1%) (Fig. 7B).

En los espermatozoides capacitados, el 2AG afect6 a la viabilidad
provocando una disminucién significativa cuando se lo incub6é con la
concentraciéon 100 uM (0,6 + 0,1%) en relacion al control (88,9 + 1,9%) (Fig. 7C).
Por otra parte, el porcentaje de espermatozoides que sufrieron la reaccién
acrosOmica aumenté significativamente en el 2AG 1uM (13,1 + 1,8%), 10 uM (12,1
+ 0,5%) y 100 uM (99,2 + 0,4%) en relacion al control (7,2 £ 1,1%) (Fig. 7C). Sin
embargo, en la fosforilacion de proteinas no se observaron diferencias
significativas entre el control y los espermatozoides incubados con las diferentes

concentraciones de 2AG (Fig. 7D).
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Figura 7. Efecto del 2AG en el proceso de seleccién por swim-up y en espermatozoides capacitados. (A) En la
seleccién por swim-up el 2AG-100 pM caus6 una disminucidn significativa de la viabilidad espermatica; y la
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reacciéon acrosémica fue inducida por el 2AG-10 uM y 100 uM. (B) En la seleccién por swim-up, el porcentaje de
espermatozoides con fosforilacién de proteinas fue significativamente menor cuando se los incubé con 2AG 10
uM y 100 pM. (C) En espermatozoides capacitados, el2AG-100 uM causé una disminucion significativa de la
viabilidad; y la reaccién acrosémica fue inducida por el 2AG 1 pM, 10 uM y 100 pM. (D) En espermatozoides
capacitados, no existieron diferencias significativas en la fosforilacién de proteinas. Los datos se muestran
como la media + ESM. (¥) p< 0,05; (**) p< 0,01 vs control.
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En este estudio hemos analizado del efecto de los endocannabinoides 2AG y
2AGE en las funciones espermaticas, incluyendo la motilidad, capacitaciéon y

reaccién acrosomica.

En relacién a la motilidad, nuestros resultados muestran que 2AG y 2AGE
provocan una disminucién del porcentaje de espermatozoides moviles
progresivos. La disminucidon de la motilidad con el 2AGE-100uM podria estar
relacionada con la menor viabilidad observada en esta concentracién. Sin embargo,
el 2AG-100uM y 2AGE-10uM también causaron una disminucién de la motilidad
progresiva sin afectar a la viabilidad. Este efecto sobre la motilidad de
espermatozoides también se ha observado con otros endocannabinoides como la
AEA [150, 159], asi como con el principal componente activo de la marihuana el
THC [158, 212]. Ademads, se ha demostrado que los cannabinoides inhiben la
actividad mitocondrial tanto en espermatozoides [150] como en otras células del
organismo[213]. En este sentido, la motilidad espermatica esta estrechamente
relacionada con la actividad mitocondrial [214], ya que a través de la generacién
de ATP proporciona la energia necesaria para el movimiento [215]. Estos datos
sugieren que el 2AG y el 2AGE afectan a la motilidad espermatica como resultado

de un declive en la actividad mitocondrial.

La capacitacidn se define como los cambios estructurales y funcionales que
ocurren en el espermatozoide cuando atraviesa el tracto genial femenino [5, 6].
Estos cambios incluyen la reorganizacion de la membrana plasmatica, regulacion
de la permeabilidad a diferentes iones, pérdida de colesterol y fosforilacion de
proteinas [11, 216]. En el presente trabajo, hemos realizado la capacitacion in vitro
a través de la técnica del swim-up y evaluamos su eficacia a través de la
fosforilacion de proteinas. Asi, observamos que el porcentaje de espermatozoides
con fosforilaciéon de proteinas disminuye significativamente en presencia del 2AG-
10 y 100uM. Sin embargo, una vez capacitados, el 2AG no tuvo ningun efecto en la

fosforilacion de las proteinas. Estos resultados coinciden con los observados con la
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Met-AEA (metanandamida, andlogo sintético de la AEA), la cual produce la
inhibicién de la capacitacién a una concentracién de 1 uM [159]. Por otra parte,
nuestros datos inmunocitoquimicos mostraron que las concentraciones en las
cuales el 2AG provoca la reaccién acrosémica, decaen a medida que el
espermatozoide se capacita. Asi, en espermatozoides frescos el 2AG provoca la
reaccion acrosémica a partir de 100 pM, en el swim-up a partir de 10 pM y en
espermatozoides capacitados a partir de 1 puM. En este sentido, se ha demostrado
que el plasma seminal contiene una cantidad considerable de endocannabinoides,
y que esta decrece significativamente en los fluidos uterinos [191]. Asi, las bajas
concentraciones de endocannabinoides en el tracto genital femenino permitirian
que los espermatozoides se capaciten fosforilando sus proteinas e impedirian que
se produzca la reacciéon acrosémica antes del encuentro con el ovocito. Sin

embargo, esta hipotesis debera ser confirmadas por estudios posteriores.

La reaccién acrosémica es un evento clave en la fecundacion, ya que se trata
de la liberacién de las enzimas proteoliticas que permiten al espermatozoide
penetrar en la zona peldcida y fusionar su membrana con el ovocito[217]. Los
espermatozoides que se encuentren con el ovocito y no sean capaces de
experimentar esta exocitosis acrosomal, o que la sufran prematuramente, no
podran fertilizarlo [217]. Nuestros resultados revelaron que el 2AG y 2AGE (100
uM) producen la inducciéon de la reaccion acrosémica en espermatozoides
humanos frescos. Ademas, el 2ZAGE-100pM caus6 una diminucioén significativa de la
viabilidad, evaluada mediante la eosina-nigrosina. Esta técnica permite diferenciar
a los espermatozoides vivos de los muertos por la integridad de su membrana
plasmatica [218]. Asi, la desestructuracién de la capa mas externa en las células
espermaticas muertas podria ser la razon de la pérdida del contenido acrosomal.
Sin embargo, el 2AG-100 puM provoco la induccidon de la reaccién acrosémica sin
disminuir la viabilidad. En este sentido, el efecto del 2AG sobre la exocitosis
acrosomal, fue totalmente opuesto al que producen otros endocannabinoides. Por
ejemplo, se ha demostrados que la AEA inhibe la reaccién acrosémica en
espermatozoides humanos [150], de cerdo [159] y de erizo [219]. Si bien el
mecanismo de accién de los endocannabinoides en células espermaticas aun no

esta claro, se ha demostrado que la AEA y el 2AG se unen con diferentes afinidades
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al receptor de cannabinoide tipo 1 (CB1) y tipo 2 (CB2) [139]. Asi, la AEA tiene
mayor afinidad por el CB1 que el 2AG, provocando la unién de la AEA
preferentemente al CB1 [220]. La union del CB1 a su antagonista inhibe los efectos
de la AEA [159], sin embargo, atin no hay estudios que relacionen el bloqueo del
CB2 y la exocitosis acrosomal. Estas evidencias sugieren que la AEA y 2AG se une
con diferentes afinidades a los receptores de cannabinoides provocando efectos

opuestos en la induccién de la reaccién acrosémica.

En conclusiéon, hemos demostrado que el 2AG y 2AGE producen una
disminucién de la motilidad espermatica y una induccién de la reaccién
acrosémica. Ademas, el 2AG afecta al proceso de capacitacién por swim-up
produciendo una disminucién en la fosforilacion de proteinas. Estos resultados
sugieren que los cannabinoides tienen un importante papel en la regulacién de las

funciones espermaticas requeridas para la fecundacién del ovocito.
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Inmunolocalizacién y cuantificacién de o-
tubulina en espermatozoides humanos frescos,

capacitados y reaccionados acrosémicamente
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Resumen

La a-tubulina es una proteina que compone los microtubulos del flagelo y
estd implicada en la motilidad espermatica. La capacitacién y reaccién acrosémica
producen cambios en muchas proteinas del citoesqueleto, sin embargo, ain no se
conocen las modificaciones que experimenta la a-tubulina durante estos estados
fisiolégicos. El principal objetivo de este trabajo fue determinar los cambios que se
producen en la expresion y localizacidon subcelular de la a-tubulina luego de la
capacitacion y reaccién acrosémica de espermatozoides humanos. Nuestros datos
mostraron que la a-tubulina se localiza en el flagelo y pieza intermedia de los
espermatozoides frescos, capacitados y reaccionados acrosémicamente. El area
inmunomarcada de o-tubulina disminuyé significativamente en los
espermatozoides con reaccidon acrosémica. Nuestros datos sugieren que a-tubulina
estd implicada en los procesos que preparan al espermatozoide para fertilizar al

ovocito.
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El flagelo del espermatozoide esta constituido por el axonema, una
estructura proteica de nueve pares de microtibulos periféricos rodeando a un par
central [221]. Los microtubulos estan formados por heterodimeros de a- y B-
tubulina que estan codificadas en familias pequefias y multigénicas [222, 223]. En
eucariotas, estas familias estan evolutivamente muy conservadas, lo que supone un
papel bioldégico importante en las funciones celulares [224]. A pesar de un limitado
numero de genes existe una gran diversidad de isotipos de a-f tubulina, ya que son
modificadas post-traduccionalmente [225, 226]. Entre estas modificaciones
existen algunas que son comunes a muchas proteinas: acetilacion, palmitoilacion,
fosforilacion y poliglutamilacién [227]; y otras que son especificas de la tubulina:
detirosilacion y poliglicilacion [228, 229]. Asi, algunas de estas modificaciones son
muy importantes para la funcionalidad de los microtibulos, por ejemplo, la

poliglutamilacién de la a-tubulina es un evento clave en la motilidad flagelar [230].

Cuando el espermatozoide es eyaculado no tiene la capacidad de fertilizar al
ovocito, sino que la adquiere in vivo al atravesar el tracto genital femenino en
proceso llamado capacitacion [231, 232]. Esta maduracién también se puede
realizar in vitro mediante la incubaciéon de los espermatozoides en un medio de
cultivo y bajo condiciones especificas [233]. La capacitaciéon produce cambios
bioquimicos y moleculares que llevan al espermatozoide a hiperactivarse,
produciendo patrones de motilidad no observados en la muestra en fresco [128,
234]. Por otra parte, una vez que el espermatozoide capacitado se ha unido a la
zona pelucida, ocurre un evento denominado reaccion acrosémica [24]. Durante la
reaccion acrosémica se produce una exocitosis de enzimas hidroliticas localizadas
en el acrosoma, con el fin penetrar en la zona peltcida y fusionar su membrana con
la del ovocito [25]. Sin embargo, no se conocen todos los eventos involucrados en
la capacitacion y la reaccion acrosoémica, y la reorganizacion del citoesqueleto
parece formar parte de estos cambios. Asi, por ejemplo la capacitacion in vitro en

espermatozoides de mamiferos produce un aumento de la polimerizacién de actina
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y una redistribucion de sus epitopos [235]. Esta redistribucién también fue
observada en la a- y B-tubulina luego de la induccién la reacciéon acrosémica de
espermatozoides de cerdo [236]. Sin embargo, son muy poco conocidos los
cambios producidos en la arquitectura celular y en las proteinas del citoesqueleto

después de la capacitacion y reaccion acrosémica de espermatozoides humanos.

El principal objetivo de este trabajo fue determinar la localizaciéon
subcelular y cuantificar el area marcada de a-tubulina en espermatozoides frescos,

capacitados y reaccionados acrosOmicamente.
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1. Muestras seminales

Las muestras seminales fueron obtenidas del banco de semen del Instituto
Bernabeu (Alicante) a partir de donantes sanos (18-35 afios de edad; n=10) luego
de 3-4 dias de abstinencia sexual. Los voluntarios accedieron a la utilizacion de sus
muestras para fines cientificos, firmando un consentimiento informado, de

acuerdo con los estandares éticos requeridos para tal fin.

Las muestras fueron incubadas a 37 2C por 30 minutos para que se
produzca la licuefacciéon. Luego se realiz6 un seminograma completo de cada
muestra, donde se evaluaron los parametros: volumen, concentracion, licuefaccion,
pH, motilidad, viabilidad y morfologia; clasificAndolas como normozoopérmicas de

acuerdo a los criterios establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud [2].

Capacitacidon. Swim-up. Los espermatozoides fueron lavados dos veces con
el medio cultivo HAM (Gibco, Invitrogen, CA, USA) a 37 2C y centrifugados a 400 g
durante 10 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se agreg6 0,5 ml de HAM fresco.
Las muestras fueron incubadas durante 60 minutos a 372Cy 5 % CO2, manteniendo
el tubo Falcon en una posicion a 452. Luego del tiempo de incubacion, se recolectd
los espermatozoides de la capa superior del medio cultivo. La eficiencia de la
técnica fue evaluada mediante un microscopio de contraste de fases (Leica DMRB),
descartando aquellas muestras que tenian < 95 % de los espermatozoides méviles

progresivos.

Reaccién Acrosémica. Cada una de las alicuotas de las muestras capacitadas

fueron incubadas con una mezcla de ion6foro de calcio A23187 (Sigma-Adrich, SL,
USA) y CaClz, ambos en una concentracion final de 10 pM, durante 60 minutos a 37
2Cy 5% CO2. La eficacia de la reaccion acrosémica fue evaluada mediante la técnica
del isocianato de fluoresceina conjugada con la aglutinina de Pisum sativum (FITC-

PSA dilucién 1:20; Sigma-Adrich)[113].
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2. Western Blot

El Western blot fue realizado con los extractos proteicos de
espermatozoides frescos, capacitados y con reaccién acrosémica. Para ello, cada
alicuota fue lavada 2 veces con PBS. Se elimino el sobrenadante, y se agreg6 150 pL
de tampén de lisis (1% [v/v] Triton-X100 con 1 % [v/v] céctel inhibidor de
proteasas). Se centrifugé a 10.000 g por 10 minutos y se recogio el sobrenadante
con las proteinas en suspension. Las muestras proteicas fueron almacenadas a -20
9C hasta su posterior uso. La concentracion proteica de cada muestra fue medida
por el kit de ensayo de la BCA (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, USA). Luego de la
extraccidn, se ajusto la concentracion a 20 pg de proteina en cada extracto proteico
con tampon de lisis. Se mezcl6 igual cantidad de muestra con el tampén de carga
(Laemmli buffer 2X) y fue hervida durante 5 minutos. Las proteinas fueron
separadas en un gel de poliacrilamida al 12 % mediante un sistema de minigel
(Bio-Rad Laboratories Ltd., CA, USA). Paralelamente a las muestras se corrié un
marcador de peso molecular (Precison plus protein dual color standars; Bio-Rad
Laboratories Ltd., CA, USA). Posteriormente las bandas proteicas fueron
visualizadas mediante la tincién de azul Commassie Brillant para evaluar la

eficiencia de la electroforesis.

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF (Bio-Rad Laboratories
Ltd., CA, USA) mediante un sistema de transferencia semi-hiimedo (C.B.S. Scientific
company, Inc. CA, USA) durante 40 minutos a 400 mA. Esta membrana fue
incubada con tampén de bloqueo (TBS-T conteniendo 1% [w/v] BSA) a 4 °C toda la
noche. La incubacidn con el anticuerpo primario anti a-tubulina (T9026, Sigma-
Adrich, SL, USA) (1:10.000 en tampén de bloqueo) se realiz6 a temperatura
ambiente por 1 hora. Se realizaron tres lavados con TBS-T y luego la membrana fue
incubada con el anticuerpo secundario anti-ratéon-HRP (1:2.000) (A-10677,
Invitrogen, CA, USA) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realizaron tres
lavados con TBS-T y se revelaron las bandas proteicas mediante el método
colorimétrico de la DAB-peroxidasa (3,3-Diaminobencidina; Sigma-Adrich, SL,

USA).
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3. Inmunocitoquimica

Los espermatozoides frescos (F), capacitados (C) y con reaccién acrosémica
(RA) fueron fijados en cubre objetos (8mm didmetro) con metanol (-20 2C)
durante 5 o 40 minutos. También se realiz6 un segundo método de fijacion:
paraformaldehido (4% en PBS) por 30 minutos y permeabilizaciéon con Tritén 1X
[v/v] durante diferentes tiempos: 5, 15 y 30 minutos. Cada muestra fue lavada dos
veces con PBS e incubada con tampén de bloqueo (1% [p/v] BSA, 10% [v/v] suero
fetal bovino) por 30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron
incubadas con un anticuerpo primario monoclonal anti-a-tubulina (T9026, Sigma-
Adrich, SL, USA) (1:500 en tamp6n de bloqueo), a 4 2C durante toda la noche.
Paralelamente se realizaron de cada muestra un control negativo donde el
anticuerpo primario fue reemplazado por solucién de bloqueo, y al igual que con el
anticuerpo primario fue incubado durante toda la noche a 4 2C. Se lavé 3 veces con
PBS (3 x 5 min) e incub6 con el anticuerpo secundario, anti-ratéon DyLight 488
(711-205-152, Jackson Immuno Research Europe Ltd, Suffolk, UK) (1:500 en
tampoén de bloqueo) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavé 3 veces con
PBS (3 x 5 min) y se monté las muestras con un medio de montaje Vecta Shield

(Vector laboratories LTD., UK).

4. Procesamiento de imagenes

La inmunofluorescencia fue analizada utilizando un microscopio de laser
confocal LEICA SP2 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). El marcaje con
DyLight 488 fue excitado usando el laser de argén 488 nm y para la deteccién del
DAPI fue utilizado el laser unido al diodo de 405 nm. Las imagenes obtenidas
fueron procesadas utilizando el programa Leica TCS SP2-PC. El ajuste del brillo,
contraste y la medicién del area marcada de a-tubulina y flagelo fue realizado con

el programa Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, Mountain View, CA).
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5. Analisis Estadistico y cuantificacion de espermatozoides

De cada muestra analizada se cuantifico el area marcada para a-tubulina y
flagelo de 200 espermatozoides. El porcentaje del area marcada para a-
tubulina/flagelo se expres6 como la media + ESM (error estandar de la media). El
analisis estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS (SPSS para Windows,
V11.0). La distribucién normal de los datos fue evaluada mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias significativas entre las medias fueron
evaluadas usando ANOVA (Analisis de Varianza) y test post-hoc de Turkey. Los
valores comparados con una p < 0,05 fueron considerados como diferencias

significativas.
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1. Evaluacion de la reaccion acrosomica: FITC-PSA

La eficacia de la reaccion acrosémica inducida por ion6foro de calcio se
realizé6 mediante la técnica FITC-PSA, donde se visualizaron los espermatozoides
que perdieron el acrosoma y aquellos con el acrosoma intacto (Fig. 1). También se
realizo un control sin el ion6foro para evaluar el porcentaje de espermatozoides
que sufrieron la reaccién acrosémica espontaneamente. En la alicuota control (sin
el iondforo) solo el 29,7 + 4,4 % de los espermatozoides sufrieron la reaccién
acrosémica (RA espontanea), y este valor aumenta hasta el 90,0 + 3,1 % en la

alicuota incubada con el ion6foro (RA inducida) (Tabla 1).

Muestra Grupo1: (()RA Grupo2: (+)RA
Sin ionéforo (Control) 70,3+4,1% 29,7 +4,4%
Con ionéforo 10,0 £ 3,3% 90,0 £ 3,1%

Tabla 1: Evaluacién del porcentaje de espermatozoides que sufrieron reaccién acrosémica. Grupo 1:
espermatozoides con acrosoma (RA negativos). Grupo 2: espermatozoides sin acrosoma (RA positivos). Los
resultados se expresan como la media # error estandar.

Figura 1. Micrografias confocales de espermatozoides humanos donde se evalué la reaccién acrosémica
mediante la técnica FITC-PSA. (A) Espermatozoides humanos con el acrosoma intacto, reaccion acrosémica
negativa. (B) Espermatozoides humanos sin el contenido acrosomal, reaccién acrosémica positiva. Barra de
escala 3 pm.
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2. Deteccion por Western blot de la a-tubulina

La deteccion de la presencia de la proteina a-tubulina fue realizada en
extractos proteicos de espermatozoides frescos, capacitados (CAP) y con reaccién
acrosomica (RA). Se localiz6 una banda inmunoreactiva para a-tubulina entre 50 y
75 KDa segin el marcador de peso molecular (Pm) (Fig. 2). Paralelamente se
corrid el control negativo, donde la incubaciéon con a-tubulina se reemplazé por
tampdn de bloqueo, en esta calle no se observo ninguna banda (los datos no se

muestran).

Figura 2. Deteccion por Western blot de o-tubulina en espermatozoides frescos, capacitados (CAP) y
reaccionados acrosémicamente (RA). En los tres extractos proteicos fue detectada una banda con un peso
molecular de ~55 KDa. Pm, marcador de peso molecular.

3. Inmunolocalizacion de a-tubulina

La inmunolocalizaciéon de a-tubulina en diferentes especies de mamiferos
aun no esta bien definida. Algunos autores la sitian solo en el flagelo [237],
mientras que otros también la observaron en la cabeza del espermatozoide [238].
Por esta razén, hemos examinado la presencia de a-tubulina mediante
inmunocitoquimica en el espermatozoide humano. En este sentido, solo se
evidenci6 reactividad para la a-tubulina en el flagelo de espermatozoides frescos,
capacitados y con reaccién acrosémica. Sin embargo, la distribucién de esta
proteina no fue homogénea dentro de las poblaciones espermaticas de cada grupo
experimental. Asi, hemos encontrado espermatozoides que presentan un marcaje
para a-tubulina solo en la pieza final (Fig. 3A-C), y otros donde Ila

inmunoreactividad se encuentra en la mayoria del flagelo (Fig. 3D-E).
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a-tubulina

a-tubulina

Figura 3. Inmunolocalizacién de a-tubulina en espermatozoides humanos. (A-C) Inmunolocalizacién de la a-
tubulina en la pieza final del flagelo. (D-F) Inmunolocalizacién de la a-tubulina a través de todo el flagelo. Barra
de escala 5 um.

4. Expresion inmunofluorescente de a-tubulina con diferentes métodos de

fijacion y permeabilizacion de la membrana del espermatozoide

Para confirmar que el método de fijacibn no influye en 4rea
inmunofluorescente obtenida, se realizaron controles con dos fijadores diferentes
en espermatozoides frescos. También fue evaluado si el tiempo de
permeabilizacion de la membrana tenia alguna influencia en la sefial obtenida. Se
cuantificé el area inmunofluorescente marcada de a- tubulina respecto del area
total del flagelo (area a- tubulina/flagelo). Los resultados mostraron que no hubo
diferencias significativas en el 4rea de a-tubulina/flagelo, entre los
espermatozoides fijados con metanol (5 o 40 min) y paraformaldehido/triton (5,

15y 30 min) (Fig. 4).
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Figura 4. Porcentaje del area inmunomarcada para a-tubulina/flagelo con los diferentes métodos de fijacién y
permeabilizacion. Meta 5 y 40: fijacién con metanol durante 5 y 40 minutos. Tritén 5, 15 y 30: fijacién con
paraformaldehido 4 % y permeabilizacién con tritén 5, 15 o 30 minutos respectivamente. Los resultados se
expresan como la media * error estandar.

5. Cuantificacion de la expresion inmunofluorescente de «-tubulina en

espermatozoides en frescos, capacitados y con reaccion acrosémica.

En cada grupo experimental, se identificaron dos subpoblaciones
espermaticas (p < 0,05). La poblacion 1 expresé un area marcada de a-tubulina
mayor o igual al 50 %( = 50 %) en relacion a la totalidad del flagelo, y 1a poblacién

2 un area marcada menor al 50% (< 50 %) (Fig. 5).

En la poblacién 2, se observéd una disminucion significativa en el area de a-
tubulina en el grupo RA cuando se lo compara con el fresco y CAP (p< 0,05). Sin

embargo, no hubo diferencias en el area marcada de o-tubulina entre los

espermatozoides frescos y CAP (Fig. 6).

En la poblacidn 1, no existieron diferencias significativas en el area marcada
de a-tubulina entre los tres grupos experimentales estudiados: fresco, CAP y con

RA (los datos no se muestran).
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Figura 5. Identificacién de poblaciones espermaticas con diferente porcentaje de area marcada para o--
tubulina/flagelo (a-tubulina/flagelo) en muestras en fresco, capacitadas (CAP) y con reaccién acrosémica
(RA). La poblacién 1 tiene un porcentaje mayor o igual al 50% del drea marcada para a-tubulina/flagelo,
mientras que la poblacién 2 tiene un drea menor al 50% del drea marcada para a-tubulina. Los resultados se

expresan como la media * error estandar. (**) p< 0,01.
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Figura 6. Porcentaje de area marcada para a-tubulina/flagelo en espermatozoides frescos, capacitados (CAP)
y con reacciéon acrosémica (RA), pertenecientes a la poblacion 2 (< 50% del area marcada de a-
tubulina/flagelo). Los resultados se expresan como la media # error estandar. (*) p< 0,05.

79



Discusion

El principal objetivo de este trabajo fue evaluar la expresién y distribuciéon
de la a-tubulina en los diferentes estadios fisioldgicos de los espermatozoides
previo a la interaccion con el ovocito. Nuestros resultados mostraron que no hubo
diferencias significativas en el area inmunofluorescente marcada para la «o-
tubulina, con los diferentes métodos de fijacién/permeabilizacion utilizados. Esto
en parte se contradice con trabajos previos sobre la distribucion de las proteinas
del citoesqueleto, en donde se vio que las condiciones técnicas utilizadas, como el
método de fijacion/permeabilizacion entre otras, tenian efectos en la
inmunodeteccion de esta proteina [119, 239]. Este resultado nos confirmé que las
condiciones de trabajo no tuvieron influencia en la inmunodetecciéon de la o-

tubulina.

Por otra parte, nuestros datos de inmunocitoquimica muestran que la a-
tubulina fue localizada en el flagelo y pieza intermedia de espermatozoides
humanos. La distribucion de la tubulina en espermatozoides de mamiferos es muy
controversial. Dvorakova et al. [238] mostraron que la a-tubulina puede también
ser localizada en la cabeza de los espermatozoides de diferentes especies de
mamiferos, incluyendo el humano. Sin embargo, otros autores localizan la a-
tubulina solo en la pieza intermedia y flagelo [237, 240]. Luego de la capacitacion y
reaccién acrosdémica, no observamos modificaciones en la inmunolocalizacion de
a-tubulina, de acuerdo con otros autores [238]. Sin embargo en espermatozoides
de cerdo, se produce una redistribucién de los epitopos de a-tubulina luego de la

induccidén de la reaccion acrosémica [236].

Los espermatozoides frescos, capacitados y con reaccidon acrosémica fueron
clasificados en dos poblaciones dependiendo del area marcada con a-tubulina. En
este sentido, las proteinas del citoesqueleto son descriptas como blanco de las
caspasas [241], y esta demostrado que las poblaciones espermaticas con baja
motilidad tienen una mayor actividad caspasa-positiva [242]. Por otra parte, la

criopreservacion de espermatozoides, ademas de reducir la motilidad espermatica
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produce un dramdtico aumento en la expresion de a-tubulina [243]. Por lo tanto,
dentro de una misma muestra heterogénea, los espermatozoides con baja
motilidad podrian tener una mayor expresién de a-tubulina y una alta actividad
caspasa. Y al contrario, los espermatozoides altamente méviles, podrian tener una
baja expresiéon de a-tubulina y una menor actividad caspasa. Asi, la actividad de las
caspasas podria inducir la apoptosis de aquellos espermatozoides con alta
expresion de a-tubulina y de esta forma seleccionar aquellos espermatozoides con

mayores posibilidades de fertilizar al ovocito.

En los espermatozoides capacitados no existieron diferencias en el area
marcada de a-tubulina con los espermatozoides en fresco. En un estudio previo
con espermatozoides humanos, se cuantifico la expresion de B-tubulina y a-
tubulina por medio de electroforesis bidimensional y encontraron que en
espermatozoides capacitados aumenta la expresion de a-tubulina pero disminuye
la expresion de B-tubulina [244]. Aunque este resultado es contradictorio, ya que
esta proteina se encuentra como heterodimero de a- y B-tubulina en el flagelo de
los espermatozoides. Por otra parte, nuestros resultados mostraron que en la
poblaciéon 2, hay una disminucién significativa en el area a-tubulina de los
espermatozoides reaccionados acrosOmicamente. Se ha demostrados que la
reaccion acrosdmica produce un reordenamiento de las proteinas del
citoesqueleto [245, 246], y que estas participan de forma activa en la exocitosis del
contenido acrosomal en células espermaticas [247, 248]. Ademas, las proteinas del
citoesqueleto estan directamente relacionadas con la reaccién acrosémica. Por
ejemplo la inhibiciébn de la polimerizacién de actina bloquea la reaccién
acrosdmica inducida por el ionéforo de calcio[249]. Asi, la disminucién de la
expresion de a-tubulina podria ser un hecho clave en la reacciéon acrosémica de

espermatozoides humanos.

En conclusién, los datos presentados en este estudio sugieren que la a-
tubulina podria participar activamente en la reaccion acrosémica de
espermatozoides humanos. Por otra parte, hemos demostrado que en una misma
muestra se pueden diferenciar dos poblaciones espermaticas, una con una baja y

otra con alta expresion de a-tubulina. Ademas, la a-tubulina estd directamente
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relacionada con la motilidad espermatica, por lo que la expresion de esta proteina
podria ser un indicador de la capacidad fecundante del espermatozoide humano.
No obstante, queda mucho por conocer sobre los cambios que se producen en la

arquitectura celular del espermatozoide en las etapas tempranas de la fertilizacién.
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A partir de los resultados y sus respectivas discusiones, exponemos las

siguientes conclusiones:

Respecto a la Identificacién y localizacion subcelular de la Glutamina

Sintetasa en espermatozoides humanos

1. Por primera vez se describe la presencia de glutamina sintetasa en el
espermatozoide humano, y esta se localiza especificamente en la region
post-acrosomal de la teca perinuclear. Si bien existen datos sobre su

presencia en espermatozoides de bufalo, alin se desconoce su funcionalidad.

2. Las muestras capacitadas y reaccionadas acrosémicamente presentan un
mayor porcentaje de espermatozoides inmunoreactivos para la glutamina
sintetasa. El aumento de células espermaticas con esta enzima podria
deberse al mayor nimero de espermatozoides moviles que presentan estas
muestras. Aunque el mecanismo por el cual esta enzima se relaciona con la
motilidad no se conoce, podria estar vinculado con la produccién energética

como ocurre en otras células.

Respecto a la Expresion y distribucion subcelular del receptor de cannabinoide tipo 1
y tipo 2, en espermatozoides humanos frescos, capacitados y reaccionados

acrosomicamente

1. Solo un pequefio porcentaje de espermatozoides expresan en su membrana
el receptor de cannabinoide tipo 1 (CB1) o tipo 2 (CB2). Estos receptores
estan intimamente relacionados con la regulacion de canales de calcio, los

cuales permiten el aumento intracelular de este cation durante las fases
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tempranas de la capacitaciéon espermadtica. Asi, los espermatozoides que
expresen estos receptores podrian ser los seleccionados para llegar a

fecundar al ovocito, aunque esta hipétesis debera ser confirmada.

El CB1 y CB2 se encuentran en los espermatozoides de las tres situaciones
experimentales estudiadas. Esto sugiere la necesidad de la presencia de
estos receptores en todo el proceso de maduracion espermatica a través del
tracto genital femenino. En concreto, podrian actuar regulando Ila

capacitacion y reaccion acrosomica.

En el proceso de capacitacion y reaccidn acrosémica existe una
redistribucién espacial de los receptores de cannabinoides. Asi, el CB1 se
localiza principalmente en la region post-acrosomal de espermatozoides
frescos y capacitados; y el CB2 en la regidon post-acrosomal y pieza
intermedia. En los espermatozoides reaccionados acrosémicamente, el CB1
y el CB2 se localizan mayoritariamente en el flagelo. Esto parece indicar que
el CB1 y CB2 presentan un desplazamiento desde la cabeza hacia el flagelo, a
medida que el espermatozoide pasa por los diferentes estados fisioldgicos

previos a la interaccién con el ovocito.

Respecto al Efecto de los endocannabinoides, Z2-araquidonilglicerol y 2-

araquidonilglicerol éter, en las funciones in vitro del espermatozoide humano

1.

2.

El 2-araquidonilglicerol y 2-araquidonilglicerol éter producen una
disminucién de la motilidad progresiva en espermatozoides humanos
frescos. Este evento podria estar relacionado con un declive de la actividad
mitocondrial, como ha sido demostrado en otros endocannabinoides y

citado en la discusion.

Aunque se ha demostrado que algunos endocannabinoides producen la
inhibicién de la reaccién acrosémica, nuestros datos muestran que el 2-

araquidonilglicerol produce el efecto contrario. Esto podria deberse a las
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diferentes afinidades de unién entre los endocannabinoides y sus

receptores.

3. El 2-araquidonilglicerol causa una disminuciéon del porcentaje de
espermatozoides con fosforilacion proteica. En este sentido, ha sido
ampliamente demostrado que la fosforilacion proteica es la principal
modificacion post-translacional implicada en el proceso de capacitacion. Asi,
las bajas concentraciones de endocannabinoides encontradas en el tracto
genital femenino permitirian que los espermatozoides se capaciten

fosforilando sus proteinas.

Respecto a la Inmunolocalizacién y cuantificacion de a-tubulina en espermatozoides

humanos frescos, capacitados y reaccionados acrosémicamente

1. Los espermatozoides frescos, capacitados y con reaccién acrosoémica
pueden ser clasificados en dos poblaciones dependiendo del porcentaje de
su flagelo inmunoreactivo para la a-tubulina. Asi, existe una poblacién con
la mitad o menos de su flagelo inmunoreactivo para a-tubulina, y otra con
mas de la mitad. La expresion diferencial de o-tubulina podria estar
relacionada con procesos de seleccidén negativa, donde los espermatozoides
con alta expresion de tubulina serian blanco de las caspasas, las cuales

mediarian la apoptosis de estas células.

2. En la poblacién con baja expresion, la inmunoreactividad de a-tubulina es
aun menor en espermatozoides reaccionados acrosOmicamente que en
frescos y capacitados. En este sentido, el reordenamiento de muchas
proteinas del citoesqueleto es un evento que sucede durante la reaccion
acrosomica. Asi, la disminucion de la expresion de a-tubulina podria ser un
hecho necesario para que se produzca la reaccién acrosémica en
espermatozoides humanos. Sin embargo, esto debera ser confirmado por

estudios posteriores.
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Anexo I

Articulos cientificos, comunicaciones a congresos y premios derivados de esta tesis
doctoral.

PUBLICACIONES
ARTICULOS ACEPTADOS PARA PUBLICACION

IDENTIFICATION AND CELLULAR LOCATION OF GLUTAMINE SYNTHETASE IN
HUMAN SPERM.

Francou MM, Hombrebueno JM, De Juan ]. Revista: Cell and Tissue Research, 2012.

ARTICULOS EN PRODUCCION

DISTRIBUTION OF CANNABINOID RECEPTORS (CB1, CB2) IN FRESH,
CAPACITATED AND ACROSOME REACTED HUMAN SPERM.

COMUNICACIONES A CONGRESOS

06/2011. TERMIS EU, 2011 Annual Meeting, Tissue Engineering & Regenerative
Medicine International Society. Granada, Espafia.

Poster: “DIFFERENCES IN FLAGELLAR o-TUBULIN EXPRESSION IN FRESH,
CAPACITATED AND ACROSOME-REACTED HUMAN SPERM”.

Francou MM, Gémez-Torres MJ, Girela JL, Garcia-Hernandez E, Ten ], Bernabeu R,
De Juan J.

10/2011 VI Congreso de ASEBIR, Girona, Espafia

Comunicacién oral: “PATRONES DE DISTRIBUCION DE LOS RECEPTORES DE
CANABINOIDES, CB1 Y CB2, EN ESPERMATOZOIDES HUMANOS FRESCOS,
CAPACITADOS Y REACCIONADOS ACROSOMICAMENTE”

M.M. Francou, E. Garcia-Hernandez, ].L. Girela, M.J. Goémez-Torres, ]J. Ten, R.
Bernabeu, ]. De Juan.
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Poster: “EFECTO DE LOS ENDOCANABINOIDES, 2-ARAQUIDONILGLICEROL (2-AG)
Y 2-ARAQUIDONILGLICEROL ETER (2-AGE), EN LAS FUNCIONES IN VITRO DE
ESPERMATOZOIDES HUMANOS”

M.M. Francou, E. Garcia-Hernandez, J.L. Girela, M.J. Gémez-Torres, J. Ten, R.
Bernabeu, ]. De Juan.

PREMIOS

Innovacion, Calidad e Imagen en Reproduccion Asistida (iCIRA). Merck-Serono
2010/11. Primer premio en la categoria: Aporte de Datos relevantes en el
tratamiento de la reproduccion asistida.

DISTRIBUCION DE LOS RECEPTORES DE CANNABINOIDES (CB1 Y CB2) EN EL
ESPERMATOZOIDE HUMANO: SU IMPLICACION EN LA MOTILIDAD.
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Anexo 11

* Innunocitoquimica

ANTICUERPO 1¢/LECTINA HOST FUENTE | CODIGO DILUCION
FITC-PSA
- Sigma L0770 1:20
Lectina del pisum sativum
Glutamina sintetasa (GS) Monoclonal ratén Sigma G2781 1:10000
Receptor de cannabinoide . . Santa A% . %
tipo 1 (CB1) Policlonal conejo Cruz Sc20754 | 1:100*/ 1:5000
Receptor de cannabinoide : . Cayman EnnE /A -
tipo 2 (CB2) Policlonal conejo Chemicals 101 550 | 1:500*/1:10000
o-fosfotirosina Monoclonal ratén Sigma P4110 1:500
a-tubulina Monoclonal ratén Sigma T9026 | 1:500*/1:10000**
** Western blot
ANTICUERPO 22 | HOST | Reactividad FUENTE CODIGO DILUCION
DyLight 488 Cabra | anti-ratén EEE0 711-205-152 1:500
ImmunoResearch
DyLight 549 | Cabra | anti-conejo Jackson 711-505-152 | 1:500
ImmunoResearch
Conjugado
peroxidasa Cabra anti-conejo Invitrogen G-21234 1:2000
(HRP)
Conjugado
peroxidasa Cabra anti-ratén Invitrogen A-10677 1:2000
(HRP)
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Abreviaturas utilizadas en la tesis doctoral

2AG, 2 araquidonilglicerol

2AGE, 2 araquidonilglicerol éter

AC, adenil ciclasa

AEA, N-araquidonil-etanolamina
AKAPs, protein quinasas

AMPc, adenosin monofosfato ciclico
ANOVA, anilisis de la varianza

ATP, adenosin trifosfato

BSA, albuimina sérica bovina

CAP, capacitado

CB1, receptor de cannabinoide tipo 1
CB2, receptor de cannabinoide tipo 2
CC, canales calcio

CCMA, canales de calcio en la membrana acrosomal
CP, par central de microtiubulos

DA, brazos de dineina

DAB, 3, 3’ diaminobencidina

DAPI, 4',6-diamidino-2, fenilindol dihidrocloruro.
EMS, error estandar de la media
FITC, Isotiocianato de fluoresceina
FS, vaina fibrosa

GS, glutamina sintetasa
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HRP, peroxidasa de rabano

HSA, alimina sérica humana

IP3, inositol trifosfato

LH, hormona leutinizante

MNP, motilidad no progresiva

MP, motilidad progresiva

MS, vaina mitocondrial

NM, no moéviles

ODFs, fibras densas externas

OMDA, pares de microtibulos externos
OMS, Organizacién Mundial de la Salud
PAS-PT, region post-acrosomal de la teca perinuclear
PKA, protein quinasa A

PM, membrana plasmatica

Pm, peso molecular

PSA, lectina proveniente del guisante (pisum sativum)
PT, teca perinuclear

PVDF, polivinilideno fluoruro

PVS, espacio perivitelino

RA, reaccién acrosémica

SAC, adenil ciclasa soluble

TBS-T, tampodn salino de Tris y Tween-20
THC, A9 tetrahidrocannabinol

ZP, zona peltcida

Anexo Il
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