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PREAMBULO

Para que el espermatozoide pueda llevar a cabo su funcion es necesario que
sufra una serie de transformaciones a través del tracto genital femenino para
adquirir su capacidad fecundante. El conjunto de estos cambios recibe el
nombre de capacitacion espermatica. Una vez que el espermatozoide llega
al 6évulo experimenta otro proceso denominado reaccion acrosémica, que se
inicia cuando las proteinas de la membrana del espermatozoide
interaccionan con los receptores especificos de la zona pelucida del évulo,
permitiendo a la cabeza del espermatozoide introducirse en su interior y

produciéndose, de este modo, la fecundacion.

Los cambios de tipo capacitante han sido asociados con un
incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales
como anion superoxido (O2—), el peroxido de hidrégeno (H20;) y el 6xido
nitrico (NO+). Se ha demostrado que un nivel adecuado de ROS juega un
papel fundamental en la biologia del espermatozoide actuando como
segundo mensajero, sin embargo cuando el balance entre la produccion de
ROS y su eliminacidn por los antioxidantes biologicos esta descompensado,
se produce un estrés oxidativo y se activan procesos de tipo apoptéticos que
comprometen la funcionalidad y la viabilidad espermatica. En este sentido,
se ha descrito que las ROS afectan a la fertilidad en los humanos debido
alteraciones que afectan a procesos funcionales basicos como la
capacitacién, la movilidad y la morfologia. Parte del origen de estas ROS se
ha asociado en los ultimos afos a los malos habitos de vida de la poblacion
mundial, como son el tabaquismo, el sedentarismo, la mala alimentacion o el
consumo de alcohol y drogas. De igual forma cuando el espermatozoide es
sometido a diversos procesos biotecnoldgicos, como la refrigeracion o la
criopreservacion, se ve sometido a otros tipos agresiones que causan estrés

celular de tipo oxidativo, térmico, osmético y el dano gendémico.

En esta tesis hemos estudiado los cambios a nivel molecular que

experimentan los espermatozoides de mamiferos sometidos a estrés de



diferentes origenes valorando la posible implicacién de la quinasa N-terminal
de c-Jun (JNK), una proteina de la familia de las MAPK que se activa en
respuesta a diversos estimulos, incluyendo el estrés celular, pero que aun no
ha sido descrita en espermatozoides. Por lo tanto hemos investigado la
presencia y la regulacién de esta proteina en espermatozoides, tanto
sometidos a estrés como en condiciones fisiolégicas, estudiando el papel
que esta quinasa podria jugar en la respuesta al dafio celular y la regulacidn

de la apoptosis en los espermatozoides de diversas especies de mamiferos.
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Introduccion

1. EL ESPERMATOZOIDE: DESARROLLO Y ESTRUCTURA.

1.1 LA ESPERMATOGENESIS.

La espermatogénesis es un proceso ordenado y complejo de
diferenciacion de las células madres germinales primordiales
(espermatogonias) hacia la formacion de espermatozoides. Es decir, la
espermatogénesis comienza con la divisién de las células madre y finaliza
con la formacién de los espermatozoides maduros. Ocurre en los testiculos,
concretamente en los tubulos seminiferos. Durante el desarrollo fetal, la
creacion de gametos esta en reposo, pero tras el incremento de la
concentracion de hormonas gonadotroficas (FSH y LH) que generalmente se
producen en la pubertad, las células de Leyding secretan testosterona y asi
da comienzo la espermatogénesis [1]. El proceso se mantiene activo durante
toda la vida aunque en los individuos seniles se ha descrito un descenso en

la produccién de espermatozoides [2-3].

Las gonadas masculinas se componen de varias zonas llamadas
I6bulos en las que podemos encontrar multitud de tubulos seminiferos donde
se formaran los espermatozoides. La formacion comienza en la zona mas
exterior del tubulo y conforme van madurando y ganando funcionalidad van
acercandose al centro, donde una vez formados los espermatozoides
viajaran hacia el epididimo. Por tanto, las espermatogonias, que estan
situadas en la zona mas alejada del centro del tubulo y junto a la membrana
basal, tienen la funcion de dividirse de forma continuada (espermatogonias
de tipo A), pero en determinados momentos, algunas de esas
espermatogonias (de tipo B) no se dividirdn mas y formaran los
espermatocitos primarios, que presentan un tamafo mayor (Figura I-1) [1-2,
4].



Introduccion

Estas células, van a dividirse mediante meiosis. Al completar la
meiosis | [2] constituiran los espermatocitos secundarios, que ya son
haploides y tienen un tamafio menor, pero todavia no son maduros. Al
completar la meiosis |l se formaran las espermatidas, que ya tienen la
cantidad de DNA necesaria para la correcta fecundacidn y posterior
desarrollo del nuevo individuo, aunque carecen de la morfologia celular
adecuada. Estas cuatro espermatidas haploides formadas a partir de la
misma espermatogonia se diferenciaran hacia espermatozoides en el
proceso conocido como espermiogénesis (Figura I-1). Este es el esquema
basico que se produce en el hombre y en la mayoria de primates [1], pero en
otras especies de mamiferos se aprecia algun estadio celular adicional,

aunque esencialmente el proceso es idéntico [4-5].
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Figura I-1. Esquema de las diferentes fases de la espermatogénesis.
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Situados en los tubulos seminiferos también se localizan las células de
Sertoli (Figura I-2). Estas células sirven de sustrato tréfico y estructural a los
espermatozoides que estan en proceso de diferenciacion [1] desarrollando

las siguientes funciones:

e Aportan nutrientes a los espermatozoides en diferenciacion.
e Segregan hormonas para el correcto funcionamiento de la
espermatogénesis.

e Forman la barrera hemato-espermatica.

En el exterior de los tubulos seminiferos encontramos las células de
Leydig, que son células productoras de testosterona, y que, por tanto, desde
la pubertad aumentaran su secrecion para favorecer la maduracion de los

espermatozoides [6].

Lumen of
seminiferous
tubule

Spermatozoon

Sertoli cell

Spermatids

Secondary
spermatocyte

Primary
spermatocyte

Tight junction

Spermatogonium

Figura I-2. Organizacién celular de un tiibulo seminifero
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Durante el proceso de la espermiogénesis, las espermatidas, una vez
formadas, van a sufrir una serie de cambios hasta convertirse en

espermatozoides maduros [7], entre los que se incluyen:

e Formacion del acrosoma, que se produce por la fusion de vesiculas
del aparato de Golgi, que se uniran entre si formando una gran
vesicula que contendra enzimas hidroliticas entre las que
encontramos proteasas y las enzimas necesarias para poder penetrar
en la zona pelucida del évulo.

e El centrosoma va a moverse hacia la cara opuesta del nucleo donde
se ha formado el acrosoma. A partir de uno de los centriolos se
formara el axonema del flagelo.

e Alrededor de ese axonema flagelar se van a formar una serie de
fibras densas rigidas y alargadas que llegaran desde el cuello del
espermatozoide hasta el tercio mas distal del flagelo.

e Las mitocondrias también van a sufrir un proceso de migracién y se
colocaran rodeando a la parte proximal del axonema flagelar y las
fibras densas.

e El tamafio nuclear se reducira. Ademas se va alargar y aumentar la
condensacion de la cromatina gracias a que las histonas, que son las
proteinas principales encargadas de la condensacién cromatinica, son
sustituidas por protaminas, que permiten un empaquetamiento del
DNA mucho mayor. La mayor parte del citoplasma se condensa y se
agrupa formando la gota citoplasmatica que sera eliminada formando
el cuerpo residual. La aparicion de wun alto porcentaje de
espermatozoides con gota citoplasmatica es indicativo de falta de
maduracion epididimaria y se corresponde con una pérdida de
fertilidad [8].
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1.2  MADURACION EN EL EPIDIDIMO

Las funciones del epididimo son el transporte, la maduracién y el
almacenamiento de los espermatozoides [8], los cuales, a través de su paso
por los conductos eferentes y el epididimo, adquieren la habilidad de tener
movimiento progresivo lineal y la capacidad de fecundar. Durante este
transito, ocurren cambios funcionales, bioquimicos y morfolégicos en la
célula espermatica [2, 8]. También se produce la reabsorcidén e intercambio
de fluidos. Especificamente, en la cabeza del epididimo ocurre la
reabsorciéon de solutos y fluidos, en el cuerpo del epididimo las etapas
ultimas de maduracién espermatica, y en la cola del epididimo el

almacenamiento de los espermatozoides fértiles [2].

En su origen, los espermatozoides son incapaces de moverse, de ahi
que el transporte inicial a la rete testis es dependiente del fluido secretado

por las células de Sértoli [2, 8].
1.3 ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE

La funcion de los espermatozoides es llegar al 6vulo y fecundarlo.
Para conseguir ese objetivo, el espermatozoide cuenta con una morfologia
muy especializada. El espermatozoide se divide en dos partes principales: la
cabeza, y la cola. La cabeza esta unida a la cola por una estructura
intermedia denominada pieza conectora. Rodeando a todas estas

estructuras se encuentra la membrana plasmatica (Figura I-3) [9].
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Figura I-3. Estructura del espermatozoide
1.3.1 CABEZA

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

el nacleo y el citoplasma (Figura 1-4).

ACROSOMA

Es una estructura vesicular de gran tamafio derivada del aparato de
Golgi que se forma en las ultimas fases de la espermatogénesis y que esta

situada en la parte apical de la cabeza [10] .

Esta delimitado por una membrana denominada membrana acrémica
o acrosomal. La region de la membrana que se encuentra justo debajo de la

membrana plasmatica se denomina membrana acrosémica externa y la
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region de la membrana adyacente al nucleo se denomina membrana

acrosomica interna [11].

El acrosoma contiene en su interior enzimas hidroliticas como la
hialuronidasa, «-D-galactosidasa, la «-D-manosidasa o la R-D-
glucuronidasa capaces de digerir la matriz extracelular del 6vulo (zona
pelucida), permitiendo asi la fecundacion. Estas enzimas se liberaran
mediante la exocitosis del acrosoma en un proceso conocido como reaccion

acrosomica [12].

NUCLEQ

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

funciones aun desconocidas [13].

CITOPLASMA

Los espermatozoides maduros tienen un citoplasma muy reducido. La
mayor pérdida del citoplasma se produce cuando los espermatozoides se
van a liberar hacia el epitelio de los tubulos seminiferos. Al fragmento de
citoplasma que se pierde se denomina cuerpo residual, el cual contiene RNA
empaquetado, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico, lisosomas vy

peroxisomas y son fagocitados por las células de Sertoli.
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Figura I-4. Estructura de la cabeza del espermatozoide.

1.3.2 COLA O FLAGELO

La cola de los espermatozoides tiene una estructura compleja y
especializada con el fin de proporcionar movimiento a la célula.
Morfolégicamente se divide en tres partes: pieza intermedia, pieza principal y
pieza final (Figura I-5). Los espermatozoides utilizan el flagelo para moverse,
gracias a una estructura denominada axonema, en un proceso que requiere
energia. El axonema esta formado por microtubulos compuestos de tubulina-
a y proteinas unidas a estos y, en el caso de los espermatozoides, su
estructura se mantiene a lo largo de toda la cola. En un apartado posterior se
analiza en mas detalle los mecanismos moleculares que producen el

movimiento [14].
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PIEZA INTERMEDIA

Esta formada por el axonema y alrededor de él encontramos 9 fibras
densas externas. Alrededor de estas fibras hay un anillo de mitocondrias de
gran tamano y finalmente, rodeandolo todo, esta la membrana plasmatica.
En esta pieza se crea la mayor parte de ATP necesario para el movimiento
flagelar [14], aunque en el espermatozoides de mamiferos también se ha

descrito produccién de ATP independiente de la mitocondria [14-15].

PIEZA PRINCIPAL

Aqui también encontramos las fibras densas externas rodeando el
axonema pero las fibras en posicion 3?2 y 82 estan sustituidas por dos
columnas de fibras membranosas. Estas dos columnas se encuentran
unidas. Finalmente, esta la membrana plasmatica se encuentra rodeando

toda esta estructura. En esta pieza también se crea ATP [14].

PIEZA TERMINAL

Esta parte estd formada por el axonema y la membrana plasmatica.
(Figura I-5).

outer dynein arm

central singlet
microtubule

plasma membrane
inner dynein arm

outer doublet microtubule

Figura I-5. Esquema de la estructura del axonema del espemmatozoide.

11



Introduccion

1.4 LA MEMBRANA PLASMATICA

Todo el espermatozoide esta rodeado por la membrana plasmatica,
la cual se organiza en areas especializadas y forma el componente mas
externo del espermatozoide. Permanece intacta durante todo el proceso de
fecundacion, excepto en la regién del acrosoma previo a la fecundacién, o

como resultado de la muerte del espermatozoide [10, 16].

Estructuralmente se compone de tres capas o zonas: bicapa lipidica,

interfase fosfolipidos-agua y glicocalix.

La bicapa lipidica esta subdividida en fosfolipidos polares, que se
orientan de tal forma que los grupos de cabezas polares hidrofilicas estan
situadas externamente y las cadenas de acidos grasos orientadas
internamente unas a otras. La mayoria de los lipidos presentes son
fosfolipidos y colesterol. La cantidad de colesterol, relativo al fosfolipido,
determina la fluidez de la membrana. En general mientras mas alta la
concentracion relativa de los fosfolipidos, mas fluida es la membrana. El
colesterol, por lo tanto, actua junto con proteinas integrales como un
estabilizador, asegurando una configuracion laminar de los fosfolipidos y de
la bicapa. Es sabido que la concentracion de colesterol varia entre las zonas
de la membrana [10, 16]. Ademas el ratio entre colesterol y fosfolipidos
presentes en la membrana plasmatica de los espermatozoides varia entre
las diferentes especies siendo de 0,26, 0,30, 0,30 o 0,45 en verraco, gallo,

caballo y toro respectivamente [17].

Todos los lipidos pasan por una fase de transicion, desde un estado
fluido o liquido-cristalino, en el cual las cadenas de acidos grasos estan
relativamente desordenadas, a un estado de gel, en el cual las cadenas de
acidos grasos estan cada vez mas rigidas y paralelas a medida que la
temperatura disminuye [18]. El pico de temperatura de fase de transicion
para fosfolipidos en potros es 20,7 °C, comparado con 24 °C, 25,4 °Cy 24,5

°C en verraco, toro y gallo respectivamente [17]. Es posible que estas
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diferencias reflejen las distintas tolerancias de los espermatozoides de

diferentes especies a las rapidas disminuciones de temperatura.

Las proteinas se encuentran también entre los lipidos y suponen
hasta un 50% del peso de la membrana plasmatica. Estas proteinas actuan
como proteinas estructurales (integrales) y como puntos de unién para otras
proteinas periféricas. Las estructurales pueden también actuar como canales
O poros a través de los cuales pequefias moléculas pueden pasar al
citoplasma de los espermatozoides. Las proteinas de union actuan como
receptores de superficie para otras proteinas periféricas desde el medio que
las rodea, por medio de sus cadenas laterales de carbono cargadas

negativamente [18].

El siguiente area de la membrana es la interfase agua-fosfolipido, que
es la unién entre los grupos de cabezas polares hidrofilicas de la capa
lipidica y el medio circundante (principalmente agua) y en el cual se
encuentra el glicocalix. El glicocalix es una capa externa de polisacaridos del
espermatozoide. Su funcion exacta no es clara, pero se piensa que esta
involucrado en antigenicidad, adherencia celular y permeabilidad especifica.
Es sabido que dentro del glicocalix existen uniones para proteinas
periféricas. Estas proteinas son provenientes del plasma seminal y actuan
estabilizando al espermatozoide durante su paso por el tracto masculino y

femenino. También pueden estar involucradas en la capacitacion [18].

2. CARACTERISTICAS FUNCIONALES DEL
ESPERMATOZOIDE.

Como se ha mencionado anteriormente, la funciéon del
espermatozoide es la de transportar el material genético paterno hasta el
ovulo materno y fusionarse con él. Para que esto ocurra han de producirse
una serie de modificaciones que en conjunto se denominan capacitacion.

Esta implica cambios en la concentracion intracelular de iones,
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fundamentalmente calcio ([Ca*] ) y bicarbonato (HCOs~, se produce
también un aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS), hay
cambios en la distribucion de los fosfolipidos de la membrana y hay también
un marcado incremento en la fosforilaciéon de proteinas, tanto en residuos de
serinal/treonina (S/T), como en residuos de tirosina (Y). Ademas, la
capacitacion se acompana de un marcado incremento de la capacidad
cinética del espermatozoide y se produce la activacion selectiva de vias
como la del cAMP/PKA. Todo esto permitira al espermatozoide adquirir el
movimiento flagelar necesario para llegar al 6vulo y posteriormente

experimentar la reaccién acrosoémica (RA).

2.1 MOVILIDAD

La movilidad podemos definirla como la capacidad de desplazamiento
de los espermatozoides. Tras la espermatogénesis los espermatozoides son
inmoviles, adquiriendo su movilidad a su paso por el epididimo. La movilidad
de los espermatozoides es fundamental para la fertilidad en los mamiferos
[19]. Los espermatozoides moviles, dentro del plasma seminal, muestran
trayectorias lineales que se correlacionan con las que fisiolégicamente

mostrarian al penetrar el moco cervical [14].

El conjunto de microtubulos y de proteinas que forman el axonema
van a ser los responsables del movimiento de la cola del espermatozoide.
Cuando los brazos de dineina del axonema se fosforilan, se produce su
activacién, hidrolizando ATP vy liberandose energia. La energia liberada
permite que los brazos de dineina interactuen con el microtubulo B del par
de microtubulos adyacente generando el deslizamiento de un par de
microtubulos sobre el otro. Debido a que el axonema esta anclado en la
base de la cabeza del espermatozoide esta fuerza deslizante se transforma
en un movimiento ondulante en la cola. La defosforilacion de la dineina por
la calcineurina, una fosfatasa dependiente de calmodulina, permite la
liberacion del microtubulo al que se habia unido, de manera que el axonema

vuelve a su posicion de partida y comienza de nuevo a doblarse en direccion
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contraria. Debido a que la dineina sélo produce la fuerza en una unica
direccién, la produccion de un movimiento ondulatorio requiere que la
fosforilacion/defosforilacion y por tanto la activacién y la inactivacion de la

dineina sea de forma asincrénica a lo largo de todo el axonema [20].

2.1.1 FUENTES DE ENERGIA IMPLICADAS EN LA MOVILIDAD

La estructura movil del axonema necesita ATP para poder activarse y
provocar el movimiento de la cola del espermatozoide. El ATP es producido
en las mitocondrias mediante el proceso de la respiracion mitocondrial, sin
embargo, estos organulos so6lo se encuentran en la pieza intermedia del
espermatozoide, mientras que el axonema se extiende a lo largo de toda la
cola del espermatozoide. Esto parece implicar que el ATP mitocondrial
tendria que difundir a lo largo de la cola del espermatozoide para suministrar
la energia necesaria para el movimiento del espermatozoide [21]. Sin
embargo, simulaciones matematicas han demostrado que el ATP producido
en la pieza intermedia es insuficiente para permitir la motilidad del
espermatozoide [21]. Ademas, en espermatozoides de raton que
presentaban anomalias en la respiracion oxidativa mitocondrial, se ha
observado que habia una produccion de ATP y un mantenimiento de la
motilidad [21] Por lo tanto, todos los estudios descritos indican que el ATP
que permite el movimiento flagelar no procede sdélo de la oxidacion
mitocondrial [21] Diversos estudios indican que el ATP puede provenir del
metabolismo no oxidativo de la glucosa, ya que se produce un aumento en la
concentracion de ATP en espermatozoides humanos cuando se anade tanto
glucosa como fructosa al medio de incubaciéon observandose una correlacion
significativa entre la concentracion de ATP y el porcentaje de
espermatozoides moviles [22]. Ademas, se ha observado que la
gliceraldehido 3-fosfatasa deshidrogenasa, una enzima que interviene en la
glucdlisis, se encuentra unida covalentemente a la vaina fibrosa en la pieza
principal del espermatozoide, indicando su posible papel en la regulacion de
la motilidad [23].
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La mayoria de los espermatozoides de mamiferos muestran dos tipos
de movimientos dependiendo de las condiciones en las que se encuentren.
En eyaculados frescos se produce una activacion de la motilidad
caracterizada por un movimiento simétrico de baja amplitud de onda y que
conduce al espermatozoide en linea recta. Sin embargo, cuando los
espermatozoides han capacitado se produce una hiperactivacion de la
motilidad, donde la cola del espermatozoide genera un movimiento
asimétrico y de alta amplitud [20]. Yanagimachi en 1969 fue el primero que
mostré el movimiento hiperactivado del espermatozoide, describiendo que la
cola del espermatozoide de hamster comenzaba a batir vigorosamente
cuando adquiria la capacidad de fecundacién, siendo este movimiento mayor
que el observado anteriormente [24]. Esto sugiere que el espermatozoide
sufre primero una activacion en la motilidad para poder atravesar el tracto
genital de la hembra, y, posteriormente, una hiperactivacién que le permitira

llegar al sitio de fecundacion y penetrar la zona pelucida del ovocito [20].
2.2 CAPACITACION

Los espermatozoides de mamiferos recién eyaculados no son
capaces de fecundar sino que, para desarrollar esta funcion, deben
experimentar una serie de cambios denominados globalmente como
capacitacion espermatica [25]. El proceso de capacitacion se inicia durante
el transito de los espermatozoides por el cervix o cuello uterino, se contintda
posteriormente en los cuernos uterinos y se completa en el oviducto a nivel

de la “ampolla”.

Las alteraciones que ocurren durante la capacitacion in vivo son muy
sustanciales e incluyen varias modificaciones intra- y extra-celulares que aun
no han sido definidas completamente. Entre las modificaciones bien
conocidas destacan la eliminacibn de proteinas del plasma seminal
absorbidas en la membrana y la modificacibn y reorganizacion de
componentes de la membrana plasmatica [26]. Asi, durante la capacitacion

se produce un cambio en la distribucién de lipidos en los diferentes dominios
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de la membrana, hecho que es importante para el posterior reconocimiento y
fusién con el ovocito [27]. El colesterol y el sulfato de colesterol de la
membrana de los espermatozoides limitan la permeabilidad idnica de la
misma y la insercién y movilidad de las proteinas dentro de la bicapa lipidica,
brindando de este modo una mayor rigidez y estabilizacién de la membrana
[28]. Durante el proceso de la capacitacion, los componentes de la superficie
espermatica son modificados o eliminados por secreciones del aparato
reproductor femenino. Por ejemplo, la desulfatacion del colesterol sulfato que
desestabiliza la bicapa fosfolipidica y permite la activacién acrosomal. La
pérdida de colesterol altera la permeabilidad y fluidez de la membrana
plasmatica permitiendo la entrada de iones, especialmente de calcio y
bicarbonato a través de canales [26]. La distribucién de varios fosfolipidos de
membrana también se ve alterada durante el proceso de capacitacion.
Debido a la activacion de una translocasa bidireccional denominada
escramblasa, lipidos como la fosfatidilserina, fosatidiletanolamina,
fosfatidilcolina y esfingomielina cambian de posicion dentro de la bicapa
lipidica [13, 29-30].

Se ha sugerido que el movimiento transmembrana del bicarbonato
podria ser el responsable del aumento intracelular de pH [31] Esta
alcalinizacion del citoplasma del espermatozoide provoca la apertura de
canales de calcio y por tanto, la entrada masiva de este cation [32] que sera
esencial para el inicio de la reaccion acrosomica. La importancia del
bicarbonato y del calcio en el proceso de capacitacion también se ha puesto
de manifiesto al reconocer a estas sustancias como inductoras de la

capacitacion in vitro [33-34].

Estos iones van a ser los responsables de la activacion de la
adenilato ciclasa (AC) soluble que produce adenosin monofosfato ciclico
(cAMP), el cual va iniciar la activacion de numerosas cascadas de
sefalizacion a través de la activacion de la proteina quinasa A (PKA). Esta
via del cAMP/PKA se activa en los espermatozoides de diferentes especies

de mamiferos durante la capacitacion y como veremos mas adelante, tiene
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un papel fundamental en la regulacion de este proceso [35-37]. La activacion
de la via del cAMP/PKA y de otras vias de sefalizacion que aparentemente
participan en menor medida, inducen un cambio en el estado de
fosforilacidn, tanto en serina/treonina como en tirosina, de determinadas
proteinas reguladoras que modifican su estado de actividad, su localizacion
subcelular o ambas. Finalmente dichas proteinas modificaran, a su vez, la
conformacién de diversas proteinas estructurales y el estado de actividad de

proteinas efectoras que también participan en la capacitacion [38-39].

Como todas las células que viven bajo condiciones aerdbicas, los
espermatozoides producen especies reactivas de oxigeno (ROS) originadas
en su actividad metabdlica. Los espermatozoides generan anién superdxido
(O2--) el cual espontaneamente o enzimaticamente se transforma en
peroxido de hidrégeno [30]. Debido a su baja reactividad y estabilidad, el
O2- no es muy toxico pero cuando reacciona con sus dianas celulares
puede producir especies mas activas [30] Se ha demostrado que, a pesar de
la toxicidad que pueden representar las especies reactivas de oxigeno, son
completamente necesarias para que se produzca un aumento en la
capacitacion [40]. La adiciéon de bajas concentraciones de H,O, acelera el

desarrollo de la capacitacion en espermatozoides humanos [41].
2.3 REACCION ACROSOMICA

Como se ha indicado anteriormente la reacciéon acrosémica (RA) en
los espermatozoides de mamiferos es basicamente un proceso de exocitosis
dependiente de calcio [42]. En la mayoria de las especies de mamiferos es
necesario que se produzca la RA, como consecuencia de la capacitacion,
para que tenga lugar la fusién con la zona pelucida (ZP) del ovocito [43-44].
En estas especies, la ZP esta compuesta principalmente por tres tipos de
glicoproteinas: glicoproteina de zona pelucida 1 (ZP1), ZP2 y ZP3. Bleil y
colaboradores demostraron que ZP3 era el primer ligando en unirse al
espermatozoide, desencadenando la reaccion acrosémica. La union entre la

ZP y el espermatozoide puede producirse por interacciones de tipo
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proteina — proteina, como en el caso de ZP3 y la proteina tirosina quinasa de
95 KDa, un receptor tirosina quinasa presente en la membrana del
espermatozoide; o bien por unién proteina-carbohidrato, como la unién entre
ZP3 y la proteina galtasa, una proteina de membrana que se une a la N-

acetil-glucosamina de ZP3 [45].

En cualquier caso, la unidn de las glicoproteinas de la zona pelucida
del ovocito con receptores del espermatozoide va a desencadenar la
apertura de canales de calcio provocando la entrada de este i6n, un
aumento de pH y la activacién de receptores acoplados a proteinas G vy
fosfolipasas, que también van a desempenar un papel muy importante en la
reaccion acrosémica [46]. Como consecuencia de estos eventos se produce
un incremento en la concentracion de calcio intracelular y la degradacion de
fosfatidilinositoles de membrana por fosfolipasas tipo C (PLC) para producir
diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). EI DAG activa a la
proteina quinasa C (PKC) y el IP3 moviliza calcio de los depésitos al unirse a
los receptores de IP3 localizados en la membrana de estos depdsitos [47]
Tanto el calcio como el DAG actian como segundos mensajeros
intracelulares en eventos que participan en la fusién entre la membrana
acrosomal externa y la plasmatica, produciéndose la exocitosis acrosomal
[47-48].

La PKC induce entrada de calcio a través de la activacion de canales
de calcio situados en la membrana plasmatica [47]. Ademas, el vaciamiento
de los depdsitos de calcio provocado por el IP3 induce una entrada de calcio
desde el exterior a través de canales (SOC) [38]. Este aumento de calcio
citoplasmatico es un paso critico que regula la reaccion acrosémica [49].
Tanto es asi, que en los espermatozoides incubados en un medio libre de

calcio no es posible inducir la AR [26].
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3. EL ESTRES ESPERMATICO

Todas las células, aun en condiciones fisiolégicas, se encuentran
expuestas a agresiones que causan cierto nivel de estrés procedente de
diferentes origenes. En el caso del espermatozoide este esquema también
es de aplicacion puesto que este tipo celular estd sometido a gran cantidad
de estrés a lo largo de su ciclo vital, afectando a su integridad estructural y
funcional, y, consecuentemente, provocando una pérdida de su capacidad
fecundante. Por este motivo muchos grupos de investigacion se han
centrado en los ultimos afos en estudiar el estrés y los fendmenos derivados
del mismo que sufren los espermatozoides, tanto en los procesos
reproductivos fisiologicos o normales, como en los derivados de procesos
biotecnoldgicos tales como la refrigeracion o la criopreservacion (entendida

como congelacion y descongelacion del semen) [50].

En este sentido, en las ultimas décadas la criopreservacién de semen
y la utilizacion del semen refrigerado en inseminacién artificial han causado
un gran impacto sobre la reproduccion animal y humana [51]. Sin embargo,
la fertilidad del semen en estos casos es inferior a la del semen fresco. La
reduccion de la fertilidad descrita esta relacionada, obviamente, con la
muerte de las células que no soportan la refrigeracion o el proceso de
congelacion y descongelacion, pero también con dafos subletales
instaurados en la poblacion espermatica que sobrevive a estos procesos [50,
52]. Este ultimo fendbmeno, es decir, la existencia de danos subletales en la
poblacidon superviviente al proceso de criopreservaciéon y una reduccion
concomitante de la capacidad fecundante, se conoce desde hace tiempo.
Por ejemplo, Crister, ya en la década de los 80, describié que los
espermatozoides descongelados moviles y con membranas (aparentemente)
intactas, no mantenian su viabilidad y capacidad fecundante durante tanto
tiempo como los espermatozoides del semen fresco [53]. A partir de las
primeras descripciones, las causas que subyacen a esta pérdida de fertilidad

han sido estudiadas por diversos grupos, que han abordado el estudio del
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estrés oxidativo, el térmico y, sobre todo, el osmaético, como los principales

factores responsables del dafo espermatico derivado de la criopreservacion.
3.1 ELESTRES OXIDATIVO

Las especies reactivas de oxigeno, conocidas como ROS por sus
siglas en inglés, son agentes oxidantes altamente reactivos que forman parte
de una clase de moléculas conocidas como radicales libres. Un radical libre
es cualquier molécula que contiene uno o mas electrones desapareados, v,
por tanto, pueden ser generados en procesos bioquimicos que impliquen
transferencia de electrones [54]. Las ROS se producen continuamente en el
organismo. Bajo ciertas condiciones el oxigeno inerte puede inicialmente
reaccionar con moléculas organicas a traves de procesos bioquimicos dando
lugar a la formacién de intermediarios moleculares que son altamente
reactivos. Estos se producen durante el metabolismo celular normal y
reaccionan muy rapidamente con la mayoria de los compuestos organicos
desencadenando una serie de reacciones que modifican la estructura de
algunas moléculas bioldgicas, particularmente de aquellas que poseen un

alto contenido de acidos grasos polinsaturados [54-55].

Entre las ROS destacan fundamentalmente el anién superodxido (O3 -),
el hidroxilo (-OH) y el peréxido de hidrogeno (H202) [56-57]. EI H2O2 no
posee electrones libres y por lo tanto no es un radical libre, sin embargo, es
una molécula muy reactiva y puede ser precursora de radicales -OH en
presencia de metales de transicidn. Por su parte la interaccion del radical -
OH con el material genético modifica el DNA, pudiendo generar mutaciones

y delecciones de la molécula [56-58].

Parece ser que el principal mecanismo de produccion de ROS en los
espermatozoides equinos es consecuencia de la accion de una NADH
oxidasa especifica (NOFXS5), presente en la membrana plasmatica de la
cabeza de los espermatozoides y en las mitocondrias [59-60]. Aunque en un

principio el anién superdxido (O; -), fue propuesto como el principal ROS
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generado en los espermatozoides equinos, se ha demostrado que la vida
media de éste anidon es muy corta ya que rapidamente es transformado en
H>O, por accion de la superdoxido dismutasa (SOD), siendo ésta ultima
molécula mas perjudicial para los espermatozoides de caballo que el propio

anién precursor [61-62].

En condiciones fisiologicas existe una pequena generaciéon de ROS
promovida por Ca?* y en la que participa NOFX5. Esta generacion de ROS
en los espermatozoides parece tener gran importancia en la induccién de la
capacitacion y en concomitante aumento de fosforilacion de proteinas en
residuos de tirosina [62]. Ademas de la generacion basal o fisiologica de
ROS, se ha demostrado que la generacion de ROS aumenta en algunas
especies cuando hay dafo asociado, por ejemplo, a procesos de
criopreservacion, o cuando existen anomalias morfolégicas en el
espermatozoide [61]. EI hecho de que pequefias concentraciones de ROS
sean inductores, en parte, de la capacitacién espermatica en caballo y en
otras especies, podria ser de gran importancia en las técnicas de
preservacion del semen, debido a que durante la criopreservacion se
produce un incremento en la concentracion de Ca?* intracelular, aumentando
las ROS y disminuyendo la capacidad antioxidante del semen, lo que, en
conjunto, provocaria una induccion prematura de la capacitacion [63],
causando, por tanto, una disminucion en la longevidad del semen

criopreservado [64].

En cuanto a los efectos nocivos que producen las ROS en los
parametros funcionales de los espermatozoides, se ha demostrado que
cuando los espermatozoides de caballo son expuestos a ROS provenientes
de una fuente externa, se produce un aumento en la concentracion de HyO,
observandose una disminucion en la movilidad espermatica [58]. Este
descenso en la movilidad de produce sin observarse un descenso en la
viabilidad, la integridad de membrana mitocondrial o una pérdida de los
potenciales de membrana mitocondrial. Por tanto, parece ser que la

movilidad espermatica podria ser uno de los primeros parametros afectado

22



Introduccion

por el estrés oxidativo, pudiendo servir como indicador de este proceso en

sus etapas iniciales [58].

Por otro lado esta bien caracterizado como las ROS producen dafos
en el DNA en diversos tipos celulares, incluyendo el espermatozoide. De
hecho, en el espermatozoide equino existe una correlacion positiva entre el
dafio genomico y la concentracion de ROS a la que son expuestas [65].
Ademas, el dafo gendmico inducido por estrés oxidativo puede ser
bloqueado mediante la accion de catalasas, pero no de SOD, lo que apunta
a que el H,O, podria ser el principal responsable del daino en el DNA de
espermatozoides de caballo. Durante el almacenamiento de semen de
caballo se ha detectado un importante aumento en el dano del DNA, sin
embargo la adicion a los diluyentes de criopreservacion de antioxidantes
(acido ascorbico, glutation o a-tocoferol), ni de scavengers de redicales
libres (catalasa, superéxido dismutasa), no parecen reducir la fragmentacion
del DNA derivada de los procesos de congelacion/descongelacién o de la
refrigeracion [65-67]. En contraposicion, se ha demostrado que la adiccién
de SOD a los diluyentes de criopreservaciéon aumenta considerablemente la
fragmentacion del DNA de los espermatozoides, sugiriéndose de nuevo que
el HyO, parece ser la ROS que mayor dafo gendmico produce en

espermatozoides de esta especie [68].

Por su parte, la membrana plasmatica de los espermatozoides se
caracteriza por contener gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados que
son susceptibles a sufrir dafio por peroxidacion [69]. El H,O2 y el O,— no
poseen energia suficiente para comenzar la peroxidacion lipidica per s€, sino
que requieren el concurso de un metal de transicién (como el Fe2+) que
actue como catalizador de la reaccion [69]. La peroxidacion de los lipidos
insaturados de la membrana plasmatica del espermatozoide provocado por
un exceso de HyO; disminuye la fluidez de la membrana e incrementa su
permeabilidad a iones de manera no especifica afectando la funcionalidad
del espermatozoide y por tanto a su fertilidad [40]. Aunque la peroxidacién

lipidica ha sido demostrada en los espermatozoides de caballo, parece que

23



Introduccion

los espermatozoides de esta especie son mas resistentes al proceso que los
de otras especies [70]. Sin embargo, tanto en la criopreservacion como
durante la refrigeracion (5 °C) de los espermatozoides equinos se ha
observado un aumento en la susceptibilidad a la peroxidacion lipidica,

haciéndose especialmente pronunciado en la pieza intermedia [68, 70-71].

Por ultimo, para paliar los efectos deletéreos provocados por las ROS
en los espermatozoides, en el plasma seminal existen diversas moléculas
conocidas como scavengers o neutralizadores de las ROS, algunas de las
cuales ya han sido previamente enumeradas. Entre éstas, destacan la
catalasa, la superoxido dismutasa (SOD) o la glutation peroxidasa (GPx),
cuya concentracion y actividad es variable en funcidon de la especie [67].
Ademas de estas enzimas se han identificado en el plasma seminal otros
componentes que contrarrestarian la accion de las ROS como la albumina,

la taurina, el acido ascorbico, el tocoferol, el lactato o el piruvato [68, 72].
3.2  ELESTRES TERMICO

Desde hace tiempo se sabe que el enfriamiento del semen de
diferentes especies de 30 a 8 °C, provoca un estrés letal en las células
proporcional a la velocidad de enfriamiento y al intervalo de temperatura,
fendbmeno conocido como estrés o choque por frio [73]. Los estudios
bioquimicos realizados han demostrado que, debido a este fendmeno, se
produce una peérdida de proteinas y lipidos, dando lugar a dafos
morfologicos que afectan principalmente a la membrana plasmatica y al

acrosoma [74].

En los espermatozoides de cerdo se ha demostrado como éste
fendmeno sucede inmediatamente después de la eyaculacién, y, a medida
que pasa el tiempo, los espermatozoides se van haciendo menos sensibles
a este dafno, de hecho experimentos desarrollados con espermatozoides de
esta especie incubados a temperatura ambiente en su propio plasma

seminal, mostraron gran resistencia al choque por frio incluso 16 horas
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después de la eyaculacion, parece que debido a que las membranas se
alteran de tal forma pasado un tiempo que hace a la célula mas resistente
[75]. Debido a esto se ha sugerido que para criopreservar semen porcino es
conveniente que pase un tiempo de entre 18-24h tras la eyaculacion para
minimizar el dafo [76]. Por otra parte, se ha determinado que los
espermatozoides testiculares y epididimarios de la cabeza y cuerpo del
epididimo, parecen ser mas resistentes al choque frio que los

espermatozoides de la cola del epididimo y del eyaculado [51].

La explicacién del choque por frio aun no esta esclarecida, pero se
cree que esta relacionada a la transicion de fase de los lipidos de la
membrana, resultando en una separacién de fase y por consiguiente una
pérdida de la permeabilidad selectiva de las membranas biolégicas [77]. La
composicion de los acidos grasos de la membrana plasmatica juega un
papel importante en la susceptibilidad al estrés térmico. Especies con una
ratio de acidos grasos poliinsaturados:saturados cercano a la unidad son
mas resistentes, mientras que las membranas mas susceptibles tienen ratios
superiores a 2.5, como es el caso del cerdo [78]. Ademas, la cantidad de
colesterol presente en la membrana influye en el comportamiento térmico de
la misma, ya que el colesterol interactua con las cadenas de acidos grasos
de los fosfolipidos [73] inhibiendo la cristalizacién de los hidrocarburos a
bajas temperaturas. De forma que con altos niveles de colesterol en
membrana se reduce o incluso se elimina la transicion de fase de los
fosfolipidos [79]. Darin-Bennet y White [78] observaron que existian
diferencias en el ratio colesterol/fosfolipidos entre especies y que las
especies con bajo ratio (menor de 0,6 como en cerdos, caballos, moruecos,
toros o cabras) eran mas susceptibles a la congelacion que las especies con
alto ratio (préximo a 1), como los conejos o el hombre [17, 73, 80]. Ademas
se ha puesto de manifiesto que la adicién de colesterol a la membrana de los
espermatozoides que poseen bajo ratio colesterol/fosfolipidos aumenta su

supervivencia al enfriamiento y a la congelacion [81].
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El contenido en colesterol de las membranas puede ser modificado
mediante el uso de ciclodextrinas [82] las cuales son capaces de transferir el
colesterol o de extraer el colesterol, en funcién de las necesidades, de las
membranas de muchos tipos de células, incluidos los espermatozoides. Esta
transferencia se cree que se produce mediante gradiente de concentracion.
Diversos autores han demostrado que la incubacion de los espermatozoides
de algunas de las especies que presentan bajo ratio colesterol/fosfolipidos
con ciclodextrinas saturadas de colesterol antes de la congelacion, mejora la
supervivencia de los espermatozoides a la crioconservaciéon. Esta mejora se
ha observado en diversas especies, incluido en los espermatozoides de
caballos [83].

Las alteraciones relacionadas con la temperatura y que afectan a la
organizacion de los componentes estructurales de la membrana plasmatica
tienen efectos negativo sobre los espermatozoides, reflejandose en cambios
asociados a la permeabilidad de las membrana y por consiguiente, en una

pérdida de la capacidad de experimentar la fusion, afectando a la AR [84].

Ademas, y sin lugar a dudas, la temperatura es uno de los factores
mas importantes que hace variar la motilidad espermatica, asi Holt y cols.
(1988) observaron que al enfriar a 16°C espermatozoides de carnero, un
50% de las piezas intermedias del flagelo dibujaban un arco, y si la
temperatura seguia descendiendo disminuia la motilidad progresiva de los
espermatozoides perdiéndose todo el movimiento flagelar si se alcanzaba
los 14°C [85-86].

3.3 ESTRES OSMOTICO

Se define como volumen isoosmadtico a aquel que presentan las
células en una solucion isoténica siendo de 300 mOsm a lo que al
espermatozoide se refiere. En espermatozoides de humanos, otros primates,
de cerdo y de toro el volumen isoosmoético puede variar en un rango que

oscila entre los 20-28 um®. En el caso del espermatozoide equino este
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volumen se ha establecido en 24,4 pm® [87]. Sin embargo, los
espermatozoides de esta especie pueden alcanzar un volumen de 1,6 veces
su volumen isotdnico en soluciones de 75 mOsm [61] aunque se ha descrito
que pueden tolerar variaciones de 100 mOsm, con respecto a la
isoosmolaridad, sin experimentar cambios significativos e irreversibles en su
motilidad y viabilidad. Esto es posible ya que los espermatozoides utilizan
diferentes mecanismos que regulan el volumen, como son el transporte a
través de la membrana plasmatica y cambios en su metabolismo [68]. Sin
embargo, la capacidad del espermatozoide para variar su volumen vy
adaptarse al medio depende de varios factores, como la especie, la
composicidon de su membrana, la temperatura a la que se producen los
cambios de fase en los lipidos de la membrana, la permeabilidad al agua, la
actividad de la Na*/K* ATPasa, canales de agua como las aquaporinas y los

canales ionicos presentes en la membrana [88].

Existe un considerable interés en estudiar el estrés osmoético como
uno de los factores mas importantes asociados al dafio que se produce
durante la criopreservacion del semen. Este tipo de estrés se produce
debido a un cambio en el volumen celular, derivado del movimiento de agua
y de solutos a través de la membrana plasmatica del espermatozoide,
provocando dafio en el mismo [61]. Actualmente existen dos hipdtesis
comunmente aceptadas para explicar el dafio derivado de la
criopreservacion en este sentido [89]. Por un lado, se ha establecido que,
cuando el enfriamiento de los espermatozoides de produce demasiado
rapido, se forman cristales de hielo intracelulares deletéreos para los
mismos, por el contrario si el enfriamiento es demasiado lento las células
pueden morir por la exposicion prolongada a los solutos resultantes de la

conversién de agua en hielo [90].

Aparte del shock osmatico producido en la congelacion, durante la
descongelacion los espermatozoides estan expuestos a un ambiente
hipotdnico, esto provoca un aumento en el volumen del espermatozoide

debido al incremento de afluencia de agua en el interior de la célula, ya que,
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al igual que antes, los solutos de uno y otro lado de la membrana tienden a
equilibrarse [90]. Por tanto, el estrés osmodtico en espermatozoide se
produce por un dafio que podemos considerar como doble, por un lado el
hiperosmotico al congelar las células, seguido de un estrés hiposmatico al
descongelarlas. Estudios tanto en nuestro laboratorio [91], como en otros
[87], han demostrado que ésta secuencia de pasos por estados
aniosmolares, aun transitoria, es mucho mas dafiina para los
espermatozoides que la exposicion prolongada a un medio hiperosmolar.
Resultados similares se obtuvieron en otras especies como monos Rhesus,

raton o toro, entre otras [92-93].

Sin embargo, la susceptibilidad de los espermatozoides a sufrir estrés
osmotico es bastante variable en funcidén de la especie y, como se ha
indicado anteriormente, parece que la composicion de los acidos grasos de
la membrana debe ser considerado un factor importante en la calidad del
semen en general y en la capacidad de congelar en particular [94].
Actualmente, para reducir el estrés quimico y fisico derivado del
enfriamiento, congelacion y posterior descongelacion, al diluyente de
conservacion se le afiaden sustancias crioprotectoras como son el glicerol,
etielinglicol, dimetilsulféxido (DMSO), propilenglicol o el propanodiol [95]. El
problema que esto presenta es que a veces la concentracion de
crioprotectores empleada es muy alta, llegando a ser citotoxica, produciendo
un choque osmotico muy importante en la célula. Por ello se deben anadir
crioprotectores a concentraciones muy estudiadas para conseguir el efecto

protector pero sin dafar los espermatozoides [96].

Cuando el espermatozoide esta suspendido en un entorno
hipertonico, se produce una pérdida de agua intracelular, la cual es
dependiente de la velocidad de enfriamiento, de esta forma el
espermatozoide va perdiendo agua hasta que las concentraciones de soluto

intra y extracelulares se equilibran [97].

Ademas de todo lo expuesto anteriormente, se ha descrito como la

exposicion de espermatozoides de caballo a estrés hipo o hiperosmético
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provoca un aumento en la generacion de ROS, mas concretamente de O lo
que afecta a la viabilidad espermatica, demostrandose asi una estrecha
relacion entre los dos tipos de estrés [98]. Aunque este mecanismo de
interaccion no esta bien caracterizado, estudios en otros tipos celulares
sugieren que la activacion de la fosfolipasa A2 asociada a la membrana
(PLA2), con la consecuente activacion de una NADH oxidasa, podria ser el
principal mecanismo de generacion del anion superdxido a partir de estrés
osmotico [99]. Sin embargo, en espermatozoides de hombre se ha
observado como productos de la PLA2, incluido el acido araquidonico,
promueven la activacion moderada de la NADH oxidasa y, por tanto, la
produccién de O, Este aumento de ROS en niveles fisioldgicos podria estar
implicado en los procesos de fosforilacion en tirosina, que constituyen un

importante mediador de la homeostasis celular [99].

4. LA APOPTOSIS EN ESPERMATOZOIDES

En células somaticas existen dos tipos generales de vias de
sefalizacion que permiten el inicio de la activacion de caspasas iniciadoras
de la muerte celular programada o apoptosis. La primera de ellas depende
de la participacion de la mitocondria (via intrinseca) y la segunda implica a
los receptores de muerte celular como el receptor 1 de TNF (TNFR-1) y Fas
(CD9%) (via extrinseca). Al igual que en células somaticas, existen varias
vias por las que las células germinales masculinas pueden sufrir apoptosis
entre las que se incluyen vias mediadas por miembros de las proteinas de la
familia Bcl-2; el ligando Fas, el tumor necrosis factor (TNF), TRAI [100] o
mediante supresores de tumores, tales como p53.
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Figura I-6. Esquema general del proceso de apoptosis
4.1 LA APOPTOSIS DURANTE LA ESPERMATOGENESIS

Durante las ultimas décadas, un gran numero de investigaciones han
evidenciado que la apoptosis desempena un papel muy importante en la
regulacion tanto fisiolégica como patolégica durante la espermatogénesis de
distintas especies [101-106] jugando un papel esencial en la determinacion
del numero de espermatozoides totales que se producen y regulando la
eficiencia del proceso debido a que si no se produjera la apoptosis en esta
etapa, las células de Sertoli no podrian nutrir a todas las células en
desarrollo [102].

El fendmeno de apoptosis de células germinales se puede presentar
en todas las fases de la espermatogénesis, aunque la espermatogonia y el
espermatocito son los tipos celulares que mas frecuentemente entran en
apoptosis tanto en situaciones fisiolégicas como patoldgicas [102, 107]. Asi
se ha estimado que para la mayoria de las especies de mamiferos, un alto
porcentaje de las espermatogonias tipo A degeneran por mecanismos

apoptéticos de forma fisioldgica en los testiculos de animales adultos [102].
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4.2  APOPTOSIS EN ESPERMATOZOIDES MADUROS
EYACULADOS

Los espermatozoides adultos maduros de muchas especies de
mamiferos experimentan caracteristicas tipicas de la apoptosis como son: la
condensacion de la cromatina, la fragmentacion de DNA, la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial, la pérdida de integridad de la

membrana plasmatica, o la activacion intracitoplasmatica de caspasas [100].

Actualmente se barajan dos teorias para intentar explicar por qué los
espermatozoides adultos muestran caracteristicas tipicas de este proceso.
Por un lado se postula que durante la espermatogénesis las células
defectuosas son marcadas para su eliminacion y experimentan procesos de
apoptosis, aunque algunas de esas células no llegan a completar el proceso
y apareceran en el eyaculado como espermatozoides con caracteristicas
apoptoticas [108-109]. La segunda teoria establece que los espermatozoides
adultos eyaculados son capaces de iniciar y completar el proceso de
apoptosis independientemente de la fase de espermatogénesis [110]. Por
tanto y, aunque el papel de la apoptosis en células somaticas y durante la
espermatogénesis esta bien establecido, hay desacuerdos en lo que al
espermatozoide eyaculado maduro se refiere, ya que no esta claro si los
marcadores apoptoticos que aparecen en el espermatozoide son residuos de
etapas anteriores o si son el resultado de que la apoptosis se haya iniciado
tras la eyaculacién [108-109, 111-113].

Aunque inicialmente se sugiri6 que el espermatozoide carecia de la
maquinaria necesaria para llevar a cabo una degradacién del DNA, en los
ultimos afos se ha visto que el espermatozoide maduro si puede completar
el proceso de apoptosis gracias a la presencia de topoisomerasas y
nucleasas capaces de degradar el DNA en pequenos fragmentos [114].
Ademas se ha descrito que los procesos apoptéticos pueden ser
desarrollados en los espermatozoides como respuesta al estrés de

diferentes origenes, como el térmico o el oxidativo, derivado de procesos
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biotecnoldgicos. Estos estimulos inducirian cambios de tipo apoptéticos asi
como la aparicion de factores moduladores de la apoptosis, como las
proteinas Bcl-2 o IAPs (proteinas inhibidoras de la apoptosis), lo que estaria
indicando que la apoptosis puede ser iniciada de forma autdbnoma en los

espermatozoides [113, 115].

Por ultimo, aun no se ha establecido si la apoptosis es un fenédmeno
perjudicial o si por el contrario son cambios necesarios para que el
espermatozoide maduro adquiera la capacidad fecundante [100]. Existen
estudios que apoyan que los cambios apoptéticos influyen negativamente en
la fecundacidn de los espermatozoides y, por lo tanto, la seleccion de
subploblaciones no apoptéticas representaria un avance para mejorar la
capacidad fecundante [111, 116]. Por el contrario, otros estudios han
indicado que la presencia de caspasas activas en el espermatozoide no
parece un factor letal que determine el destino de las células, sino que
podria participar en procesos fisiolégicos y estar relacionado con la

adquisicidon de capacidad fecundante [100].

5. VIAS DE SENALIZACION EN LA CAPACITACION,
REACCION ACROSOMICA Y MOVILIDAD DE LOS
ESPERMATOZOIDES

Estd muy bien documentado que uno de los mecanismos mas
utilizados por las células eucariotas para regular diversas propiedades de las
proteinas es la adicion de grupos fosfatos a residuos de serina, tirosina o
treonina (adicién de un grupo y-fosfato desde la molécula de ATP a un
residuo susceptible de una proteina) o bien mediante la eliminacion de
dichos grupos fosfatos. La adicion de grupos fosfatos depende de las
quinasas, mientras que el efecto contrario depende de las fosfatasas. Estos
mecanismos son conocidos como fosforilacion y defosforilacion y son

responsables de inducir cambios conformacionales en la proteina
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provocando la modificacion de muchas de sus otras caracteristicas
incluyendo en muchos casos la activacion o inhibicion de la actividad

enzimatica [117] (Figura I-7).

ADP @ ADP
Phosphor}’lation\_/
(Kil'lﬂSE) /_\

®

Dephosphowlaﬁolv
(Phosphatase)

Figura I-7. Esquema del balance fosforilacién/defosforilacion de proteinas.

Protein

En espermatozoides se ha demostrado la participaciéon de quinasas
especificas de S/T, de Y o duales en la regulacién de la movilidad, la
capacitacién, la reaccién acrosomica y durante la maduracién y el transito
por el epididimo de los espermatozoides [36, 38, 47, 118-120]. Sin embargo,
el papel de cada una de estas quinasas es variable en funcion de la
situacion fisiologica del espermatozoide e incluso de la especie. A
continuacion detallaremos algunas de las vias mas importantes identificadas
y que regulan la sefalizacion en espermatozoides, haciendo especial
hincapié en la via de la MAPK, dentro de la cual se encuentra la principal
proteina objeto de estudio en esta tesis, la quinasa N-terminal de c-Jun
(JNK).
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5.1  ViA cAMP/PKA

La adenosina 3’,5-monofosfato ciclico (cCAMP), el calcio y el
bicarbonato son agentes esenciales en las cascadas de sefalizacion
intracelular que permiten adquirir capacidad de fecundar al espermatozoide
Numerosos estudios demuestran que durante el proceso de capacitacion se
incrementa la concentracidon intracelular del cAMP, asignandole a este
segundo mensajero un papel esencial en la regulacion de la fisiologia

espermatica como veremos a continuacion.

La produccién de cAMP en espermatozoides, esta mediada por una
clase especial de adenilato ciclasa abundante en estas células, denominada
adenilato ciclasa soluble (sAC) [121]. A diferencia de las clases de adenilato
ciclasa presentes en la membrana de las células somaticas, la sAC se
encuentra libre en el citosol y puede ser activada tanto por HCO3" como por
Ca”* [122]. Se ha descrito recientemente otra clase de adenilato ciclasa en
espermatozoides humanos y de ratéon que parece estar regulada por
proteinas G, pero su modo de activaciéon todavia no se ha establecido [123].
El cAMP media su accion por la activacion de la proteina quinasa A (PKA)
[124] La PKA es una quinasa tetramérica compuesta por dos subunidades
reguladoras y dos subunidades cataliticas [124]. La union del cAMP a la
subunidad reguladora promueve la disociacion y la activacion de las
subunidades cataliticas que fosforilan diferentes proteinas en residuos

serina/treonina [124].

MOTILIDAD

El cAMP juega un papel crucial en la motilidad, ya que el
pretratamiento de los espermatozoides de diferentes especies con analogos
no hidrolizables del cAMP, han producido un aumento en la motilidad de

estas células [125].
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La PKA parece ser la responsable de la iniciacion y del mantenimiento
de la motilidad al fosforilar la dineina del axonema que, como hemos visto,
es un punto critico en el inicio de la motilidad [126-127]. La PKA esta
localizada en compartimentos especificos del espermatozoide por la unién
de su unidad reguladora a proteinas de anclaje denominadas AKAP; estas
proteinas de anclaje van a facilitar la fosforilaciéon de las proteinas por parte
de la PKA en los diferentes compartimentos de la célula [124]. En
espermatozoides se han encontrado diferentes tipos de AKAPs: AKAP82
[128], FSP95 y AKAP110 [129] localizadas en la pieza principal, la S-
AKAP84 |ocalizada en la pieza intermedia asociada a mitocondrias [130] y la
AKAP220 unida a estructuras del citoesqueleto [131]. La adicion de HCO3 al
medio de incubacién produce un aumento en la motilidad de los
espermatozoides [125] y se ha mostrado que este idon produce un aumento
en la fosforilacion en tirosina de la AKAP3, una proteina de anclaje a la PKA,
por activacion de la adenilato ciclasa soluble [132] La fosforilacidn en tirosina
de la AKAP3 esta asociada con un incremento en la union de la proteina a la
PKA, resultando en el reclutamiento y en la activacion del enzima en la cola

del espermatozoide [133].

Todos estos estudios junto con el hecho de que inhibidores de la
PKA, como el H89, redujeron la motilidad de los espermatozoides de
verraco, de humano y de hamster, independientemente de la composicidn
del medio de incubacion, demuestran la importancia que tiene la via de
sefalizacion cAMP/PKA en la motilidad del espermatozoide [127, 132].

CAPACITACION

Cuando los espermatozoides son incubados en un medio capacitante
se produce un aumento en la concentracion intracelular de cAMP que
precede a la capacitacion propiamente dicha [35, 134] sugiriendo un
importante papel de este segundo mensajero en el proceso de capacitacion
del espermatozoide. Este hallazgo se ha confirmado utilizando activadores,

en espermatozoides de ratén [35] e inhibidores, en espermatozoides de
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verraco [134], de esta via intracelular que inducen, respectivamente, un

incremento o un descenso en la capacitacion del espermatozoide.

Como se ha mencionado anteriormente, durante el proceso de
capacitacion, se produce un incremento intracelular tanto en la
concentracion de Ca?* como de HCO5 y se ha demostrado que un aumento
en la concentracion de cAMP esta relacionado con un aumento en la
concentracion de estos dos iones ya que ambos estimulan la actividad de la
adenilato ciclasa [122]. La activacion de la adenilato ciclasa va a regular los
cambios en la distribucion de los fosfolipidos de la membrana [135], asi
como los cambios en la fosforilacion de proteinas [136] observados durante

el proceso de capacitacion.

Ademas, el incremento de cAMP durante la capacitacién induciria la
activacion de la PKA, la cual fosforila sustratos en residuos de
serina/treonina y ademas de inducir la fosforilaciéon en tirosina de proteinas
por su accion directa o indirecta en tirosinas quinasas o tirosinas fosfatasas
[137-139] El aumento en la fosforilacion de proteinas en tirosina o en serina
/treonina producido cuando se incuban los espermatozoides en un medio
capacitante puede revertirse mediante el uso de inhibidores especificos de la
PKA como el H89 [140]. En contraposicion, el uso de analogos del cAMP o
de inhibidores de fosfodiesterasas como la cafeina, producen un incremento
en la fosforilacion de proteinas en espermatozoides de verraco [140-141].
Todos estos resultados demuestran el importante papel activador que tiene
la via de sefalizacion cAMP/PKA en la fosforilacion de proteinas durante el

proceso de capacitacion.

REACCION ACROSOMICA

La estimulacion de la reaccidn acrosémica con progesterona o con el
ionoforo A23187 produce un incremento en la concentracion intracelular de
cAMP, sugiriendo un papel para la via del cAMP/PKA durante este proceso
[142]. Asi, mediante el uso de analogos del cAMP en espermatozoides

humanos y de carnero [143] de activadores de la adenilato ciclasa en
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espermatozoides humanos [143] y de inhibidores de fosfodiesterasas en
espermatozoides de hamster [144] se ha inducido un incremento en el
porcentaje de los espermatozoides reaccionados acrosomicamente; por el
contrario, la adicion de inhibidores de la PKA produce un descenso en la
reaccion acrosémica en espermatozoides humanos [143]. El incremento
observado en el cAMP durante este proceso es dependiente de la
concentracién de Ca®" indicando que durante la reaccion acrosémica se
produce primero un incremento en la concentraciéon de Ca®" el cual activaria

a la adenilato ciclasa con la consiguiente produccion de cAMP [142].
5.2 ViAcAMP / EPAC

Hasta hace poco se creia que todos los efectos del aumento
intracelular de cAMP eran mediados por la PKA. Sin embargo,
recientemente se ha descubierto en espermatozoides otras proteinas que
también son activadas mediante este segundo mensajero. Son las proteinas.
Epac (del acrénimo exchange protein activated directly by cAMP). Existen
dos isoformas de esta proteina denominadas Epac-1, que esta localizada
principalmente en cerebro, corazoén, riidn, pancreas, ovario, tiroides y
médula espinal, y Epac-2 que es menos abundante y se encuentra en
algunas zonas del cerebro, en la médula adrenal y en los islotes de
Langerhans [145]. En células somaticas estas proteinas se encuentran
ubicadas en la membrana plasmatica, en las regiones perinucleares, en la
membrana nuclear y en la mitocondria. El aumento del cAMP que induce su
activacion puede ser mediado por la activacion del receptor B-adrenérgico,
los receptores de adenosina (A2b) y de prostaglandinas [146]. Todos estos
receptores se encuentran acoplados a proteinas Gs, que activaran la AC y

esta sintetizara cAMP, quien finalmente activara a Epac.

Las Epacs son factores de intercambio de nucledtidos de guanina que
ejercen su funcion sobre las GTPasas, Rap1 y Rap2, pequenas proteinas
pertenecientes a la super familia de las proteinas Ras. Una vez activada por

el cAMP, son capaces de estimular la actividad de intercambio GDP/GTP
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sobre las proteinas Rap, activandolas y en consecuencia generando una

respuesta bioldgica.

En espermatozoides Epac-1 ha sido recientemente identificada en
eyaculados humanos y de caballo mediante Western blotting e
Inmunofluorescencia [147]. Estos estudios han descrito la presencia de Epac
en la region acrosomal de los espermatozoides, por lo que podria estar
implicado en la reaccion acrosémica. Otros trabajos desarrollados con
espermatozoides de hamster han descrito que Epac-2 se localiza en el
flagelo de los espermatozoides de hamster interviniendo en la regulaciéon de
la movilidad. Por otro lado en un estudio desarrollado en nuestro laboratorio
hemos descrito como durante los procesos de capacitacion y reaccion
acrosdmica se produce un cambio en la localizacion de la proteina Epac en
espermatozoides de verraco. Ademas la incubacion de los espermatozoides
con 8-Br-2°-O-Me-cAMP, un analogo del cAMP que solo activa a las Epac y
no la PKA, promueve un aumento en la activacion de Rap, necesario para
que se lleve a cabo, la RA, la movilidad y la movilizacion de calcio, cuando
los espermatozoides son incubados en un medio inductor de la reaccion
acrosomica. Finalmente la activacién de la proteina Epac induce un cambio
en la distribucién de la E-cadherina, una glucoproteina transmembrana
responsable de la unién célula-célula, o que podria indicar que Epac juega
un importante papel en el reconocimiento entre gametos vy

consecuentemente en la fecundacion [148].
5.3 VIADAG /PKC

La PKC es una familia de serina/treonina quinasas formada por
numerosas isoformas, que se divide en tres grupos atendiendo a su
estructura y requerimientos alostéricos: las PKCs convencionales (cPKC),
que dependen de calcio y son activadas por fosfolipidos, diacilglicerol (DAG)
y ésteres de forbol (TPA); las PKCs noveles (nPKC) que se activan por DAG
y TPA pero son insensibles a calcio; y las PKCs atipicas (aPKC) que no

responden ni a DAG ni TPA y son insensibles a calcio [149].
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La principal via de activacion de la PKC depende de la activacion de
fosfolipasas C (PLC), que hidrolizan fosfatidilinositoles de membrana para
producir DAG e inositol trifosfato (IP3). El IP3 induce un aumento de calcio
citosodlico mediante la activacion de los recetores especificos de IP3
localizados en la membrana de los depdsitos de calcio. Ademas de muchos
otros efectos bioldgicos, el calcio es un cofactor para la activacion de las
cPKC vy las quinasas dependientes de Ca/calmodulina (CAMK). Por otra
parte, el DAG es el primer agente activador de las cPKC y nPKC, regulando
su translocacién a las membranas bioldgicas y produciendo cambios de
conformacién necesarios para adquirir competencia catalitica [149] . Ademas
de este mecanismo de regulacién se ha descrito la activacién de la PKC
mediante fosforilacion por la PDK1 via PI3K, activacion dependiente de
fosfolipasa A (PLA) [149] y activacion de PKCs dependiente de fosfolipasa D
(PLD)

En células somaticas la familia de quinasas PKC esta implicada en la
regulacion de multiples procesos celulares, incluyendo el crecimiento y
diferenciaciéon celular, desarrollo de tumores, apoptosis, envejecimiento, y
muchos otros [150]. Respecto a los espermatozoides se ha descrito la
presencia de la PKC en diferentes especies de mamiferos, donde parece
que pueden jugar un papel regulando la reaccion acrosémica [46-48] y
probablemente, la motilidad en algunas especies. En este sentido, se ha
descrito recientemente que la PKC esta implicada en la hiperactivacion del
movimiento flagelar en espermatozoides de cerdo, participando en un

mecanismo dependiente de la via cAMP/PKA [151].
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5.4  ViA DELAS MAPK

Las MAPK son una familia de enzimas conservadas evolutivamente,
que se caracterizan por responder a estrés fisico y quimico de diferentes
origenes, controlando la supervivencia y la adaptacion, y estando implicadas
ademas en procesos como la diferenciacion o el crecimiento celular. La
regulacion de la actividad de las MAPK se produce por fosforilacion
secuencial de distintas proteinas a través de una cascada de sefializacion.
En mamiferos se han descrito hasta el momento la cascada de MAPK
quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2), las quinasas del
extremo amino terminal de c-Jun (JNK), p38 y ERKS [152]. ERK1/2 y p38
estan relacionados con MAPK encontradas en levaduras y poseen
mecanismos de fosforilacion duales T-Q-Y y T-G-Y respectivamente. Por su
parte las proteinas de la familia de JNK se fosforilan en el motivo T-P-Y
[153]. Estas a su vez son activadas por MAPKK especificas: MEK1/2 para
ERK1/2, MKK3/6 para p38, MKK4/7 (JNKK1/2) para JNK y MEK5 para
ERK5. Cada MAPKK puede ser activada por mas de una MAPKKK,
aumentando asi la complejidad y la diversidad de las sefales [154] (Figura
[-8).

Se ha descrito que las MAPK participan en multitud de procesos
celulares como son diferenciacion celular, movilidad, proliferacién y
apoptosis. ERK1/2 se han relacionado preferentemente con proliferacion y
diferenciacion, mientras que JNK y p38, parece estar mas vinculado con
respuestas a estrés como inflamacion y apoptosis, aunque hay excepciones,
y tanto JNK como p38 pueden mediar proliferacién en algunos tipos

celulares [155].

Por otro lado, es conocido que el tiempo de activacion de las MAPK
puede dar lugar a diferentes respuestas. Asi se conoce que una activacion
sostenida de ERK, en células PC12, da lugar a diferenciaciéon celular,
mientras que una activacion transitoria provoca crecimiento celular En

cambio, en fibroblastos NIH3T3, la activacion prolongada de ERK induce
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crecimiento y transformacion celular Por su parte JNK también parece
responder de manera dependiente del tiempo de activacion. En células T,
frente a diversos estimulos como la ligacion de CD28, ésteres de forbol,
radiaciones o ionoforos, una activacion sostenia provoca apoptosis, mientras
que una activacion transitoria induce proliferacion celular [156]. El hecho de
que la activacion de MAPK sea transitoria o persistente depende tanto de la
accion de fosfatasas como del estado de activacion de moléculas anteriores
de la via. Asi, la regulacion por fosfatasas comprende fosfatasas duales y
serina/treonina fosfatasa. Entre las primeras encontramos las fosfatasas 3
de las MAPK (MKP3), que inactivan selectivamente a ERK; M3/6, exclusiva
de JNK; o MKP1 y MKP2 y MKP3 las cuales pueden defosforilar a ERK, JNK
y p38 [157].
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Figura |-8. Esquema de la via de las MAPK en células eucariotas de mamiferos.
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5.5 MAPKEN ESPERMATOZOIDES

Diversos estudios han mostrado que la funcion reproductiva esta
modulada, en parte, por la cascada de proteinas de las MAPK. Las MAPK
estan involucradas en muchas etapas del desarrollo de las células
germinales, incluida la espermatogénesis, la apoptosis de células
germinales, la adquisicion de movilidad en el epididimo, asi como la

capacitacion y reaccién acrosémica previa a la fecundacién del évulo [158].

5.5.1 MAPKEN LA ESPEMATOGENESIS

ERK1/2 se ha encontrado durante todas las etapas de la
espermatogénesis de raton y en células de Sertoli de rata [120, 159]. En
éstas ultimas ERK1/2 es fosforilada, aunque sus mecanismos de activaciéon
aun no son bien conocida [159]. Durante la espermatogenésis, hay
activacion de ERK1/2 en espermatogonias primarias de raton. ERK1/2 se
encuentra activada en espermatocitos en leptoteno y zigoteno, mientras que
se observa un descenso en la actividad en espermatocitos primarios en
paquiteno y en espermatidas de ratdén [120]. Se ha demostrado expresion
proteica de ERK1/2 y MEK en células germinales premeidticas y
espermatocitos, mientras que MEK1 no se expresa en espermatocitos en
paquiteno. Por otra parte, expresion de Mos, una MAPK, se ha encontrado al
final de la profase meidtica en cultivos celulares de espermatogonias de rata
de 14 dias de vida [160]. Mos fue también hallada en espermatogonias
primarias y secundarias de la rana Rana esculenta, sugiriendo que Mos
podria estar implicado en la regulacibn de la proliferacion de las

espermatogonias [161].

Por otro lado recientes estudios han sugerido que la via de las MAPK
esta implicada en el mantenimiento de la condensacion de la cromatina para
llevar a cabo una segunda fase de duplicacion del DNA entre las dos

divisiones meidticas [162].
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5.5.2 MAPKEN ESPERMATOZOIDES MADUROS

Diversos estudios han puesto de manifiesto la presencia y el posible
papel de la MAPK en los espermatozoides maduros. Asi ERK 1/2 fue
localizada en el espermatozoide humano en la region postacrosémica y en la
pieza intermedia, concretamente, en las fibras exteriores densas, lo que
indica que podria estar implicada tanto en la AR como en procesos de
movilidad [119, 138]. La evidencia del papel de ERK1/2 en la movilidad
espermatica de aves fue estudiada también por Ashizawa demostrando que
esta proteina esta positivamente implicada en la movilidad de los
espermatozoides [163]. Sin embargo otros estudios sugieren que ERK1/2
regula negativamente la movilidad del espermatozoide en respuesta a la
estimulacién por triptasa. La discrepancia en los efectos de estos dos
estudios podria estar en las diferencias interespecificas, pero también se
puede explicar por las diferentes sefiales que pueden transducir ERK, que

culminan en diferentes efectos [164].

Por otra parte, Almog y colaboradores localizaron la presencia de p38,
distribuyéndose principalmente por la region postacrosémica y de forma mas
difusa en la cola, sugiriendo su posible participacion en la movilidad
espermatica [119] Ademas mediante Western blotting se intento identificar a

la proteina quinasa N-terminal de c-Jun (JNK) aunque sin éxito [119].

Por otro lado, estudios realizados por Luconi et al, demostraron que el
inhibidor de ERK1/2 PD098059 no podia bloquear las reacciones
acrosomicas inducidas por progesterona. Los autores encontraron que soélo
los espermatozoides capacitados podria sufrir la reaccidn acrosémica en
respuesta a la progesterona. Por lo tanto, concluyeron que la ERK1/2 esta

implicada en la regulacion de la capacitacion del espermatozoide [138].

Ademas utilizando otros inhibidores especificos de ERK1/2 y de p38
se ha demostrado que, mientras ERK1/2 estimula la movilidad, la p38 la

inhibe. Sin embargo ambas proteinas estimulan la reaccion acrosomica en
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un proceso no bien definido [119]. Sin embargo, otros autores han localizado
la isoforma ERK2 [138], la proteina adaptadora Shc [165] y Ras [166] en la
cabeza de espermatozoides humanos, indicando que esta via podria ser

importante para la regulacion de proteinas en esta localizacion.

Por lo tanto existen varios estudios acerca de las MAPKs en los
espermatozoides relacionando estas proteinas con diversas funciones, sin

embargo no esta claro como se regulan estas proteinas en estas células.

6. LA QUINASA N-TERMINAL DE c-JUN (JNK)

Esta familia esta formada por tres miembros, JNK1, 2 y 3 (también
denominadas MAPK8, 9 y 10, respectivamente). Fueron aisladas vy
caracterizadas inicialmente como proteinas que fosforilaban el factor de
transcripcion c-Jun en su extremo N-terminal en los residuos serina 63 y 73,
el cual forma parte del complejo de transcripcion AP1 (proteina activadora 1)
y posteriormente se identificaron como proteinas activadas por estrés, por
ello también son conocidas como SAPKs (Stress-Activated Protein Kinase).
Existen tres genes en humanos que codifican para JNK1, 2 y 3 (también
denominadas SAPKYy, a y B respectivamente). JNK1 y JNK2 se expresan de
forma ubicua y JNK3 se expresa preferentemente en sistema nervioso
central, corazon y testiculos. Ademas, estos tres genes pueden sufrir un
procesamiento alternativo del RNA dando lugar al menos a 10 isoformas
diferentes [167].

Evolutivamente es una proteina muy conservada, constituida por un
dominio comun de anclaje (common docking domain) en el extremo C-
terminal y un dominio quinasa con residuos de fosforilacion y un dominio

glutamato/aspartato cerca del extremo N-terminal (Figura I-9) [168].
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Figura I-9. Esquema de la estructura de JNK

6.1  ORGANIZACION DE LA ViA DE SENALIZACION DE JNK

La via de JNK (Figura |-10) es activada por diversos tipos de
estimulos como: (1) factores de crecimiento,(2) citoquinas como el factor de
necrosis tumoral TNFa o la interleuquina IL-1B, (3) choque osmotico o
térmico, (4) radiacion UV, (5) y lesiones isquémicas, anoxia o hipoxia a
través de diferentes mecanismos. MKK4 y MKK7 (también conocidas como
SEK1/JNKK1 y SEK2/UJNKK2) son las MKKs encargadas de activar JNK
mediante fosforilacién dual en los residuos treonina 183 (principalmente por
MKK7) y tirosina 185 (principalmente por MKK4) [169-170]. Mientras que
MKKY7 se activa por estimulos como TNF o interleuquina 1, MKK4 se activa
preferentemente por estrés ambiental. Sin embargo, para la completa

activacion de JNK es necesaria la cooperacion de estas dos quinasas [168].

Por su parte MKK4 es activada por fosforilacién dual en serina 257 y
en treonina 265 y MKK7 es fosforilada en serina 271 y treonina 275 por
quinasas activadoras que se encuentran por encima denominadas MEKKs o
MAP3Ks (MAP quinasa quinasa quinasa). Dentro de la familia de las
MAP3KS se encuentran las quinasas MLKs, compuesta por 7 miembros

agrupados en tres subgrupos: MLKs (comprende MLK1-4), DLK (que
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comprende DLK (dual leucine zipper kinase) y LZK (leucine zipper kinase) y
ZAP. Son activadores de la via de sefalizaciéon de JNK, aunque la sobre-
expresion de algunos de los miembros de la familia también activan la via de
p38. MLK3, MLK2 y DLK activan a MKK4, mientras que MKK7 es fosforilada
in vivo por MLK3, DLK y MLK2 [169, 171]. MEKK1 activa preferentemente
MKK4, pero también a MKK7 [169, 172] y responde a estimulos como el
factor de necrosis tumoral (TNF) [173], drogas que desorganizan los
microtubulos [174], estrés oxidativo [175] a través de GTPasas de la familia
Rho y Ras, y GCKs asociadas a complejos TNFR-TRAFs [176]. MEKK2
activa MKK4 y MKK7 y estd implicada en activacion de células T [177].
MEKK3 esta implicada en angiogénesis y desarrollo del aparato
cardiovascular [168]. Por ultimo, MKK4 responde a estrés genotoxico a
través de Rac/Cdc42 aunque parece ser mas especifica para p38 [169, 178].
TAK1 responde a citoquinas como TGF-B, IL-1B y TNFa [179]. ASK1
contribuye a la activacion de JNK como respuesta a estimulacion de larga

duracién por TNF, estrés oxidativo o Fas [180].

La actividad de JNK, al igual que la de otras MAPKs, puede ser
regulada de forma negativa por una familia de proteinas fosfatasas
denominadas MKPs (mitogen-activated kinase protein phosphatases). Se
dividen en tres categorias segun su actividad, entre las ellas las fosfatasas
de actividad dual tirosina y serina-treonina (DSPs) son las que mas
contribuyen a la inactivacion de estas vias [157]. Se ha descrito que M3/6,
MKP5, MKP7, MKP1, MKP2 y MKP3 pueden defosforilan JNK [181-182]. Las
serina-treonina proteina fosfatasas PP1 y PP2A también parecen estar

implicadas en la inactivacion de estas vias [181].
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Figura I-10. Organizacion de la ruta de sefializacion de JNK

PROTEINAS DE ANCLAJE JIP (JNK interacting protein).

Los componentes de las vias de MAPKs se pueden modular

basicamente de tres formas: mediante proteinas de anclaje (scaffold),

mediante la localizacién de los complejos de sefalizacion en la célula y

mediante el control de la duracion de las sefales que pueden influir en la

naturaleza de la respuesta biolégica [183-184].

Las proteinas de anclaje reunen distintos componentes de las vias de

sefalizaciéon en moédulos funcionales. Normalmente carecen de actividad

enzimatica intrinseca, pero su estructura les permite ensamblar diferentes

factores de una misma via de senalizacion de forma simultanea, confiriendo

de esta forma especificad y eficiencia a la cascada de sefalizacion.
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Entre las proteinas scaffold que pueden modular la sefial de la ruta de
JNK esta la familia de JIP (JNK- interacting protein) (Figura I-11), la cual
consta varios miembros: JIP1, JIP2, JIP3. JIP1 fue la primera proteina de
anclaje descrita que ensambla componentes de la via de JNK. El gen que
codifica para esta proteina, jip7, se expresa de forma ubicuo aunque
predomina en cerebro, testiculo, riAdn y pulmén [185] y mediante
procesamiento alternativo genera dos isoformas JIP1 y JIP1b. JIP2 es
mucho mas especifica y se expresa casi exclusivamente en neuronas y
células neuroendocrinas. JIP3 al igual que jip2 se expresa principalmente en
neuronas y células neuroendocrinas, pero también se detecta en niveles
mas bajos en corazon y testiculos [186-187]. De todas ellas, en células
somaticas JIP1 parece ser la que posee mayor afinidad por JNK,
especialmente por JNK1, de hecho la afinidad de JIP1 por JNK es 100 veces
mayor que la de ésta por su sustrato c-Jun. Consta en un dominio JBD (JNK
binding domain), que comprende los aminoacidos 127 a 283 en el extremo
N-terminal, por el cual se une a JNK, en el extremo C-terminal contiene un
dominio SH3 (Src-homology 3) y un dominio PTB (phosphotyrosine-binding)
(aminoacidos 291-660), y una region rica en prolinas (aminoacidos 281-448)
[185].

STIMULI
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Figura I-11. Esquema de la organizacion de la via de JNK mediada por JIP
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Ademas de las isoformas indicadas anteriormente se ha caracterizado
recientemente la expresion de SPAGY9, una nueva proteina andamio de tipo
JIP con una alta homologia estructural y funcional con el resto de proteinas
pertenecientes a la familia y se ha visto que se expresa en espermatidas
redondas de macaco, babuino y humano, ademas de en testiculos y en
espermatozoides maduros de algunas especies de mamiferos. Por su alta
homologia estructural con JIP3, fue denominada previamente JIP3y, aunque

ultimamente ha sido clasificada como JIP4 [188]

Estructuralmente consta de un motivo de cremallera de leucina (LZ),
dos dominios doble alfa-hélice (coiled-coil, cc) y un dominio transmembrana
(T), ademas de varios dominios de fosforilacion de proteinas quinasas y el
sitio de unioén con la JNK (JBD) (Figura 1-12).

JP4 (SPAGY)
LZ BD LZ T
v i el ke -
CcC CcC
Figural-12. Esquema de la estructura de JIP4

6.2.1 INHIBICION DE JNK

Desde su descubrimiento en la década de los 90 y vista su implicacion
en el desarrollo de algunas enfermedades, diversos estudios se han
centrado en la busqueda de inhibidores quimicos que bloquean la via de
sefalizacion de JNK. Estas primeras aproximaciones estaban centradas en
la investigacién de moléculas que compitieran por el sitio de union de JNK

con el ATP, tales como el SP600125, el primer inhibidor desarrollado
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comercialmente [189], el AS601245 [190], asi como otros pequenos péptidos
inhibidores [191]. Sin embargo dado la poca especificidad de estos, ya que
estarian implicados en la inhibicién de gran cantidad de proteinas quinasa y
no solo de la JNK [192-193], las ultimas investigaciones estan focalizando
sus esfuerzos en la sintesis de péptidos inhibidores que bloquean el sitio de
unién de JNK con JIP, evitando asi la organizacion de los componentes de la
cascada de sefalizacion, un claro ejemplo de este tipo de inhibidores seria
el BI-78D3, cuyo efecto como bloqueante del sitio de union entre JNK'y JIP

ha sido puesto de manifiesto tanto en estudios in vitro como in vivo [194].

Por otra parte JIP ha sido descrita también como un inhibidor de la
JNK, ya que cuando esta sobre-expresado esta unido a JNK y lo retiene en
el citoplasma, bloqueando su activacién por estreses como por ejemplo la
radiacion ultravioleta [195-196]. Sin embargo cuando JIP es coexpresada

con MLK3 o MKK7, se potencia su efecto inductor sobre la JNK.

6.3 SUSTRATOS DE JNK

Los sustratos mas estudiados de JNK son los factores de
transcripcion inducibles que regulan la expresidn de genes que solamente se
utilizan en ciertos tipos celulares o en ciertos momentos de la vida de la

célula, de los cuales c-Jun es el mas conocido [197].

La proteina c-Jun puede formar homodimeros o estar en forma de
heterodimeros con otras proteinas como el factor de transcripcion ATF2 o
componentes de la familia de c-Fos. Cuando esta ultima dimerizacion se
lleva a cabo, se forma el factor de transcripcidon AP-1, el cual activa la
transcripcion diversos genes implicados en procesos relacionados con la
proliferacion y la diferenciacién celular, contrarrestando ademas fenémenos

de invasion y dafo celular [198].

Otro activador transcripcional conocido y sustrato de la JNK es el
supresor tumoral p53, que es fosforilado en el residuo de treonina 81 [53].

Tras la fosforilacion por JNK, p53 induce apoptosis, lo que esta en
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concordancia con su importantisimo papel como factor antioncogénico. Otros
factores de transcripcion fosforilados por JNK son: Ets (E twenty six), Elk- 1
(Ets-like gen 1), NFAT4 (factor nuclear de las células T activadas) y
receptores de glucocorticoides [153, 168, 199-200] JNK también puede
translocar a la mitocondria donde fosforila las proteinas de la familia Bcl que

regulan la supervivencia celular [201-202].

Ademas de los factores de transcripcion descritos. Otras muchas
proteinas pueden ser sustratos de JNK. Algunas de ellas son especificadas
en el siguiente apartado en relacion a la regulacion de los procesos de

apoptosis por parte de JNK.

6.4  IMPLICACION DE JNK EN LA APOPTOSIS Y
SUPERVIVENCIA CELULAR

Estudios recientes han centrado su interés en la capacidad de la JNK
para modificar los procesos de apoptosis. Este efecto depende de su
capacidad de activar y modular diferentes vias de sefalizacion, relacionadas

tanto con la via extrinseca, como con la intrinseca de la apoptosis.

En primer lugar, JNK es capaz de inducir la apoptosis mediante la
activacion directa o indirecta de miembros de la familia Bcl2 (por ejemplo,
Bax y BAD) implicados en este fendmeno. Se ha demostrado, por ejemplo,
que JNK puede promover la apoptosis mediante la translocacién de Bax a la
mitocondria, bien mediante la fosforilacion directa de Bax, o bien mediante la
fosforilacion de la proteina 14-3-3, que ancla Bax en el citoplasma. Ademas
JNK puede fosforilar y activar el factor de transcripcion p53, relacionado con
el establecimiento de la apoptosis [201]. Del mismo modo, la translocacion
de JNK a la mitocondria puede inducir la liberacién de citocromo ¢ y SMAC
desde el espacio intermembrana, desencadenando la apoptosis. Finalmente,
se ha propuesto que la activacion de JNK promueve apoptosis en respuesta
a distintas citoquinas inflamatorias como TNFa [153], este efecto puede

desarrollarse mediante el aumento de la transcripcion del ligando de Fas
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[153]. El mecanismo por el cual JNK induce apoptosis por estimulos como la
radiacion ultravioleta, implica la disminucién del potencial de membrana
mitocondrial, proceso tardio en la induccién de apoptosis, que depende de la
activacion de caspasas. Asi mismo, JNK media un proceso mitocondrial
temprano en la respuesta frente al estrés posiblemente a través de la
fosforilaciéon de c-Jun. Por lo tanto, uno de los principales papeles de JNK es
actuar como mediador de factores inductores de apoptosis, tales como el
dafio genodmico, el choque térmico, ROS o la radiacion ultravioleta, y parte
de esta funcion, si no toda ella, depende de su capacidad de regular el

potencial de membrana mitocondrial por diferentes mecanismos.

No obstante JNK también promueve supervivencia celular: En los
ratones jnk1'/'jnk2'/' se produce un aumento de la apoptosis en el cerebro en
el estadio E10.5 durante el desarrollo embrionario [203], mientras que los
timocitos inmaduros y células T maduras deficientes en JNK1 son muy
sensibles a la apoptosis inducida por Fas y CD3 [204]. No obstante la
funcion anti-apoptética de JNK parece depender del estado de activacion de
p53. Asi la supresion de la actividad de JNK en ciertos tumores deficientes
en p53 inhibe su crecimiento, probablemente porque JNK inhibe la parada
de ciclo inducida por p53 y promueve la actividad apoptética de p53 [205].
Ademas JNK también puede inducir supervivencia celular por la fosforilacion
e inactivacion de la proteina proapoptética BAD, impidiendo que BAD

interaccione e inactive la proteina antiapoptatica Bel-XL [206].

Finalmente en células somaticas la activacion de JNK durante la
apoptosis puede ser dual. En primer lugar puede producirse una respuesta
temprana de proteccion frente a estrés, pero por otro lado también es capaz
de mediar los procesos de apoptosis en respuesta a un estrés ya producido..
Por ejemplo, aunque TNF es un potente activador de JNK, en la mayoria de
las ocasiones solo produce apoptosis cuando las células han sido tratadas
previamente con cicloheximida o actinomicina D. En otros estudios, la
activacion de JNK se ha descrito incluso como protectora frente a apoptosis.

Tal es el caso de un estudio en timocitos, donde la activacion de JNK

52



Introduccion

protege frente a la apoptosis mediada por CD3 y CD95 [207] y en cultivos
primarios de fibroblastos, donde la via de sefAalizacion de JNK esta

implicada en la supervivencia celular, [208].

El hecho de que JNK pueda producir una respuesta tanto
proapoptética como antiapoptotica, incluso en el mismo tipo celular, puede
ser debido a que diferentes isoformas de esta quinasa tengan distintas
funciones o a que los efectos bioldgicos inducidos por JNK dependan del
estado de activacion de otras rutas, siendo la accion de JNK mas permisiva
que inductora. También se ha propuesto que el tiempo de activacion de JNK
puede determinar el tipo de respuesta. Asi, una activacion sostenida esta
relacionada con apoptosis, mientras que una activacion transitoria se

relaciona con supervivencia [186].
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Objetivos

Con los antecedentes bibliograficos expuestos nos

propusimos alcanzar los siguientes objetivos:

1. Identificar las isoformas de la JNK en los espermatozoides de

mamiferos y caracterizar su distribucion subcelular.

2. Caracterizar los estimulos capaces de regular la actividad de la

JNK en los espermatozoides.

3. Determinar la funcion de esta quinasa en los espermatozoides

maduros eyaculados.

4. Investigar el posible papel de la JNK en la regulacion de la
respuesta al estrés inducido por las técnicas de conservacion

de los gametos masculinos.
5. Investigar la posible relacion entre el estado de activacion de la

JNK y la viabilidad espermatica en espermatozoides de

mamiferos.
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Materiales y Métodos

1. LISTA DE REACTIVOS

A

8-Br-cAMP: 8-bromo-adenosina-3,5"- monofosfato ciclico. Sigma-
Aldrich.

8-Br-2'-0O-Me-cAMP: 8-bromo-2°'-O- metiladenosina-3",5 -monofosfato
ciclico. Sigma-Aldrich.

Anticuerpo policlonal de conejo fosfoespecifico anti -JNK (T183/T185).
Cell Signaling

Anticuerpo policlonal de conejo fosfoespecifico anti - JNK
(T183/T185). Thermo.

Anticuerpo policlonal de ratén anti-JNK. Cell Signaling

Anticuerpo policlonal de conejo anti-JNK1/3. Santa Cruz-
Biotecnhology.

Anticuerpo policlonal de conejo anti-JNK 2. Santa Cruz-Biotecnhology.

Anticuerpo policlonal de conejo anti-a-Tubulina. Santa Cruz-
Biotecnhology.

Anticuerpo policlonal de conejo anti-Cleaved-Caspase-3. Cell
Signaling

Anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG de conejo, conjugado con la
peroxidasa de rabano picante. Santa Cruz Biotechnology.

Anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG de conejo, conjugado con la
sonda fluorescente Alexa 488.Invitrogen.

APS: Persulfato amonico. Bio-Rad.

Azul de bromofenol. Bio-Rad.

B

B178-D3: Inhibidor especifico de JNK. Calbiochem

BSA: Albumina sérica bovina, Fraccién V. Sigma-Aldrich.
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Cc

Comassie Azul brillante G-250. Bio-Rad.

Cocktail de inhibidores de proteasas. Roche.

D

DMSO: Dimetilsulféxido. Sigma-Aldrich

DTT: Ditiotreitol. Sigma-Aldrich.

D-glucosa. Sigma-Aldrich.

E

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético. Sigma-Aldrich.

EGTA: Acido etilenglicol-bis (B-aminoetiléter) N, N, N’, N'-
tetraacético.Sigma-Aldrich.

EthD-1: ver homodimero de etidio.

F

FAM-VAD-FMK: Sonda de deteccion policaspasas. Invitrogen
Formaldehido. Sigma-Aldrich.

G

Glicina. Sigma-Aldrich.

Glicerol. Sigma-Aldrich.

H

HEPES: Acido N-[Hidroxietil] piperazina-N'-[2-etanosulfénico].Sigma-
Aldrich.

Homodimero de etidio-1 (EthD-1). Invitrogen.
I

INRA 96®. IMV8 Technologies.
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J

JC-1. Invitrogen.

JNK inhibitor VIII: Inhibidor de JNK. Calbiochem
L

Lactato de sodio. Fluka.

Liquido fijador: GBX Fixer / Replenisher. Kodak.

Liquido revelador: GBX Developer / Replenisher. Kodak.

Materiales y Métodos

Marcador de peso molecular SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard.

Invitrogen

Membranas de nitrocelulosa. Schleicher & Schuell.

Mercaptoetanol: 2-mercaptoetanol. Bio-Rad.
(0

Ortovanadato sédico. Sigma-Aldrich.

P

Pelicula fotosensible. Amersham.

Peréxido de Hidrégeno. Calbiochem.
Piruvato de sodio. Fluka.

Poli-L-lisina. Sigma-Aldrich.

R

Reactivo de Bradford. Bio-Rad.

S

SDS: Dodecil sulfato sédico. Sigma-Aldrich.

SP 600125: Inhibidor de JNK. Sigma-Aldrich.

Sustratos para la reaccion de quimioluminiscencia:

SuperSignal®West Pico Chemiluminiscent.
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e Sustratos, SuperSignal® West Dura, Chemiluminiscent Substrate,
Pierce Biotechnology.

T
e Tampon Tris/glicina (x 10). Bio-Rad.
e Tampon Tris/glicina/SDS (x 10). Bio-Rad.
e TEMED: N, N, N', N'- tetrametiletilendiamina. Bio-Rad.
e Triton X-100. Bio-Rad.
e TRIZMA base: Tris [hidroximetil] aminometano. Sigma-Aldrich.
e TRIZMA HCI: Tris [hidroximetil] aminometano. Sigma-Aldrich.
e Tween 20. Bio-Rad.

Y

e YO-PRO-1. Invitrogen.

El resto de reactivo utilizados han sido de grado analitico.
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2. OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

La obtencién de las muestras dependié de la especie en estudio. El
semen de cerdo de raza l|bérico o Duroc fue obtenido mediante dosis
comerciales procedentes del centro de inseminaciéon artificial “Semen
Porcino Andalucia S.L.” (Aznalcollar, Sevilla). Cada dosis consiste en 80 ml
de un diluyente comercial (MRA-A, Kubus, Madrid) conteniendo una

concentracién de 30 x 10° espermatozoides mi™.

Las dosis utilizadas de caballo provenian del Hospital Clinico
Veterinario de la Universidad de Extremadura (Caceres). EI semen fue
extraido usando una vagina artificial modelo Missouri previamente lubricada
y calentada a 45 °C. Inmediatamente después de la extraccion, el semen fue
llevado al laboratorio donde se analizé la concentracion y su movilidad. A
continuacion el semen se mezcld con el diluyente comercial INRA 96® (IMV,
L’Aigle, France) a una dilucion 1:1 y se centrifugd durante 10 minutos a 600
g. Finalmente los espermatozoides fueron resuspendidos en INRA 96®

hasta alcanzar una concentracion final de 100 x 10° espermatozoides ml™.

Las muestras de perro se obtuvieron de perros mestizos de propiedad
privada (entre 15-20 Kg de peso y entre 2-7 afos de edad) mediante
masturbacion. La muestra se recogié en un tubo graduado previamente
calentado a 37 °C.

Las muestras de hombre fueron obtenidas de donantes voluntarios
sanos, tras 4-5 dias de abstinencia sexual, los parametros seminales fueron

evaluados segun los criterios de la Organizacién Mundial de la Salud.
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3. MEDIOS DE INCUBACION

Todos los medios utilizados en el presente trabajo fueron preparados
con agua ultra-pura (Purelab Classic). Una vez elaborados se ajusté el pH a
7,4 y se comporbd que la osmolaridad era de 300-330 mOsm-Kg-1. Los
medios fueron preparados justo antes de realizar los experimentos y se
calentaron a 37 °C antes de utilizarlos. En funcién de la especie usamos

distintos medios de incubacion cuya composicion describiremos a

continuacion.

e Tyrode’s basal medium (TBM): Es un medio no capacitante

para la incubacién de los espermatozoides de cerdo (Tabla I11-1)

[39].

Tabla lll-1. Composicién del medio TBM.

Reactivos Concentracion

HEPES 20 mM
NaH2PO4 0,3 mM
NaCl 96 mM
KCI 4,7 mM
MgSO4 0,4 mM
Glucosa 5,5 mM
Piruvato de Sodio 1 mM
Lactato de Sodio 21,6 mM
EGTA 5 mM
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Tyrode’'s complete medium

(TCM):

Materiales y Métodos

la

capacitacién en espermatozoides de cerdo se utilizé el medio

capacitante Tyrode’s complete medium (Tabla IlI-2). Antes de

afnadir el CaCl, se burbujed el medio con carbégeno durante 10

minutos para equilibrar el pH [39].

Tabla Ill-2. Composicion del medio TCM.

Reactivos Concentracion

HEPES 20 mM
NaH,PO4 0,3 mM
NaCl 96 mM
KCI 4,7 mM
MgSOq4 0,4 mM
Glucosa 55 mM
Piruvato de Sodio 1 mM

Lactato de Sodio 21,6 mM

NaHCO:g

25 mM

CaC|2

2 mM
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Para la incubaciéon de espermatozoides de caballos se utilizaron

diferentes medios en funcién de los requerimientos de los experimentos.

e Biggers Whitten and Whittingham's medium (BWW): Este
medio (Tabla Ill-3), suplementado con BSA (7 mg/ml) y NaHCO3
(25 mM) hace que adquiera capacidades de medio capacitante

para la especie equina [209].

Tabla lll-3. Composicion del medio BWW

Reactivos Concentracion
Hepes (pH 7.4) 20 mM
KH2PO4 1,2 mM
NaCl 96 mM
KCI 4,6 mM
MgSO4 1,2 mM
CaCl, 1,7 mM
Glucosa 5,6 mM
Piruvato de Sodio 0,27 mM
Lactato de Sodio 44 mM
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e INRA 96 Extender (IMV Technologies): Es un medio de
aspecto lechoso y estéril con un pH de 7,10 +/- 0,10 y una
osmolaridad que oscila entre 330-360 mOSm-Kg™". A diferencia
de otros diluyentes a base de leche existentes en el mercado,
éste contiene unicamente la fraccion pura de las proteinas
micelarias de la leche convirtiéndolo en un medio altamente
protector para los espermatozoides. Ademas contiene
antibidticos (Penicilina y Gentamicina) y un fungicida
(Amfotericina B). Este medio permite la conservacion de los
espermatozoides equinos a temperaturas de entre 4-14 °C en
condiciones 6ptimas durante al menos 24 horas e incluso dias

en condiciones de refrigeracion (5 °C).

4. WESTERN BLOTTING

El término “blotting” hace referencia a la transferencia de
macromoléculas bioldgicas desde un gel hasta una membrana y su posterior
deteccion en la superficie de la misma. Este proceso es necesario ya que
todas estas macromoléculas estan embebidas dentro de la matriz que forma
el gel, lo que imposibilita realizar su deteccidn, mientras que en la membrana

se encuentran accesibles al estar adheridas sobre la superficie de la misma.

El Western blotting fue desarrollado en el laboratorio de George
Starke [210] en la Universidad de Stanford. EI nombre (Western, occidental
en inglés) le fue dado por W. Neal Burnette [211] y consiste en un juego de
palabras con una técnica analoga pero que usa DNA, el Southern (surefo)
blot, que en este caso debe su nombre a su descubridor, Edwin Southern.
Otras técnicas que fueron nombradas siguiendo este criterio son el Northern
blot (en el que se separa e identifica RNA), el Eastern blot, el South/Western

blotting.
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Esta técnica nos permitira identificar diferentes proteinas, ademas de
discernir el estado de fosforilacion de las mismas en diferentes residuos. A
continuacion detallaremos los pasos de dicha técnica tal y como se ha

realizado en nuestro laboratorio (llustracion IlI-1).
4.1  OBTENCION DE LISADOS CELULARES TOTALES

Una vez tratadas las células, 1 ml de la suspension celular se
centrifugd durante 1 minuto a 2000 g. Después de la centrifugacion, el
sobrenadante se descart6 y el precipitado de células se resuspendié en 1 ml
de tampoén fosfato salino (PBS) (Tabla Ill-4) mantenido a 4 °C. A
continuacion se procedid a lisar las células en una cantidad de tampon de
(Tabla I11-5) proporcional al numero de células utilizadas, para extraer las
proteinas. Para optimizar la extraccion proteica, los lisados se sometieron a
sonicacion durante 5 segundos. Ademas, para aumentar la eficacia de los
detergentes a la hora de solubilizar las proteinas no citosdlicas, los lisados
se mantuvieron durante 30 minutos en rotaciéon a 4 °C. Después de éste
apartado los lisados se centrifugaron a 15.000 g durante 15 minutos a 4 °C.
El sobrenadante de esta centrifugacion (fraccidn soluble) se recogié para su
posterior estudio y el precipitado (fraccion insoluble), compuesto
mayoritariamente de citoesqueleto, membranas y restos nucleares, se

desechd.
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Materiales y Métodos

Reactivos Concentracion
NaCl 137 mM
KCI 2,70 mM
NazHPO,4 5,62 mM
NaH,PO4 1,09 mM
KH2PO4 1,47 mM

Tabla llI-5. Composicion del Tampén de Lisis (pH 7,4)

Reactivos Concentracion

Tris/HCI 50 mM
NaCl 150 mM
Triton X-100 1%
Deoxicolato 1%
EGTA 1 mM
EDTA 0,4 mM
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4.2  CUANTIFICACION DE PROTEINAS Y PREPARACION DE
MUESTRAS.

La cuantificacién de proteinas se realiz6 mediante el ensayo descrito
por M. Bradford [212]. Este método se basa en la capacidad del colorante
Coomassie® Brilliant Blue G-250 de unirse a residuos aromaticos de
arginina de las proteinas. Esta union produce un cambio de absorcién del
colorante de 465 nm a 595 nm (de rojo a azul). Midiendo la absorbancia a
595 nm en un espectrofotdmetro, en nuestro caso en el lector de
microplacas Tecan Infinite 200, se puede cuantificar la cantidad de proteinas
en relacién a un patréon de concentracién conocido de proteinas, dado que la
intensidad de la sefal es proporcional a la cantidad de proteinas. Una vez
determinada la concentracién de proteinas anadimos tampdén de carga 4X
(Tabla 1ll-6) y antes de la electroforesis se calientan las muestras durante 10

minutos a 75 °C para desnaturalizar las proteinas.

Tabla lll-6.Composicion del Tampén de Carga 4x

Reactivos Concentracion
Tris/HCI pH 6.8 0,4 M
DTT (ditiotreitol) 0,2M
SDS 8 %
Glicerol 20 %

Azul de bromofenol 0,02 %

2-mercaptoetanol 5%
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4.3 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

La electroforesis es un método analitico en el que se separan
biomoléculas, en funcién de su carga eléctrica y bajo la accion de un campo
eléctrico. Fue empleado por primera vez por Tiselius en el afio 1937 [213].
Raymond y Weintraub [214] emplearon como soporte para la electroforesis
un gel de poliacrilamida (PAGE), La popularidad de este crecio rapidamente
y se logré un aumento de la resolucién. El dodecil sulfato de sodio (SDS) se
introdujo en esta técnica en 1970, y ya en 1972 se emplearon agentes

reductores y SDS.

El SDS-PAGE es el método para separar proteinas en base a su peso
molecular mas ampliamente usado. Su nombre indica que la electroforesis
en geles de poliacrilamida se realiza en presencia de SDS (SDS-
polyacrilamide gel electrophoresis). Fue descrito por Laemmli en 1970 y se
trata de un tipo de electroforesis desnaturalizante en la que las muestras se
desnaturalizan por calor en presencia de agentes desnaturalizantes (beta-
mercaptoetanol, que destruye los puentes disulfuro, SDS que desnaturaliza y
recubre a la proteina), y se separan como cadenas polipeptidicas aisladas

en diferentes pesos moleculares.

La velocidad de migracion (v) de las particulas en la electroforesis es
directamente proporcional al producto de su carga efectiva (q) y el gradiente
de potencial eléctrico (E) e inversamente proporcional al coeficiente de
friccion (f) relativo a la talla y forma de la molécula, es decir a la resistencia

que le ofrece el medio.

V=qE/f

Los geles de acrilamida que utilizamos en nuestro trabajo estan

compuestos de dos partes (Tabla 11I-7), uno superior denominado gel de
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carga con una concentracién de acrilamida del 4 % y uno inferior o gel de
separacién con un porcentaje de acrilamida mayor que varia en funcion de la
aplicacion. En el gel de carga las muestras se van a compactar para entrar a
la vez en el gel de separacion, en el que las proteinas se separan en funcién
de su peso molecular. La concentracion de acrilamida del gel de separacion
va a depender del tamafio de la proteina que queramos estudiar y va a
oscilar entre 8 y el 12 %. Los geles se prepararon en el interior de unos

cartuchos de plastico de la compaifiia Invitrogen (California, USA).

Una vez que los geles polimerizaron se colocaron en una cubeta de
electroforesis (Xcell [ITM MiniCell de Invitrogen) que se rellend con tampdn
de electroforesis (Tabla 11l-8) para permitir la circulacion de la corriente.
Después se procedido a cargar las proteinas en los pocillos del gel en
cantidad variable (entre 10 y 25 ug), dependiendo de la proteina en estudio.
Ademas se incluyeron dos marcadores de peso molecular en funcion del
experimento, compuestos de numerosas proteinas (SeeBlue® Plus2 Pre-
Stained Standard, Invitrogen y SeeBlue® Pre-Stained Standard) con tamaro
conocido, tefidas de diferentes colores para visualizarlas. Esto nos permitira
posteriormente estimar el peso molecular de la proteina en estudio. Una vez
que las muestras fueron cargadas, se aplic6 un campo eléctrico con un
voltaje constante de 90 mV mientras las muestras migraron a lo largo del gel
de carga, y de 120 mV para el gel de separacion con una fuente
PowerPac300 de Bio-Rad. Las muestras migran al anodo debido a su carga
negativa que confiere el SDS. Una vez completada la electroforesis, las
proteinas permanecen en el interior del gel separadas en funcién de su peso

molecular.
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Tabla lll-7. Composicion de los geles de poliacrilamida

Materiales y Métodos

Reactivos Gel 4 % Gel 10 %
Tris/HCI pH 8,8 375 mM 375 mM
TEMED 0,1 % 0,05 %
APS (persulfato amonico) 0,05 % 0,05 %
Tabla lll-8. Tampén de electroforesis

Reactivos Concentracion

Tris/HCI pH 8,3 2,5 mM

Glicina 19,2 mM

SDS 0,01 %

4.4 ELECTROTRANSFERENCIA

Terminada la electroforesis, las proteinas del gel fueron transferidas a

una membrana de nitrocelulosa (tamafio del poro 0,45 um o 0,20 um)

mediante una transferencia humeda durante 3 horas a 380 mA, en tampdn

de transferencia (Tabla 111-9), utilizando una cubeta de transferencia Mighty

Small Transphor de Hoefer Pharmacia Biotech, y todo ello introducido en un

bafio de agua con hielo para evitar el sobrecalentamiento.
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Previo a la realizacion de la transferencia se equilibra en tampén de
transferencia tanto la membrana de nitrocelulosa (10 min) como el gel de
acrilamida (5 min). Para realizar la transferencia utilizamos papel de filtro
empapado en el tampdn de transferencia y seguimos el siguiente orden: polo
negativo (catodo), papel de filtro, gel, membrana, papel de filtro, polo positivo
(anodo) (llustracion lllI-1). Una vez formado este sandwich se introduce en la
cubeta donde se realizara la transferencia. De esta forma las proteinas que
tendran carga negativa migraran del catodo al anodo transfiriéndose de esta

forma las proteinas del gel a la membrana de nitrocelulosa.

Tabla llI-9. Tampon de Transferencia

Reactivos Concentracion
Tris/HCI pH 8,3 2,5 mM
Glicina 19,2 mM
Metanol 20 %

4.5 INMUNOBLOTTING Y DETECCION DE LA SENAL

En primer lugar para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos,
una vez transferidas las proteinas a la membrana de nitrocelulosa, ésta se
bloquea en agitacion lenta pero constante durante 1 hora, a temperatura
ambiente, o durante toda la noche a 4 °C sin agitacion con tampén de
bloqueo (Tabla 1lI-10). Una vez completado el bloqueo incubamos la
membrana con los anticuerpos y las condiciones indicadas (Tabla 111-12).
Después de la incubacién con el anticuerpo primario, la membrana se lavé 2
veces con tampoén de bloqueo durante 4 minutos a temperatura ambiente.
Una vez hechos los lavados, la membrana se incubd con el anticuerpo

secundario durante 45 minutos a temperatura ambiente. Este est4 conjugado
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con una peroxidasa de rabano para facilitar su deteccion. La diluciéon en
tampon de bloqueo utilizada de anticuerpo secundario variara segun el
utilizado en cada caso (Tabla IlI-12). Una vez finalizada la incubacion con el
anticuerpo secundario, las membranas fueron lavadas cuatro veces durante
4 minutos a temperatura ambiente, dos de ellas con tampdn de bloqueo y

dos mas con tampodn de lavado (Tabla I11-11).

Para detectar las proteinas, primero se secaron las membranas con
papeles de filtro y a continuacion se incubaron con una mezcla del sustrato
de la peroxidasa de rabano picante y de luminol, un potenciador de la sefial,
durante 5 minutos. De esta forma se produce una reaccién de
quimioluminiscencia y la luz generada impresiona una pelicula fotosensible
de forma proporcional a la cantidad de proteina. Una vez revelado el film
éste se escaned y se cuantifico la intensidad de la sefial mediante

densitometria utilizando el programa informatico Gel Pro Analyzer 4.0.

Blotting Paper

llustracion IlI-1. Esquema completo del proceso de Westem blotting
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Tabla llI-10. Solucidn de Bloqueo

Reactivos Concentracion

Tris-HCI pH 8.0 50 mM
CaCl, 2mM
NaCl 80 mM
Tween 20 0,05 % (v/v)

Leche desnatada en polvo 5 %

BSA 5%

Tabla lll-11. Tampon de Lavado

Reactivos Concentracion

Tris/HCI pH 8,0 50 mM

CaCly 2 mM
NaCl 80 mM
Tween 20 0,05 % (v/v)
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Tabla llI-12. Listado de anticuerpos primarios usados en Western blotting

NO
Proteina Compania Catalogo Especie Concentracion Incubacién
Phospho-JNK Cell
(Th183/Tyr185) Signaling 9251 Conejo 1:1000 12h/4 °C

Phospho-JNK

(Th183/Tyr185) Thermo PA1-9593 Conejo 1:2000 12h/4 °C
Cell

JNK Signaling 9252 Ratén 1:1000 2h/T.A.
Santa

JNK 1/3 Cruz Sc-474 Conejo 1:500 2h/T.A.
Santa

JNK 2 Cruz Sc-827 Conejo 1:500 2h/T.A.
Santa

Tubulina-a Cruz 23948 Ratén 1:60000 1h/T.A.

El principio en el que se basa esta tecnologia es en hacer pasar
células u otras particulas en suspension alineadas y de una en una delante
de un haz luminoso. Las sefales luminosas detectadas se transforman en
impulsos eléctricos que se amplifican y se convierten en sefales digitales

que son procesadas por un software (llustracion Ill-1).

Al atravesar el rayo de luz, las células interaccionan con este
causando dispersion de la luz, basandose en la difraccién de la luz en
sentido frontal, se puede evaluar el tamano de las células que pasan

(parametro denominado Forward Scatter) y al medir la reflexion de la luz de

79




Materiales y Métodos

manera lateral se evallua la granularidad o complejidad de estas (parametro
denominado Side Scatter). Ademas de la dispersién de la luz, si previamente
a su analisis se coloca a las células en presencia de sondas fluorescentes,
se pueden evaluar las caracteristicas evaluadas por estas sondas, como
integridad de membrana o actividad mitocondrial. EI uso de moléculas
fluorescentes distintas (distintos colores de fluorescencia) permite analizar la

presencia de varios marcadores de manera simultanea.

Entre las caracteristicas espermaticas mas frecuentemente
analizadas mediante citometria de flujo se incluyen el estudio de la viabilidad
espermatica, de la integridad acrosomal y de la funcionalidad mitocondrial,
asi como la investigaciéon del estado de capacitacion y la RA de los

espermatozoides.

Flow Cytometry

. Sample
Sheath fluid —N l(stained cells in suspension)

Hydrodynamic Focusing
Cells pass through in 'single file'

N

Fluorescence emitted from
stained cells detected

I Forward and side scattered
light from all cells detected

Ooﬂqicooﬁt o @ 9® &
N

—=C

Laser light source

”
N

llustracion IlI-1I. Principio general de la citometria de flujo
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A continuacion se expondra la forma de proceder experimentalmente

en nuestro laboratorio en relacién a la técnica de citometria de flujo.

Los espermatozoides de caballos recién eyaculados son diluidos 1:1
en un diluyente de conservacion comercial (INRA 96®) y sometidos a una
centrifugacion para la eliminacion del plasma seminal (10 min, 600 g). A
continuacion los espermatozoides son resuspendidos en el medio adecuado
en funcién del experimento y llevados a una concentraciéon de 5 x 10%ml,
para la incubacion con los distintos tratamientos. Para las mediciones
afnadiremos 100 pl de la suspension de espermatozoides objeto de estudio,
900 pl de PBS y la correspondiente sonda en funcion del estudio a realizar,
(Tabla 11I-13) en tubos de 1 ml. Una vez pasado el tiempo de incubacion con
las sondas, las muestras se analizaron con un citbmetro FAC Scan de
Bekson Dickinson (BD) equipado con un laser de Argdon (488 nm).
Posteriormente analizamos la informacién obtenida durante la adquisicion

mediante el programa Cell-Quest (BD, Alemania).

Para estudiar la viabilidad celular usamos la combinacion de dos
sondas: homodimero de Etidio que emite a 617 nm y YO-PRO-1 iodide con
una longitud de onda de emision de 509 nm. Ambas son impermeables y
penetran en la célula cuando hay dafo en la membrana, uniéndose al DNA,
permitiéndonos discriminar poblaciones de células vivas, muertas y

poblaciones con distintos grados de dafo en la membrana

Para evaluar la actividad caspasa utilizamos como sonda el fluréforo
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) que se conjuga con un inhibidor general
de las caspasas (VAD-FMK), siendo el FITC-VAD-FMK un marcador in situ
que se une a las caspasas activas y fluorece en verde; ademas utilizamos de
forma combinada el homodimero de etidio, obteniendo asi tres
subpoblaciones. Por un lado tendremos el porcentaje de espermatozoides
muertos, discriminado por el homodimero de etidio, y por otro, la poblacion
de espermatozoides con actividad caspasa, donde a su vez podemos
distinguir entre los que poseen alta actividad caspasa y baja actividad

caspasa. Ademas para medir apoptosis también hemos utilizado el kit
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Cleaved Caspase 3/7 de Invitrogen, formado por un péptido de cuatro
aminoacidos (DEVD) conjugados con un colorante, que cuando detectan a la
caspasa 3 activa, esta provoca un corte que libera el colorante que se unira

al DNA, emitiendo una sefal que es recogida por el citométro.

Por ultimo, para el estudio del estado de potencial de membrana
mitocondrial hemos usado la sonda JC-1. Cuando hay un alto potencial en
las membranas mitocondriales el JC-1 forma agregados multiméricos
emitiendo en naranja a una longitud de onda de 590 nm cuando es excitado
a 488 nm. Sin embargo, el JC-1 forma mondmeros en mitocondrias con
bajos potenciales de membrana, emitiendo en el espectro verde a una
longitud de entre 525 nm y 530 nm. Con esta sonda el citdmetro discierne
tres poblaciones: espermatozoides con alto potencial de membrana,
espermatozoides con un potencial de membrana intermedio, y, por ultimo,

espermatozoides con bajo potencial de membrana [215].

Tabla IlI-13. Listado de Sondas usadas en citometria.

Sondas Concentracion Condiciones

YO-PRO-1 iodide 50 nM 16 min / 37 °C
JC-1 1,5 1M 40 min / 37 °C
FITC-FMK-VAD oM 30 min /37 °C
Homodimero de Etidio 1,157 yM 10 min / 37 °C
Hoechst 33342 50 nM 16 min / 37 °C
Caspase 3-7 green 2 M 30 min/ T.A.
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6. MEDIDA DE LA MOVILIDAD ESPERMATICA

Un sistema Computer Assisted Sperm Analyzer (CASA) consta de
varias unidades: un microscopio de contraste de fases conectado a una
camara de video, que envia la imagen desde el microscopio a un monitor.
Posteriormente, esta imagen es enviada desde el monitor a un ordenador,
donde un analizador digital de imagen captura varias fotografias de cada
campo microscopico seleccionado. ElI software discrimina a los
espermatozoides de otras particulas que puedan aparecer en la imagen por
su tamano, y analiza la trayectoria recorrida por cada espermatozoide

individual durante esa fraccion de segundo.

Para evaluar los parametros relacionados con la movilidad
espermatica en nuestro laboratorio. Las células se incubaron con los
tratamientos y tiempos indicados en las figuras a una concentraciéon de 50 x
10° mI y la movilidad de los espermatozoides se midié utilizando unas
camaras de vidrio antiadherente y una profundidad de 20 um (camaras
leja®). En estas camaras, atemperadas a 37 °C, se afadieron 2 pul de la
suspension espermatica y se procedié a medir los diferentes parametros de
la movilidad. Las fotografias fueron obtenidas cada 25 milisegundos en alta
resoluciéon y digitalizadas en un tiempo de procesamiento de 1 segundo
utilizando un objetivo de contraste de fase negativo 10X. Los
espermatozoides con una velocidad media menor de 10 um/s eran
considerados inmdéviles, mientras que aquellos con velocidades superiores a

15 ym/s eran considerados moviles [216].
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1. INMUNOCITOQUiMICAY MICROSCOPIA CONFOCAL

La inmunocitoquimica es una técnica que nos permite analizar la
distribucion subcelular de diferentes proteinas. Al igual que en el Western
blotting, se basa en la utilizacion de un anticuerpo especifico frente a la
proteina en estudio, y el anticuerpo secundario posee un componente
fluorescente que nos permitird la visualizacidn mediante microscopia de
fluorescencia o mediante microscopia confocal. El principio de la
microscopia confocal se basa en eliminar la luz reflejada o fluorescente
procedente de los planos fuera de foco. Para ello se ilumina una pequefia
zona de la muestra y se toma el haz luminoso que proviene del plano focal,
eliminandose los haces procedentes de los planos inferiores y superiores
[217].

detector

'/—\ confocal pinholes

yw

laser
dichroic
mirror
objective
object not in focal plane
object in focal plane
llustracion IlI-1ll. Esquema del funcionamiento de un microscopio confocal

En nuestros experimentos las células se incubaron en placas
pretratadas con 0,5 ml de poli-L-lisina diluida en agua Milli-Q en proporcion

1:7,5. Una vez afadida la poli-L-lisina se espera 10 minutos y pasado este
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tiempo se retira el liquido y se deja secar. Una vez completado el tratamiento
los espermatozoides se lavaron con PBS y se diluyeron en este mismo
tampon hasta alcanzar una concentracién de 1 x 10'ml". De esta
suspension celular se depositaron 15 pl en la placa pretratada y se esperé
10 minutos para permitir que los espermatozoides se adherieran al fondo.
Posteriormente se incubaron con formaldehido al 4 % durante 15 minutos y
después con Triton X-100 al 0,2 % durante 5 minutos a temperatura
ambiente para fijar y permeabilizar las células, lavando las muestras con
PBS 3 veces durante 1 minuto entre las incubaciones. A continuacién se
volvieron a lavar con PBS 3 veces durante 10 minutos y se bloquearon las
muestras con una solucién de BSA al 5 % en PBS durante 1 hora a

temperatura ambiente.

Una vez completado el bloqueo, se incubaron las muestras con los
anticuerpos primarios en las condiciones indicadas en la tabla (Tabla Ill-14),
toda la noche a 4 °C en una camara humeda. Al dia siguiente se lavaron 3
veces con PBS durante 10 minutos y se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con el
fluoréforo Alexa Fluor 488 que tiene una longitud de excitacion de 488 nm y
de emision de 519 nm. Finalmente se volvieron a lavar las muestras 3 veces

durante 10 minutos con PBS y se observaron en el microscopio confocal.
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Tabla lll-14. Listado de anticuerpos y condiciones utilizados en inmunocitoquimica.

Proteina Compafiia Concentracion Especie Secundario Incubacion

Phospho-JNK Cell Alexa Fluor
(Th183/Tyr185) Signaling 1:100 Conejo 488 12h/4 °C
Phospho-JNK Alexa Fluor
(Th183/Tyr185) Thermo 1:100 Conejo 488 12h/4 °C
Phospho-JNK
Cell Alexa Fluor
(Th183/Tyr185) Signaling 1:400 Ratén 488 12h/4 °C
Alexa Fluor
JNK 1/3 Santa Cruz 1:100 Conejo 488 12h/4 °C
Alexa Fluor
JNK 2 Santa Cruz 1:100 Conejo 488 2h/4 °C
Cell Alexa Fluor
JNK Signaling 1:50 Conejo 488 12h/4 °C

8. TECNOLOGIA DE CONSERVACION EN LOS
ESPERMATOOZIDES DE MAMIFEROS

En los ultimos afos se ha puesto de manifiesto la utilizaciéon de varios
procesos biotecnologicos en el manejo de espermatozoides con el fin de
garantizar la bioseguridad y la trazabilidad reproductiva, asi como

incrementar el rendimiento y facilitar la reproduccién asistida.

Para el presente trabajo hemos utilizado la refrigeracion, la
centrifugacion en capa simple y la criopreservacion, de las cuales

detallaremos a continuacion su modo de proceder.
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REFRIGERACION DE ESPERMATOZOIDES

Esta técnica consiste en preservar los espermatozoides en un
diluyente de conservacién durante unos dias a una temperatura constante (5

°C en caballo y 18 °C en cerdo).

Los espermatozoides de caballos fueron extraidos y procesados
segun se indica en el apartado 2 de este capitulo. Una vez que se probaron
varios diluyentes de conservacion tanto comerciales como realizados en
nuestro laboratorio, decidimos conservarlo para la realizacion de nuestros
experimentos en el diluyente comercial INRA96, ya que fue con el que
mejores resultados obtuvimos. Los espermatozoides diluidos en INRA9G,
fueron mantenidos en refrigeracion constante (5 °C) durante el tiempo que

estimamos para la realizacion de nuestros estudios (1-5 dias).

CENTRIFUGACION EN CAPA SIMPLE O SINGLE LAYER CENTRIFUGATION (SLC)

El proceso ha sido descrito anteriormente por Morrell [218]. En
resumen los espermatozoides una vez extraidos y lavados de forma rutinaria
son sometidos a una centrifugacién por densidad, usando para dicha

separacién una capa de Androcoll ™

como unico coloide, recuperando una
poblacion de espermatozoides con caracteristicas morfo-funcionales-

mejoradas.

CRIOPRESERVACION

Los eyaculados fueron lavados y resuspendidos en un volumen 1:1 en
INRA9G, posteriormente fueron centrifugados 10 minutos a 600 g. El pellet
resultante fue resuspendido en un medio de congelacion protector que
contiene glicerol. Los espermatozoides fueron lentamente enfriados a 4 °C y
cargados en unas pajuelas de plastico de 0,5 ml, donde son posteriormente
congeladas en nitrégeno liquido (LN2) durante 10 minutos, y siendo
finalmenconservadas en tanques con LN,. Tras un mes, las pajuelas son

descongeladas en un bafo de agua a 37 °C durante 10 segundos.
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9. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos obtenidos se expresaron como media + el error estandar de
la media (SEM). Para la comparacion estadistica entre dos grupos se utilizé
la prueba de T de Student. Se consideraron resultados estadisticamente

significativos cuando lo valores de p eran menores de 0,05.

Para estudiar las posibles correlaciones entre los resultados obtenidos
mediantes Western blotting y los de los diferentes parametros seminales
obtenidos, nos ayudamos del programa estadistico IBM Spss Statistics 19
En primer lugar evaluamos la normalidad del conjunto de datos mediante el
Test de Kolmogorov-.Smirnov. Una vez conocida la distribucién de los datos,
estudiamos la correlacion estadistica entre los conjuntos de datos.
Utilizamos dos tipos de coeficientes de correlacién dependiendo de los
conjuntos de datos a estudiar: coeficiente de Pearson (distribuciéon
paramétrica). La prueba de significacion fue bilateral para ambos
coeficientes. Se considerd que existia una correlacion significativa cuando p

era menor que 0,05.
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Resultados

1. Identificacion de la proteina quinasa N-terminal de c-

Jun (JNK) en espermatozoides de mamiferos

Para la identificacion de la proteina quinasa de JNK en
espermatozoides de mamiferos utilizamos la técnica Western blotting
descrita en la seccion de materiales y métodos. En este estudio hemos
utilizado lisados de espermatozoides de cerdo, caballo, perro y hombre.
Ademas, para asegurarnos de la especificidad de los anticuerpos usados,
paralelamente se utilizaron controles positivos de diferentes tejidos de rata.
Estos controles nos han permitido evaluar si los anticuerpos utilizados eran
capaces de reconocer la proteina diana en especies no testadas, y comparar
estos resultados con los obtenidos en especies previamente estudiadas por

la compainiia fabricante del anticuerpo.

En primer lugar hemos identificado la JNK utilizando un anticuerpo
policlonal de conejo anti-JNK que reconoce las tres isoformas diferentes,
JNK1, 2 y 3 (Cell Signaling) (Figura IV-1). Para confirmar estos resultados,
utilizamos otro anticuerpo comercial policlonal de conejo anti-JNK de una
compania diferente (Biolegend), que reconoce un epitopo distinto del
anticuerpo probado anteriormente. Los resultados obtenidos muestran dos
bandas con pesos moleculares que oscilan entre 48 kDa (JNK1) y 55 kDa
(JNK2 y JNK3) (Figura IV-1), equivalentes a los pesos descritos para las tres
isoformas de JNK en la bibliografia [153, 168].

A continuacion hemos tratado de corroborar cuales son las isoformas
presentes en los espermatozoides. Para ello y también mediante Western
blotting, hemos usado un anticuerpo comercial que reconoce las isoformas 1
y 3 (Santa Cruz (sc-473). Los resultados vuelven a mostrar 2 bandas, una de
peso aproximado de 55 kDa y otra de 48 kDa correspondientes a JNK 3 y
JNK1 respectivamente (Figura 1V-2), y que coinciden con los pesos descritos

en la bibliografia para ambas isoformas [219]. Para identificar JNK2
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utilizamos un anticuerpo policlonal de conejo anti-JNK de la compafia Santa
Cruz que reconoce solo la isoforma 2 de esta proteina [220-221]. Los lisados
utilizados para este experimento han sido de espermatozoides de cerdo,
hombre, perro y caballo, ademas, como controles positivos, se afadieron
lisados de pancreas y rifion de rata. Los resultados obtenidos mostraron
claramente una sola banda con un peso molecular de unos 55 kDa, lo cual
se corresponde con el peso molecular aparente descrito en la bibliografia
[153, 222]. Con estos resultados se confirma que las tres isoformas de JNK
estan presentes en los espermatozoides de los distintos mamiferos

utilizados en este estudio.
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Figura IV-1. Identificacion de JNK en espermatozoides de mamiferos. La identificacion se realizo
mediante Western blotting utilizando un anticuerpo anti-JNK (CS-9252). En la figura mostramos los
resultados obtenidos de lisados de espermatozoides de cuatro especies distintas de mamiferos. En las
dos (ltimas calles incluimos como control positivo células acinares de pancreas y riiion, ambos tejidos

de rata. El resultado es representativo de otros 4 experimentos independientes.
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Figura IV-2. Identificacion de JNK 1 y 3 en espermatozoides de caballos. La identificacion se realizé mediante
Western blotting utilizando un anticuerpo de Santa Cruz Biotechnology (sc-474). Se muestran los resultados
obtenidos de lisados de los espermatozoides de caballo (3 individuos), perro, cerdo y hombre, ademas de
controles positivos de tejido de rata (pancreas, riiion). El resultado es representativo de otros 3 experimentos

independientes.
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Figura IV-3. Identificacion de JNK 2 en espermatozoides de mamiferos. La identificacion se realizé mediante
Western blotting utilizando un anticuerpo de Santa Cruz Biotechnology (sc-827). El peso molecular de la banda
fue estimado mediante un programa informatico (GelPro Analyzer). En la figura 3 mostramos los resultados
obtenidos de lisados de espermatozoides de caballo (3 individuos), perro, cerdo y hombre ademas de los
controles positivos de tejido de rata (pancreas, riiion). El resultado es representativo de otros 4 experimentos

independientes.
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2. Localizacion subcelular de la proteina JNK en

espermatozoides de caballo.

Una vez identificadas las 3 isoformas de JNK en espermatozoides de
mamiferos mediante Western blotting, estudiamos su distribucion subcelular
mediante inmunocitoquimica y microscopia confocal. Para ello utilizamos los
anticuerpos comerciales anti-JNK que han demostrado inmunoreactividad en
Western blotting para las distintas isoformas (JNK total, JNK 1/3 y JNK 2),
combinados con un anticuerpo secundario conjugado con el fluoréforo Alexa
Flaor 488, en células previamente fijadas y permeabilizadas (véase apartado

de metodologia).

Los resultados muestran una distribucion uniforme de la proteina por
practicamente todo el espermatozoide en condiciones basales no
estimuladas, haciéndose mas evidente la presencia de la JNK en la cola y en
la region postacrosdmica. Este patron de distribucion es comun para todas

las isoformas (Figura IV-4).
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JNK TOTAL

JNK 1/3

JNK 2

Figura IV-4. Inmunolocalizacion de las distintas isoformas de JNK en espermatozoides de caballos. Las
imagenes mostradas en los paneles fueron obtenidas con un microscopio laser confocal (Bio-Rad MRC1024). En
los paneles A muestra las imagenes de fluorescencia obtenidas excitando las muestras con un laser de Argon de
488 nm utilizando un filtro de absorcion de 515 nm. Los paneles B muestran las imagenes obtenidas con luz
transmitida y los paneles C son una superposicion de ambas imagenes. En la linea superior se muestra la
localizacién subcelular de JNK total, en la intermedia y en la inferior vemos la distribucion correspondiente a las

isoformas 1/3 y 2 de JNK, respectivamente.
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3. Localizacion subcelular de la proteina JNK en

espermatozoides de hombre

Una vez caracterizada la localizacién subcelular de JNK en
espermatozoides de caballo, nos propusimos realizar un estudio similar en
espermatozoides humanos para determinar la distribucién subcelular de la
JNK en esta especie. Hemos utilizado, al igual que en el estudio anterior,
anticuerpos anti-JNK especificos de la JNK para las distintas isoformas
identificadas en Western blotting (JNK total, JNK1/3 y JNK2) combinados
con un anticuerpo secundario conjugado con el fluoréforo Alexa Flior 488,
en células previamente fijadas y permeabilizadas (véase apartado de

metodologia).

Los resultados muestran una distribucién similar a la obtenida en
caballo, localizandose con mas acentuacion en la region postacrosémica y

en la cola (Figura IV-5).
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Figura IV-5. Inmunolocalizacion de las distintas isoformas de JNK en espermatozoides de hombres. Las
imagenes mostradas en los paneles fueron obtenidas con un microscopio laser confocal (Bio-Rad MRC1024). En
los paneles A muestra las imagenes de fluorescencia obtenidas excitando las muestras con un laser de Argon de
488 nm utilizando un filtro de absorcién de 515 nm. Los paneles B muestran las imagenes obtenidas con luz
transmitida y los paneles C son una superposicion de ambas imagenes. En la primera imagen vemos la
localizacion subcelular de JNK total, en la segunda y tercera vemos la distribucion correspondiente a las

isoformas 1/3y 2 de JNK respectivamente
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4. Estudio de la fosforilacion de JNK en diferentes

condiciones de estrés

Como ya se ha expuesto en la introduccion, la JNK es una proteina
de la familia de las MAPK que responde a estimulos de estrés de diferentes
origenes en células somaticas [223]. Debido a esto hemos evaluado los
cambios producidos en la fosforilacion de la JNK, cuando los
espermatozoides son incubados bajo diferentes condiciones inductoras de
estrés celular. Los cambios producidos se evaluaron mediante Western
blotting con anticuerpos fosfoespecificos anti-JNK (T183/Y185), que
reconocen la fraccion activa (fosforilada) de la proteina. Debido a que la
fosforilacién en los residuos estudiados (T183/Y185) es requerida por la
proteina para adquirir actividad catalitica, el estudio del estado de
fosforilacion de estos residuos puede considerarse equivalente a su nivel de
activacién [156, 201, 224-228].

Los resultados muestran como en los espermatozoides que han sido
incubados en condiciones de estrés oxidativo, por la adiccion de peroxido de
hidrégeno, o en los que se ha inducido dafo gendmico, mediante la
exposicion a luz ultravioleta, se detecta un incremento en la fosforilacion de
JNK respecto a la fosforilacion existente en las células que no han sido
estimuladas (muestras control) (Figura IV-6). El efecto mas acusado se
consigue con el estrés oxidativo, alcanzando un incremento neto de
fosforilacion de 2,12 + 0,5, con respecto al valor control, tras una hora de
incubacion. El efecto obtenido con la radiacién ultravioleta fue mas modesto

(1,33 £ 0,21) aunque significativo.

98



Resultados

300

o
[$a)
o

200 <= pJINK2/3 (T183/Y185)

<= pJINK1 (T183/Y185)

—_
o
o

—_
f=1
o

JNK T183/Y 185 phosphorylation
(% experimental/ control)

[Sa)
(=1

<= o -Tubulin

CONTROL uv

Figura IV-6. Regulacion de JNK en espermatozoides de caballo mediada por diferentes condiciones de estrés.
Los espermatozoides fueron incubados en condiciones de estrés celular. Las diferentes condiciones de
incubacion fueron: Control (calle1), irradiacion ultravioleta (100 J/m?) (calle 2) y estrés oxidativo (H202, 100 uM)
(calle 3). Las muestras fueron lisadas y analizadas por Western blotting con un anticuerpo fosfoespecifico-anti-
INK de Cell Signaling (1:1000). (A) Se muestran los resultados expresados como porcentaje del incremento de
los estimulos respecto al control (condiciones fisiologicas). Las letras indican diferencias estadisticamente
significativas, hallada mediante una t de Student para muestras desapareadas (p<0.05). (B) Mostramos un
Western blotting representativo de los resultados obtenidos con su control de carga correspondiente. El

experimento es una muestra representativa de otros 10 experimentos independientes.
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5. Localizacion subcelular de la fraccion activa

(fosforilada) de JNK en espermatozoides de mamiferos.

Mediante inmunocitoquimica y microscopia confocal hemos estudiado
la localizacion subcelular de la fraccion fosforilada de JNK en
espermatozoides de mamiferos, sometidos a diferentes estreses (H>O2 100
uM; UV 100 J/mz). Una vez estimuladas, la preparacién de las células para
el experimento se realizé de forma similar a como detallamos en el apartado
de metodologia, usando esta vez como anticuerpo primario un fosfo-anti-
JNK (T183/Y185) de Cell Signaling y un anticuerpo secundario marcado con
Alexa Fluor 488.

Los resultados muestran como los espermatozoides que han sido
previamente sometidos a estrés poseen una mayor intensidad de
fluorescencia comparado con el control (Figura IV-7), esta diferencia esta
directamente relacionada con el grado de fosforilacion de la proteina. La
fraccion activa de la proteina se distribuye de forma equivalente a la proteina
total mostrando una distribucion homogénea en los espermatozoides, con
mayor intensidad en la cola y la regidén postacrosémica. Es decir, una vez la
proteina ha sido activada aparentemente no experimenta una redistribucion

subcelular.
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Figura IV-7. Inmunolocalizacion de la proteina JNK fosforilada en espermatozoides de caballos. Las imagenes
mostradas en los paneles fueron obtenidas con un microscopio laser confocal (Bio-Rad MRC1024). El panel A
muestra la imagen de fluorescencia obtenida excitando la muestra con un laser de Argon de 488 nm utilizando

un filtro de absorcion de 515 nm. El panel B muestra la imagen obtenida con luz transmitida.
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6. Localizacion subcelular de la fosfatasa la fosfatasa

DUSP4 (MKP2) en espermatozoides de mamiferos

Una vez estudiada la localizacion subcelular de JNK tanto en
condiciones fisiologicas (sin estimular) como en condiciones de estrés,
estudiamos la distribucion de la fosfatasa DUSP4 (dual specificity
phosphatase 4) en espermatozoides de mamiferos, una enzima que ejerce
su accion sobre miembros de la familia de las MAPK incluyendo la JNK,

revirtiendo su fosforilacién y, por tanto, inhibiendo su actividad.

Los resultados muestran como DUSP4 esta localizada, al igual que
JNK, a lo largo de toda la cola, siendo la pieza conectora la zona de mayor
fluorescencia. Respecto a la cabeza, también se detecta la sefial especifica
de forma difusa por toda su estructura, aunque en menor grado que en la
cola (Figura IV-8). Por lo tanto, como era esperable la distribucion de la

fosfatasa coincide con la de su sustrato.

Figura IV-8 Inmunolocalizacion de DUSP4 en los espermatozoides mamiferos. Los espermatozoides se trataron
como se describe en Materiales y métodos (ver Inmunocitoquimica) y posteriormente se incubaron con un
anticuerpo anti-DUSP4. El panel A muestra la imagen obtenida con luz transmitida. El panel B muestra la imagen

de fluorescencia y el panel C muestra la superposicion de ambas imagenes.
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1. Efecto de la activacion de PKA en la fosforilacion de
JNK

Se ha descrito que gran parte de los cambios de tipo capacitante que
experimentan los espermatozoides pueden ser mimetizados por el empleo
de analogos del cAMP permeables por la membrana plasmatica, como el 8-
Br-cAMP. Respecto a la diana molecular del cAMP, al igual que ocurre en
las células somaticas, este segundo mensajero media su accion en los
espermatozoides principalmente a través de la activacion de la PKA [229-
230]. Por tanto, debido a que esta quinasa es una de las principales
reguladoras de la actividad espermatica quisimos cuantificar el estado de
actividad de JNK tras la activacion fisioldgica de la PKA en espermatozoides.
Para ello incubamos las células en presencia de 8-Br-cAMP, un analogo no

hidrolizable del cAMP, a distintos tiempos y concentraciones.

En primer lugar y utilizando como aproximacion inicial resultados
previos obtenidos en nuestro laboratorio sobre las curvas de concentracion
del cAMP en la funcidn espermatica, realizamos una curva dosis-efecto y
otra de tiempo en los que los espermatozoides de caballos fueron incubados
en presencia de distintas concentraciones de 8-Br-cAMP (0-1000 uM)
(Figura 1V-10) y con distintos tiempos (0-180 min) (Figura IV-9) con el fin de
discernir si la activacion selectiva de la PKA pudiera modificar la fosforilacion
de JNK.

Sorprendentemente los resultados indican que la activacién selectiva
de la via cAMP/PKA induce un aumento significativo en la activacion de la
JNK en ausencia de estrés celular, obteniendo la respuesta mas elevada a
90 minutos de incubacion (37 °C) y a una concentracion de 500 uM de 8-Br-
cAMP.
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Figura IV-9. Curva de tiempo en la fosforilacién de JNK en espermatozoides de caballos incubados con 8-Br-
cAMP. Los espermatozoides de caballo fueron incubados durante los tiempos indicados a una temperatura de
37 °C en presencia de 8-Br-cAMP (500 uM), posteriormente fueron lisados y el estado de fosforilacion fue
analizado mediante Western blotting. En el panel A se muestra la media + SEM de 8 experimentos
independientes expresados como porcentaje del incremento respecto al control (tiempo 0). El asterisco (*)
indica diferencias estadisticamente significativas, hallada mediante una t de Student para muestras

desapareadas (p<0.05). En el panel B mostramos un Western blottingrepresentativo.
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Figura IV-10. Efecto de la concentracion de 8-Br-cAMP en la fosforilacion de JNK en espermatozoides de
caballos. Los espermatozoides fueron incubados a distintas concentraciones de 8-Br-cAMP a 37 °C durante 90
minutos. Posteriormente fueron lisados y el estado de fosforilacion de JNK fue analizado mediante Western
blotting. En el panel A se muestra la media + SEM de 8 experimentos independientes expresado como
porcentaje del incremento respecto al control (sin 8-Br-cAMP). El asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas, hallada mediante una t de Student para muestras desapareadas (p<0.05). En el

panel B mostramos un Western blotting representativo
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8. Localizacion subcelular de la fraccion activa de JNK en

espermatozoides incubados con 8-Br-cAMP

Después de determinar mediante Western blotting que JNK puede ser
activada en los espermatozoides en respuesta a un estimulo fisioldgico
como la activacion de la via de la cAMP/PKA quisimos caracterizar la
localizacion subcelular de la fraccion activa de la proteina cuando los
espermatozoides son estimulados mediante un analogo del cAMP, vy tratar
de establecer si existen diferencias en relacion a los espermatozoides
sometidos a estrés. Los espermatozoides de caballo recién eyaculados
fueron incubados a 37 °C durante 90 min en presencia de una concentracion
de 500 uM de 8-Br-cAMP. Una vez pasado el tiempo de incubacion las
muestras fueron estudiadas mediante inmunocitoquimica y microscopia
confocal segun se detalla en el apartado de Metodologia utilizando un

anticuerpo primario fosfoespecifico anti-JNK (T183/Y185) de Cell Signaling.

Los resultados (Figura IV-11) muestran como la fraccion fosforilada se
distribuye de forma similar tanto en los espermatozoides estimulados como
en los controles por todo el espermatozoide, haciéndose mas evidente la
fluorescencia en la cola y sobre todo en la region postacrosémica en los
espermatozoides incubados con 8-Br-cAMP. Estos resultados junto con los
obtenidos mediante Western blotting parecen indicar que la proteina JNK se
fosforila cuando se activa la via del cAMP/PKA, lo que nos podria indicar un
posible papel en la capacitacién espermatica, sin embargo no encontramos

diferencias respecto a las células sometidas a estrés celular.
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Figura IV-11. Inmunolocalizacion de la proteina JNK fosforilada por la activacion de la PKA en espermatozoides
de caballos. Las imagenes mostradas fueron obtenidas con un microscopio laser confocal (Bio-Rad MRC1024).
El panel A muestra la imagen de fluorescencia obtenida excitando la muestra con un laser de Argon de 488 nm
utilizando un filtro de absorcion de 515 nm. El panel B muestra la imagen obtenida con luz transmitida. La
imagen superior es el control de células no estimuladas, el panel inferior muestra epermatozoides

representativos de la poblacion estimulada con 8-Br-cAMP (500 pM) durante 90 minutos.

107



Resultados

9. Efecto de la inhibicion de la PKA en la fosforilacion de
JNK

Para corroborar los resultados obtenidos en los experimentos
anteriores en los que hemos evaluado la implicacién de PKA en la regulacion
de JNK en espermatozoides de caballos, hemos estudiado el efecto que
podria tener la inhibicidon de esta quinasa en la fosforilacion de nuestra
proteina de estudio. Para ello hemos utilizado el H89, un inhibidor especifico
de la proteina quinasa A, que actua como inhibidor competitivo bloqueando
el sitio de union de la PKA con el ATP [231]. Como era de esperar en los
espermatozoides incubados con 8-Br-cAMP (500 uM) volvié a producirse un
aumento significativo en la fosforilaciéon de JNK con respecto a la muestra
control (Figura IV-12). Por el contrario, en los espermatozoides incubados en
presencia de 8-Br-cAMP y del inhibidor de PKA (H89; 60 uM), observamos
una fosforilacion de JNK significativamente menor respecto a los
espermatozoides en los que ha sido activado la PKA sin presencia del
inhibidor (Figura 1V-12). Estos resultados vuelven a confirman que la via del
cAMP/PKA podria estar implicada en la regulacion de la JNK en

espermatozoides de caballos.

108



prg

450
5 400
© =
>2 350
25
@< 300
%% 250
()
>92 200
o X
w O
e 150
X
z 100
50
0

Resultados

62 =

S B B < c-Tubulin
49 =- . i .

Figura IV-12. Efecto de la inhibicion de PKA, en la fosforilacion de JNK en espermatozoides de caballos. Los

espermatozoides fueron incubados en distintas condiciones: calle 1 (muestra control), calle 2 (8-Br-cAMP 500

1M) y calle 3 (8-Br-cAMP; H89 (60 11M)) a 37 °C durante 90 minutos. Posteriormente fueron lisados y analizados

mediante Western blotting con anticuerpos fosfoespecifico anti-JNK. En el panel A mostramos la media + SEM

de 4 experimentos independientes expresados como porcentaje de incremento de los tratamientos respecto al

control (100 %). Las letras indican diferencias estadisticamente significativas, halladas mediante una t de

Student para muestras desapareadas (p<0.05). En el panel B mostramos un Western blottingrepresentativo y un

control de carga del mismo, usando para ello un anticuerpo anti-a-Tubulina.
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10. Efecto de la activacion de la via cAMP/Epac en la

fosforilacion de JNK

Ademas de la PKA, otra de las dianas intracelulares del cAMP en los
espermatozoides de mamiferos son las proteinas Epac, que parecen
intervenir sobre todo en la regulacién de la reaccion acrosomica [147, 232-
233].

Por tanto, hemos estudiado si la activacion de la via cAMP/Epac
produce cambios en la fosforilaciéon de JNK o si todo el efecto del cAMP
viene determinado solo por la activacion de PKA. Para ello incubamos tanto
espermatozoides de cerdo como de caballo con un analogo del cAMP, el 8-
Br-2°-O-Me-cAMP, que activa selectivamente las proteinas Epac pero no la
PKA y mediante Western blotting determinamos el estado de activacién de la
JNK. Los resultados indican tanto en cerdo (Figura 1V-13) como en caballo
(Figura 1V-14), se produce un aumento significativo en la fosforilacion de
JNK cuando es activada la via del cAMP/Epac, por lo que esta via, junto con
la PKA, también parece mediar los efectos del cAMP en la regulaciéon de

JNK en espermatozoides de mamiferos.
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Figura IV-13. Efecto de la activacion de Epac en la fosforilacion de JNK en espermatozoides de cerdo. Los
espermatozoides fueron incubados en distintas condiciones: calle 1 (muestra control), calle 2 (8-Br-2 “-0-Me-
cAMP; 50 uM) a 37 °C durante 90 minutos. Posteriormente fueron lisados y analizados mediante Western
blotting con el anticuerpo fosfoespecifico de JNK. En el panel A mostramos la media + SEM de 6 experimentos
independientes expresada como porcentaje de la respuesta maxima. Los asteriscos (**) indican diferencias
significativas (p<0.01) comparando el tratamiento con el valor control mediante una t de Student para muestras
desapareadas. En el panel B mostramos un Western blotting representativo de los resultados obtenidos,

mostrando ademas un control de carga para el que hemos utilizado un anticuerpo anti-a-Tubulina.
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Figura IV-14. Efecto de la activacion de Epac en la fosforilacion de JNK en espermatozoides de caballos. Los
espermatozoides de caballos fueron incubados en distintas condiciones: calle 1 (muestra control), calle 2 (8-Br-
2-0-Me-cAMP; 50 uM) a 37 °C durante 90 minutos. Posteriormente fueron lisados y analizados mediante
Westemn blotting con el anticuerpo fosfoespecifico de JNK. En el panel A mostramos la media + SEM de 7
experimentos independientes expresados como porcentaje de respuesta maxima respecto al control. El asterisco
(*) indica diferencias significativas (p<0.05) comparando el tratamiento con el valor control, mediante una t de
Student para muestras desapareadas. En el panel B mostramos un Western blotting representativo de los
resultados obtenidos, mostrando ademas un control de carga para el que hemos utilizado un anticuerpo anti-a-

Tubulina.
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11. Estudio del efecto del inhibidor BI-78D3 en la

regulacion de JNK en los espermatozoides de caballo

Para estudiar la funciéon de JNK en los espermatozoides de mamiferos
utilizamos una aproximacion farmacolégica mediante el uso de inhibidores
quimicos disponibles comercialmente, mas o menos especificos. Sin
embargo, con caracter previo al estudio de su efecto en la funcidon
espermatica, y debido a que no existe ningun estudio previo que haya
utilizado estos inhibidores en los espermatozoides, valoramos la capacidad

de estos compuestos para inhibir la actividad de JNK en este tipo celular

Uno de los inhibidores especificos de la JNK que demuestra gran
potencia y especificidad en diversos estudios en células somaticas es el Bl-
78D3 (CAS 883065-90-5) [194, 234-235], un péptido que bloquea el sitio de
union de JNK con la proteina scaffold JIP (JNK interacting protein)
impidiendo interactuar con ella y por tanto evitando la activacion secuencial
de los componentes de la cascada de la JNK. En esta tesis hemos probado
distintas concentraciones de este compuesto y hemos caracterizado el
efecto en el estado de fosforilacion (activacion) de la JNK, tanto en células

sometidas a estrés como en células no estimuladas.

En primer lugar, los espermatozoides fueron incubados en
condiciones de estrés celular (H,O2 y UV) en ausencia y en presencia de
diferentes concentraciones del péptido inhibidor BI-78D3 (25, 50, 100 uM).
Los lisados se analizaron mediante Western blotting usando anticuerpos
fosfoespecificos anti-JNK (Cell Singaling) observandose que en presencia de
todas las concentraciones probadas del inhibidor la fosforilacion provocada
por los estimulos se ve disminuida de manera significativa (Figura 1V-15)con
una concentracion de 100 uM, sugiriendo que este inhibidor podria ser util
para caracterizar la funcion de JNK en espermatozoides. Ademas en

experimentos complementarios hemos estudiado el efecto del inhibidor en la
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fosforilacién basal de JNK (células no estimuladas), encontrando que ésta
también se ve significativamente inhibida en presencia de este inhibidor,
aunque para ello hace falta sobreexponer la membrana porque en la
mayoria de las ocasiones la fosforilacion de JNK es muy baja (resultados no

mostrados)

Obtuvimos resultados equivalentes utilizando otros inhibidores
quimicos de JNK, tanto en relacion a la actividad de JNK basal, como a la
inducida en condiciones de estrés celular. En concreto, el JNK inhibitor VIII'y
el JNK inhibitor Il (SP600125), ambos inhibidores competitivos del sitio de
union de ATP, demostraron una inhibicidon en la fosforilacion de la JNK
equivalente a la mostrada por el BI-78D3 en los espermatozoides de caballo.
Sin embargo, a pesar de que todos los inhibidores probados demostraron
similar efectividad y a pesar de que tanto JNK inhibitor VIl como el JNK
inhibitor 1l eran mas asequibles comercialmente, en todos los estudios
funcionales realizados a continuacion utilizamos el péptido inhibidor BI-78D3
debido a su mayor especificidad por JNK, en detrimento de los otros que,
segun se ha descrito, pueden inhibir proteinas adicionales de las vias de las

MAPK, siendo, por tanto, menos especificos [192-193].

Figura IV-15. Efecto del inhibidor BI-78D3 en la actividad JNK en espermatozoides de caballo. Los
espermatozoides fueron incubados en condiciones de estrés celular en presencia (calles 3 y 5) o en ausencia
(calles 1, 2 y 4) de BI-78D3 (100 uM), un inhibidor potente y especifico de JNK. Las diferentes condiciones de
incubacion fueron: Control (calle 1), estrés oxidativo (calles 2 y 3) irradiacion ultravioleta (calles 4 y 5). Las
muestras fueron lisadas y analizadas por Western blotting con un anticuerpo fosfoespecifico anti-JNK. En el
panel A representa la media + SEM de 9 experimentos independientes, expresado como porcentaje de respuesta
maxima. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) hallada mediante una t de Student para
muestras desapareadas. En el panel B mostramos un Western blotting representativo de los resultados
obtenidos, en el que se aprecia la diferencia en el grado de fosforilacion entre las muestras que han sido

incubadas en presencia del inhibidor de JNK y las que no.
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12. Efecto de la JNK en la viabilidad espermatica a

tiempos cortos

Una vez comprobado que los diferentes inhibidores quimicos eran
capaces de inhibir la actividad de JNK en nuestras condiciones
experimentales, usamos el BI-78D3 para estudiar la posible funciéon de esta
quinasa en los espermatozoides de mamiferos. Debido a que en células
somaticas la JNK esta implicada en la regulacion de la viabilidad celular,
hemos estudiado con este inhibidor el papel que JNK pudiera tener en el
mantenimiento de la viabilidad espermatica a tiempos cortos de incubacion.
Para caracterizar este efecto se cuantificéd viabilidad mediante citometria de
flujo en células incubadas con YO-PRO-1 y homodimero de etidio [236], en
presencia y ausencia de concentraciones crecientes del inhibidor (BI-78D3)
a lo largo del tiempo (Figura 1V-16). Los resultados muestran que en los
espermatozoides incubados con el inhibidor de JNK no se detecta un
descenso significativo de viabilidad comparado con el control, hasta tres

horas de incubacion.
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Figura IV-16. Papel de la JNK en el mantenimiento de la viabilidad espermatica en espermatozoides de caballo.
En la grafica mostramos el porcentaje de espermatozoides vivos incubados a distintos tiempos y con diferentes
concentraciones de inhibidor (25 pM, 50 uMy 100 pM). Se muestran los resultados + SEM de 5 experimentos

independientes.

117



Resultados

13. Estudio del papel de JNK en la regulacion de la

actividad caspasa en espermatozoides de caballo

En algunas células somaticas la JNK participa en la regulacién de los
procesos apoptoticos [156]. Para comprobar si estd quinasa regula la apoptosis
en los espermatozoides a tiempos cortos de incubacion, realizamos un ensayo de
actividad caspasa utilizando la sonda FITC-VAD-FMK (ver Métodos) [237]. Los
resultados (Figura IV-17) indican que respecto a la actividad caspasa no hay
variaciones significativas entre los espermatozoides incubados en presencia del
inhibidor BI-78D3 y el control, al menos en las concentraciones y tiempos usados
en estos ensayos. Estos resultados parecen descartar el concurso de la JNK en la
regulacion de la apoptosis en los espermatozoides eyaculados de caballo en

tiempos cortos de incubacion.
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Figura IV-17. Estudio de la actividad caspasa en los espermatozoides de caballo en presencia de un inhibidor de la JNK.

En la grafica mostramos el porcentaje de espermatozoides con alta actividad caspasa correspondientes a la media +

SEM de 10 experimentos independientes.
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14. Papel de JNK en el mantenimiento de los

potenciales de membrana mitocondrial

Para determinar el potencial de membrana mitocondrial (MMP) hemos
utilizado citometria de flujo con la sonda JC-1 (ver apartado de Metodologia)
en espermatozoides de caballo incubados en presencia o ausencia del
inhibidor de JNK. Los resultados indican que la incubacién con BI-78D3 100
uM induce un desacople de la membrana mitocondrial a partir de los 60 min
de incubacion, produciéndose una bajada pronunciada y significativa en el
MMP en un elevado porcentaje de células. Este efecto fue también obtenido
con concentraciones menores del inhibidor (25 uM y 50 uM) pero necesitan
mas tiempo de incubacién (180 min) para lograr una respuesta equivalente
(Figura IV-18).
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Figura IV-18. Papel de la JNK en el mantenimiento de los potenciales de membrana mitocondrial (MMP). Los
espermatozoides de caballo se incubaron con distintas concentraciones de inhibidor BI-78D3 (25 uM, 50 uM y
100 pM) y distintos tiempos (0-180 min) y se evaluaron los MMP con JC-1. Mostramos el porcentaje de células
con bajo MMP correspondiente a la media + SEM (mediante t de Student) de 6 experimentos independientes. .El
valor del potencial de membrana mitocondrial en las muestras tratadas esta expresado respecto a las muestras

control para cada tiempo de incubacién. Los asteriscos indican diferencias significativas: (*) (p<0.05) y (**)
(p<0.01)

121



Resultados

15. Implicacién de JNK en la movilidad espermatica.

Una de las caracteristicas funcionales mas importantes de los
espermatozoides es la adquisicion de movilidad. Estda documentado que
alguna de las proteinas de la familia de las MAPK (p38 o ERK1/2) estan
implicadas en mayor o menor grado en la regulacion de este fenémeno
[119]. Para valorar el papel que la JNK podria jugar en la regulacion de la
movilidad espermatica incubamos los espermatozoides en presencia Bl-
78D3 a distintas concentraciones estimando la movilidad objetiva a lo largo
del tiempo con un sistema CASA (ver apartado de Métodos). Los resultados
indican que la inhibicion de JNK induce un descenso en el porcentaje de
espermatozoides moviles a partir de 60 min de incubacién con

concentraciones de inhibidor iguales o mayores a 25 uM (Figura IV-19).
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Figura IV-19. Efecto de la inhibicion de JNK en la movilidad espermatica. Los espermatozoides de caballo se
incubaron con el inhibidor de JNK, BI-78D3, en las condiciones indicadas en la Figura. Para cuantificar
objetivamente la movilidad en los espermatozoides, hemos utilizado un sistema CASA. La grafica muestra el
porcentaje de espermatozoides moviles a distintos tiempos y concentraciones de inhibidor, considerando
moéviles aquellos con un desplazamiento mayor o igual a 15 um/s. Se muestran los resultados + SEM de 3
experimentos independientes (t de Student). El porcentaje de espermatozoides moviles en las muestras tratadas

esta expresado respecto a las muestras control para cada tiempo de incubacion. Los asteriscos (*) indican
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16. Efecto de la refrigeracion en la actividad de JNK en

semen equino

Con los avances de la biotecnologia es cada vez es mas frecuente el
uso de semen refrigerado ya que permite la inseminacion con semen de
reproductores de alta calidad genética en localizaciones geograficas
distantes sin necesidad de transportarlos. Por este motivo decidimos
estudiar los cambios en la actividad de JNK en semen de caballo refrigerado
durante 5 dias manteniéndolo a una temperatura constante de 5 °C en el
diluyente comercial INRA96. Mediante lisis celular se extrajeron las proteinas
al primer y quinto dia de incubacion y fueron analizados mediante Western

blotting con un anticuerpo fosfoespecifico anti-JNK.

Los resultados obtenidos (Figura IV-20) muestran un claro descenso
en la fosforilacién de JNK, directamente relacionado con la actividad de la
proteina, el ultimo dia de incubacién si lo comparamos con la fosforilacion de
JNK detectado primer dia, indicando que la JNK podria intervenir en el

mantenimiento de la funcion espermatica a tiempos largos de incubacion.
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Figura IV-20. Cambios en la actividad de JNK en semen refrigerado. Los espermatozoides de caballo fueron
incubados a 5 °C en el medio de conservacion INRA96 durante 5 dias. Los lisados obtenidos el primer y Gltimo
dia fueron analizados mediante Westemn blotting con un anticuerpo fosfoespecifico anti-JINK. La grafica muestra
la media + SEM de 8 experimentos independientes. Los asteriscos (***) indican diferencias significativas

(p<0.001) entre los dos grupos experimentales mediante una t de Student.
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17. Papel de JNK en la viabilidad de los
espermatozoides de caballos a tiempos largos de

incubacion

Como se ha descrito previamente, JNK no interviene en el
mantenimiento de la viabilidad espermatica a tiempos cortos de incubacion
(3 horas), sin embargo la actividad de JNK se reduce en semen mantenido
en refrigeracion durante varios dias. Por lo tanto hemos estudiado la posible
implicacién de JNK en la regulacion de la viabilidad a tiempos largos de
incubacion. Para ello incubamos en INRA96 durante 5 dias y a 5 °C los
espermatozoides de caballo en ausencia y presencia del inhibidor de JNK,
BI-78D03 y mediante citometria de flujo con las sondas YO-PRO-1 y
homodimero de etidio cuantificamos la viabilidad espermatica en estas

condiciones [236].

Los resultados muestran, en primer lugar, como existe una pérdida
progresiva de viabilidad a lo largo del tiempo en las muestras control,
asociadas entre otros factores al descenso en la temperatura al que se
someten las células y por tanto a los dafos producidos derivados de este
descenso [238].Ademas produce un descenso mucho mas pronunciado en la
viabilidad de los espermatozoides en las células incubadas con el péptido
inhibidor, siendo significativo a partir de las 48 horas de incubacion con
respecto a las muestras en la que la JNK no ha sido inhibida
farmacoloégicamente. Lo que indica que JNK podria estar implicado en la
regulacion de la supervivencia de los espermatozoides a tiempos largos
(Figura 1V-21).
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Figura IV-21. Papel de JNK en el mantenimiento de la viabilidad espermética a largo plazo. Los espermatozoides
de caballos fueron incubados a 5 °C en el medio comercial de conservacion INRA96 en ausencia y en presencia
del inhibidor de JNK BI-78D3 (100 nM). Las muestras se fueron obteniendo secuencialmente en los tiempos
indicados en el grafico y fueron analizadas mediante citometria de flujo. En la grafica mostramos el porcentaje
de espermatozoides vivos. Los asteriscos indican diferencias significativas (**) p<0.01, (***) p<0.001

comparado cada tratamiento con el control para cada tiempo de incubacion mediante una t de Student.
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18. Papel de JNK en la regulacion de la actividad
caspasa en espermatozoides de caballos mantenidos

en refrigeracion

Una vez establecido que la JKN podria estar implicada en la
regulacion de la viabilidad de los espermatozoides a tiempos largos de
incubacion (en refrigeracion) quisimos evaluar cual era el posible mecanismo
de muerte en estas condiciones. Para ello y aunque a tiempos cortos de
incubacién parece que la actividad caspasa no parece estar implicada
(Figura IV-17), hemos estudiado si hay diferencias en la actividad caspasa
en espermatozoides refrigerados durante varios dias, incubando dichos
espermatozoides tanto en presencia como en ausencia de BI-78D3 (100
pMM). En este caso la medida de actividad caspasa se realizO mediante
citometria de flujo con el kit green caspase 3/7 de Molecular Probes (Figura
IV-22)

Los resultados indican que a partir de las 48h de incubacién existen
diferencias significativas entre los espermatozoides incubados en presencia
de BI-78D3 y la muestra control, produciéndose un aumento en la actividad
caspasa en los espermatozoides en los que la JNK ha sido inhibida (Figura
IV-22). Esto parece indicar que la via de la apoptosis esta implicada, al
menos en parte, en el descenso de viabilidad asociada a la inhibicién de JNK
cuando los espermatozoides son mantenidos en refrigeraciéon durante varios
dias y que la JNK ejerce un efecto pro-supervivencia en este particular tipo

celular.
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Figura IV-22. Implicacién de JNK en la regulacion de la actividad caspasa en espermatozoides de caballo
mantenidos en refrigeracion. Los espermatozoides de caballos fueron incubados a 5 °C en el mediode
conservacion INRA96 en ausencia y en presencia del inhibidor de JNK BI-78D3 (100 puM). Las muestras se
fueron obteniendo secuencialmente en los tiempos indicados en el grafico y fueron analizadas mediante
citometria de flujo. En la grafica mostramos el porcentaje de espermatozoides con actividad caspasa y etidio
positivos. Los asteriscos muestran diferencias significativas (*) p<0.05 (**) p<0.01 comparando cada tiempo

de incubacion con y sin inhibidor mediante una t de Student para muestras desapareadas.
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19. Efecto del TNFo en la fosforilacion de JNK

Ademas de los resultados obtenidos hasta ahora, que parecen indicar
que la JNK podria desempefar un papel en la regulacion de la viabilidad de
los espermatozoides en respuesta al estrés mediante su participacion en el
control de las vias intrinsecas de la apoptosis, hemos estudiado los posibles
cambios en la actividad de JNK mediados por el efecto de TNF-a en
espermatozoides de caballos, debido a que en células somaticas TNF-a es
uno de los principales iniciadores de la via extrinseca de la apoptosis a
través de sus receptores de membrana y un activador de la cascada de
sefalizacion de JNK [173, 239]. Para nuestros experimentos, hemos
incubado los espermatozoides equinos en presencia de TNFa recombinante
equino con distintas concentraciones (0;0,5;10 y 100 ng/ml) y durante
distintos tiempos (1-6 horas) a 37 °C en medio BWW, obteniendo asi curvas

tanto dosis-dependiente como tiempo-dependientes de TNFa..

Los resultados indican que se produce un aumento significativo en la
fosforilacion de JNK en presencia de TNFa a partir de 10 ng/ml,
obteniéndose una respuesta maxima de fosforilacion cuando los
espermatozoides de caballos son incubados a una concentracién de 100
ng/ml de TNFa (Figura IV-23). Por otra parte la fosforilacion de JNK, es
bifasica, aumentando tras 1 hora de incubacion en presencia de TNFa y con
una respuesta maxima a las 2 horas y un descenso en la fosforilacion a
partir de las 4 horas de incubacion que es significativa a las 6 horas (Figura
IV-24).
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Figura IV-23. Efecto de la concentracion de TNFa en la fosforilacion de JNK en espermatozoides de caballos. Los
espermatozoides fueron incubados durante 2 horas en las condiciones indicadas en la figura. Las muestras
fueron analizadas mediante Western blotting con un anticuerpo fosfoespecifico anti-JNK. En el panel A se
muestran los valores medios + SEM de 7 experimentos realizados de forma independiente. Las letras indican
diferencias estadisticamente significativas entre las columnas, estimadas mediante una t de Student para

muestras desapareadas (p<0.05). En el panel B mostramos un Western blottingrepresentativo.
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Figura IV-24. Efecto del tiempo de incubacion con TNFa en la fosforilacion de JNK en espermatozoides de
caballos Los espermatozoides fueron incubados en las condiciones indicadas en la figura. Las muestras fueron
analizadas mediante Western blotting con un anticuerpo fosfoespecifico anti-JNK. En el panel A se muestran los
valores medios + SEM de 7 experimentos realizados de forma independiente. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre las columnas, estimadas mediante una t de Student para muestras

desapareadas (p<0.05). En el panel B mostramos un Western blotting representativo.

Ademas de los resultados mostrados en referente a la activacion de
JNK inducida por TNFa, hemos estudiado el posible efecto de esta citoquina
en algunos parametros funcionales como la viabilidad o la motilidad en
espermatozoides de caballo. Nuestros resultados indican que no existen
cambios significativos ni en la viabilidad (Figura 1V-25) ni en la motilidad (no
mostrado) cuando los espermatozoides son incubados con TNFa (10 ng/ml;
y 100 ng/ml; 6 h incubacion), al menos en nuestras condiciones
experimentales. Ademas también investigamos el efecto en estas mismas

células de otras interleuquinas, como la IL-a, IL-3, IL-6, IL-15 o IL-17, sin
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encontrar, de nuevo, efectos en la viabilidad o la motilidad (no mostrado). Es
destacable, sin embargo, que estas otras citoquinas tampoco demostraron
efecto en la activacion de JNK, al contrario del efecto demostrado por el
TNFa. Esto puede indicar que, el TNFa y el resto de citoquinas ensayadas
estén acoplados a distintas vias de sefalizacion, o, lo que es mas probable,
que los espermatozoides de caballo no expresen los receptores de cada una
de las citoquinas indicadas que no demostraron efecto en la activacion de la
JNK. Por el contrario, en un trabajo previamente publicado por nuestro grupo
de investigacion hemos descrito la presencia del receptor del TNFa en la

membrana de los espermatozoides de caballo [240].
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Figura IV-25 Efecto del TNF-a en la viabilidad de los espermatozoides de caballos a 6 horas. Los
espermatozoides de caballos recién eyaculados fueron incubados en un medio BWW durante 6 horas a 37 °C a
dos concentraciones de TNF- a (10 ng/ml; 100 ng/ml). Las muestras fueron analizadas mediante citometria
de flujo al tiempo indicado. En la grafica mostramos el porcentaje de espermatozoides vivos. Las letras iguales

significan que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las columnas.
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20. Estudio de los cambios en la fosforilacion de JNK
en semen procesado mediante centrifugacion en capa

simple

Como ya hemos indicado en la introduccién, el mantenimiento de los
espermatozoides en refrigeracion reduce la movilidad, se asocia con un
incremento de ROS y causa una pérdida de la integridad de la membrana
entre otros efectos, lo que se traduce en una pérdida de la capacidad
fecundante del eyaculado [241-244]. Para paliar estos efectos se han
desarrollado en los ultimos afios diferentes procedimientos que permiten
seleccionar los  espermatozoides con  mejores  caracteristicas
morfofuncionales para su posterior procesamiento. Una de éstas técnicas
consiste en someter al eyaculado a un procedimiento denominado
centrifugacion en capa simple o simple layer centrifugation (SLC) [241, 245].
Esta técnica consiste en una centrifugaciéon de densidad del eyaculado
equino, usando para dicha separacion una capa de Androcoll ™ como Unico
coloide que permite recuperar una subpoblacion espermatica de mayor

calidad

Para determinar si las caracteristicas de la poblacién espermatica
seleccionada mediante SLC podrian estar relacionadas con el estado de
activacion de la JNK, hemos estudiado la posible diferencia en la
fosforilacion de JNK en espermatozoides de caballos sometidos a este
proceso, comparandolos con el control no procesado. Ademas, hemos
valorado el estado de fosforilacion de la JNK en semen refrigerado a 5 °C
durante 5 dias que ha sido procesado mediante SLC, con respecto al que no
ha sido filtrado con el coloide. Finalmente teniendo en cuenta que la
inhibicion de JNK reduce la viabilidad espermatica, hemos intentado
correlacionar el estado de activacion de la JNK con los cambios en la

viabilidad entre ambas sub-poblaciones.
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Con este objetivo, una vez filtrados los espermatozoide, éstos fueron
resuspendidos en el diluyente INRA96 e incubados a 5 °C durante 5 dias.
Para determinar el estado de fosforilacion de la JNK obtuvimos lisados de
estos espermatozoides el dia 1 y 5 de incubacién, tanto en las muestras que
han sido procesadas mediante SLC como en las que no, que seran muestras
control. El grado de fosforilacién de JNK fue analizado mediante Western
blotting con anticuerpos fosfoespecificos anti-JNK. La viabilidad espermatica
fue determinada en las cuatro poblaciones mediante citometria de flujo con

las sondas YO-PRO-1 y homodimero de etidio.

Los resultados indican que el estado de fosforilacion de la JNK en las
muestras procesadas mediante SLC es significativamente mayor que el
detectado en las muestras no procesadas (Figura IV-26). Sin embargo, tras
cinco dias de incubacién, tanto las muestras procesadas mediante SLC,
como las no procesadas, demuestran un estado de fosforilacién de JNK
significativamente inferior comparado con las muestras no refrigeradas
(Figura 1V-26). Es mas, a pesar de que tras el almacenamiento en
refrigeracion durante 5 dias las muestras procesadas mediante SLC
demuestran un estado de fosforilacion de JNK aparentemente mayor que la

son procesadas, este no fue significativo (Figura 1V-26).

Los resultados indican que las poblaciones espermaticas con mejores
caracteristicas morfo-funcionales se corresponden con poblaciones que
demuestran una mayor actividad de JNK cuando se compara con la
poblacion total. Estos resultados confirman, ademas, que la refrigeracion de
los espermatozoides se acompafia de un marcado descenso en la actividad
de JNK, que no puede ser completamente revertido por la seleccién

espermatica mediante SLC.
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Figura IV-26. Estudio de JNK en espermatozoides procesados mediante SLC. Los espermatozoides de caballo
obtenidos del eyaculado fueron divididos en dos voliimenes iguales. Una parte fue lavada y resuspendida en el
medio de conservacion INRA96 y la otra parte fue procesada mediante SLC y posteriormente resuspendida en
INRA9G. Las dos fracciones fueron almacenadas a 5 °C durante 5 dias. Se obtuvieron lisados de las muestras el
primer y Gltimo dia de incubacion. Las proteinas extraidas fueron estudiadas mediante Western blotting con un
anticuerpo fosfoespecifico anti-JNK Las distintas letras indican diferencias estadisticamente significativas entre

las columnas, comparando mediante una t de Student para muestras desapareadas (p<0.01).
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21. Estudio de los cambios en la fosforilacion de JNK en

semen criopreservado

Al igual que la refrigeracion, la criopreservaciéon del semen permite la
amplia difusion del potencial genético de los animales de alta produccion con
la ventaja adicional de que el tiempo de almacenamiento es virtualmente
indefinido. El procedimiento, sin embargo, es complejo y requiere el empleo
de medios de congelacién conteniendo crioprotectores que tratan de
proteger a los espermatozoides a lo largo de las diferentes fases del
proceso. A pesar de esto, durante la criopreservacién, el espermatozoide
sufre estrés celular, fundamentalmente estrés osmético que compromete

tanto la funcionalidad como la viabilidad.

Para determinar si la JNK podia jugar un papel en la respuesta al
estrés en semen criopreservado decidimos estudiar la actividad de esta
quinasa en muestras criopreservadas (-196 °C) mediante un procedimiento
rutinario usado en nuestro laboratorio [215, 246-247]. Los resultados
muestran un descenso significativo en la actividad de JNK en semen que ha
sido sometido a congelacion/ descongelacion comparado con esas mismas

muestras antes de la congelacion (Figura 1V-27).
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Figura IV-27. Estudio de la fosforilacion de JNK en espermatozoides de caballo sometidos a criopreservacion.
Los eyaculados fueron lavados y resuspendidos en un volumen 1:1 en INRA96 y centrifugados 10 minutos a 600
g. El pellet resultante fue dividido. La mitad de las células se lisaron (muestras frescas) y la otra mitad fueron
resuspendidas y procesadas para su criopreservacion en LN2 segiin se indica en el apartado Materiales y
métodos. Pasado un mes, las pajuelas fueron descongeladas en un baio de agua a 37 °C durante 10 segundos.
Posteriormente las muestras fueron lisadas y analizadas en paralelo con las muestras frescas mediante Western
blotting. En el panel A se muestran los valores medios + SEM de 10 experimentos realizados de forma
independiente. El asterisco (*) indica diferencias significativas p<0.05 comparado con las muestras
criopreservadas y no criopreservadas, mediante una t de Student para muestras desapareadas. En el panel B

mostramos un Western blotting representativo.
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22. Efecto del estrés osmotico en la activacion de la
JNK

Los dafios que se producen en los espermatozoides durante el
proceso de congelacién y descongelacidon causan una reduccion en el
porcentaje de espermatozoides vivos, y se asocian con una menor
capacidad funcional de los espermatozoides que sobreviven [50, 216]. Estos
efectos se han atribuido a cambios en la temperatura, que conduce a
cambios de fase en la bicapa lipidica de la membrana plasmatica, a la
formacion de cristales de hielo, a dafo oxidativo, a alteraciones en la
membrana del espermatozoide, a dafo gendmico, a la toxicidad de los
crioprotectores, a un envejecimiento acelerado, y finalmente al estrés
osmotico [50, 216]. Parece ser que el choque osmatico, especialmente en la
descongelacion, es el factor que causa la mayor parte del dafio durante la
crioconservacion. Ademas, recientemente se ha descrito que el dafio
subletal experimentado por los espermatozoides de los sementales que
sobreviven a la congelacién y descongelacion parece depender de un

mecanismo apoptético, principalmente por la via intrinseca [215-216].

Hemos estudiado los posibles cambios en la actividad de JNK en
espermatozoides que han sido sometidos a choque osmoético, para lo cual
incubamos los espermatozoides es un medio Biggers Whitten and
Whittigham (BWW) hipo-osmotico (150 mOm) manteniendo el pH constante
a 7,4 durante 10 minutos. Los resultados muestran un descenso en la
fosforilaciéon de JNK (Figura 1V-28) con respecto a las células incubadas a

300 mOsm (Control) estudiado mediante Western blotting.

Por tanto, y al contrario que ocurre con el resto de estreses, la
incubacién en condiciones de estrés osmoético de los espermatozoides, se
acompafa de una marcada inhibicion de la JNK, sin embargo esta no fue

significativa (Figura IV-28). No obstante, debido a que la mayor parte de los
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efectos negativos derivados del estrés osmoético se deben a los cambios
secuenciales de un medio isosmolar a otros anisosmolares y viceversa,
decidimos caracterizar mejor el efecto dependiente del estrés osmoético. Para
ello, los espermatozoides de caballo fueron sometidos a cambios osmoticos
seriados en un medio Biggers Whitten and Whittigham (BWW) con una
presion osmatica de 75, 150, 300, 600, 900 y 1500 mOsm/Kg y manteniendo
constante el pH (7,4) y la temperatura y posteriormente devuelto a un medio
isosmolar. Los resultados demostraron que tanto el estrés hipo-osmético
(75-150 mOsm/Kg) como el hiper-osmaético (900-1500 mOsm/Kg) inducen
inactivaciéon de la JNK estimada por Western blotting con anticuerpos
fosfoespecificos (Figura 1V-29). Este efecto es dependiente de la
concentracion (calles 1-6) y se ve potenciado por la reposicion de las células
a medios isosmoéticos tras su incubacion en condiciones de anisosmolaridad
(calles 7-12).

Los resultados indican que las condiciones de anisomolaridad
similares a los que se producen durante la criopreservacion inducen un
acusado descenso en la actividad de JNK en los espermatozoides de
mamiferos, indicando que esta quinasa podria estar implicada en los efectos

deletéreos que se detectan en los espermatozoides tras la criopreservacion
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Figura IV-28. Fosforilacion de JNK en espermatozoides sometidos a estrés osmético. Los espermatozoides recién
eyaculados fueron incubados durante 10 min en un medio BWW a una presion osmética de 150 mOsmy a 37 °C.
Posteriormente fueron lisados y analizados mediante Western blotting con un anticuerpo fosfoespecifico anti-
JNK. En el panel A se muestran los valores medios + SEM de 8 experimentos realizados de forma independiente.

En el panel B mostramos un Western blotting representativo.
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Figura IV-29. Estado de fosforilacion de JNK en espermatozoides de caballo sometidos a estrés osmético. Panel
A: Los espermatozoides de caballo se incubaron durante 10 min en las condiciones indicadas en la figura,
posteriormente se lisaron y se evalud la actividad de JNK mediante Western blotting con anticuerpos
fosfoespecificos. El experimento es representativo de otros cinco experimentos independientes. Panel B: Se
muestran los valores medios + SEM de seis experimentos realizados de forma independiente valorando la
actividad de JNK, expresada como porcentaje de respuesta obtenida comparada con el control (espermatozoides
incubados a 300 mOsm durante 10 minutos). El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0.05) o (**)

(p<0.01) comparado con el valor control, mediante una t de Student para muestras desapareadas.

23. Estudio de la correlacion entre la fosforilacion de

JNKYy la viabilidad en espermatozoides equinos

Tras los resultados obtenidos en relacion al estado de activacion de
JNK en diferentes situaciones biolégicas, donde esta quinasa parece
comportarse como un posible mediador de la viabilidad espermatica, al
menos en condiciones de incubacion prolongadas, hemos estudiado la
existencia de una hipotética correlacion entre la actividad de JNK vy la
viabilidad espermatica en los espermatozoides de caballos en diferentes
condiciones experimentales. Para ello realizamos un estudio estadistico
intentando correlacionar el porcentaje de espermatozoides vivos con el
grado de fosforilacion de JNK. Los resultados muestran que existe una
elevada y significativa correlacion positiva entre los dos parametros (Tabla
IV-1).

Pearson’s Correlation % Sperm Viability

JNK activity 0,69 (p= 0.013)*

Tabla IV-1 Estudio estadistico mediante la correlacion de Pearson entre la fosforilacion de JNK
y la viabilidad de espermatozoides de caballos (p<0.05).
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24. Estudio de la actividad de JNK en espermatozoides

humanos en donantes fumadores

Los cigarrillos contienen mas de 4.000 compuestos quimicos [248]
,muchos de los cuales se pueden encontrar en el semen del fumador [249-
250], Muchos de estos compuestos pueden afectar a la calidad del seminal,
al ser capaces de inducir estrés oxidativo en los espermatozoides, ya sea
por un aumento de las ROS, o por la disminucion de la capacidad
antioxidante del semen [251]. Ademas, el tabaquismo ha sido relacionado
con toxinas que provocan dafio gendmico en el espermatozoide y también
parece ser capaz de inducir un choque hipo-osmaético que compromete la
integridad de la membrana espermatica, dafando las colas de los

espermatozoides y reduciendo asi la viabilidad [252].

Teniendo en cuenta estos antecedentes y considerando que el estrés
oxidativo y el dafio gendémico inducen un aumento en la fosforilacion de JNK
en los espermatozoides de caballos, hemos evaluado el posible efecto del
tabaco en la fosforilacion de JNK, tratando a continuacién de correlacionar el
estado de actividad de esta quinasa con parametros de calidad seminal en el

hombre.

Las muestras fueron obtenidas de varones tras 4-5 dias de
abstinencia y sometidas a licuefaccion durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Los distintos parametros seminales fueron evaluados segun los
criterios de la organizacion mundial de la salud. Las muestras fueron lavadas
en PBS y a continuacién lisadas y analizadas mediante Western blotting
utilizando un anticuerpo fosfoespecifico anti-JNK, para caracterizar el grado
de fosforilacion de esta quinasa. Los resultados muestran que existe un
significativo descenso en la actividad de JNK en los espermatozoides de

individuos fumadores respecto a los no fumadores (Figura 1V-30).
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Figura IV-30. Diferencias en la fosforilacion de JNK entre fumadores y no fumadores. Los espermatozoides de

hombre fueron obtenidos mediantes eyaculacion y sometidos a licuefaccion a temperatura ambiente 30

minutos. Las proteinas extraidas fueron estudiadas mediante Western blotting con un anticuerpo

fosfoespecifico anti-INK especifico. En el panel A se muestran los valores medios + SEM de 20 donante

realizados de forma independiente. El asterisco (*) indican diferencias significativas (p<0.05) comparando los

valores de fosforilacion de individuos fumadores e individuos no fumadores mediante una t de Student para

muestras desapareadas. En el panel B mostramos un Westem blottingrepresentativo.
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En esta Tesis doctoral demostramos por primera vez la presencia de
la serina treonina quinasa JNK en lisados de espermatozoides de
mamiferos. Mediante la utilizacion de anticuerpos especificos hemos
estudiado ademas la regulacion de la actividad de esta quinasa en los
espermatozoides, tanto en situaciones de estrés celular, como frente a
estimulos fisiolégicos relacionados con los cambios de tipo capacitante y la
reaccion acrosémica, ambos requeridos por el espermatozoide para adquirir
capacidad fecundante [13, 25, 253]. Finalmente, hemos valorado Ila
participacion de esta quinasa en diversas funciones de los espermatozoides
maduros eyaculados de caballo y de hombre, tratando de correlacionar su
activacion con la regulaciéon de mecanismos moleculares relacionados con la

supervivencia espermatica.

La participacion de las vias de las MAPK en la espermatogénesis ha
sido puesta de manifiesto por diversos grupos de investigacion en los ultimos
anos [120, 158-159, 254-255]. En las células precursoras de los gametos
masculinos las distintas cascadas de las MAPK parecen estar implicadas en
el control de la progresion de las sucesivas divisiones celulares que
acontecen en el proceso y también participan en la supervivencia de las
células precursoras de los gametos masculinos [120, 158-159, 254-255]. Las
MAPK, ademas, parecen tener un perfil de expresion variable en funcion del
tipo celular de que se trate durante la espermatogénesis [158], sugiriendo

funciones diferenciadas en cada tipo celular y etapa de desarrollo.

Ademas de en las células precursoras, en los ultimos afos también se
han identificado diversos componentes de las cascadas de sefializacion de
las MAPK en los espermatozoides maduros eyaculados. Asi, diferentes
componentes de la cascada de las ERK, como c-Ras [256-257], Raf, Grb2
[258] y Shc [165] han sido detectados en espermatozoides humanos
mediante Western blotting. En varios estudios independientes se ha
investigado la localizacion subcelular en los espermatozoides de hombre,
tanto de las ERK [138, 158, 257], como de la p38 [119]. Aunque hay ligeras

discrepancias, esos estudios indican que ambas quinasas estan localizadas
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mayoritariamente en la regién postacrosomal y en la pieza principal de la
cola, lo que sugiere su posible implicacion en la regulacion de la reaccion
acrosomica y la movilidad espermatica. El estudio funcional de ERK y p38
con diversas aproximaciones metodolégicas ha corroborado que ambas
quinasas estan implicadas en la regulacién de la movilidad y la reaccién
acrosomica [259]. Como complemento, y quizd como requisito de las
funciones descritas, se ha demostrado inequivocamente la implicacion de la
ruta de las ERK en la regulacion de los cambios asociados con la
capacitacion, especialmente en respuesta a la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) [72, 260].

Por otra parte, los componentes de las diferentes rutas de las MAPK
descritas se asocian en muchas ocasiones con proteinas adaptadoras que
permiten regular la intensidad y la localizacibn de las cascadas de
sefalizacion, facilitando, por lo tanto, la especificidad de la sefial [195]. De
entre las distintas asociaciones intermoleculares posibles de las MAPK,
quiza las mas importantes sean las que se establecen con las proteinas
scaffold o andamio. Estas proteinas relacionan distintos componentes de la
via de las MAPK (activadores, inhibidores y efectores), dirigen su
localizacion subcelular, y también participan en la regulacion de la actividad
de esas proteinas [153, 261]. En células somaticas de mamiferos se han
descrito distintas isoformas de las proteinas tipo JIP que actuan como
proteinas andamio, capaces de regular la actividad de la JNK [188, 262].
Estas proteinas JIP actuan uniendo de forma especifica varios componentes
de la ruta de las MAPK como por ejemplo MLK3, MKK7 y JNK, haciendo
posible que MLK3 active a MKK7 por fosforilacién. Esta dltima, a su vez,
activara a la JNK. Ademas de estas isoformas clasicas de las proteinas JIP
(JIP1, JIP2 y JIP3), se ha caracterizado recientemente la expresién de
SPAG9, una nueva proteina andamio de tipo JIP con una alta homologia
estructural y funcional con el resto de proteinas pertenecientes a la familia
[188, 262]. Esta proteina SPAG9 tiene como particularidad que se expresa
especificamente en los testiculos [188, 262] y también en los

espermatozoides maduros de algunas especies de mamiferos [188, 262]
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incluido el hombre [188, 262]. Posteriormente SPAG9 fue denominada como
JIP3y y actualmente es denominada JIP4 [188, 262].

Ademas de los trabajos que evidencian la participacion de las
cascadas de las MAPK conducentes a la activacion de ERK y p38 en los
espermatozoides de mamiferos, la presencia de la JNK también ha sido
investigada previamente por Almog et al. [119, 255] en espermatozoides
eyaculados de hombre utilizando Western blotting e inmunocitoquimica. En
estos trabajos, sin embargo, no se ha obtenido la sefal especifica de la JNK
en los espermatozoides. En nuestro caso, utilizando Western blotting con
dos anticuerpos comerciales distintos, hemos identificado inequivocamente
las bandas correspondientes con las isoformas JNK1 y JNK2/3, tanto en los
espermatozoides humanos, como en lisados de espermatozoides de tres
especies de mamiferos adicionales. Los resultados conseguidos utilizando
esos dos anticuerpos comerciales no relacionados fueron equivalentes,
obteniendo exclusivamente bandas con pesos moleculares equivalentes a
las detectadas en los controles positivos y compatibles con los descritos en
la literatura para esta proteina [153, 168]. Estos resultados fueron
contrastados con los resultados obtenidos con los anticuerpos especificos de
las diferentes isoformas de la JNK, confirmando los resultados previos
obtenidos con los anticuerpos que reconocen JNK independientemente de la
isoforma. De igual forma, los anticuerpos fosfoespecificos utilizados
corroboran los resultados obtenidos puesto que reconocen las mismas
bandas que los anticuerpos generales y las de isoformas, aunque solamente
se unen a la fraccion activa de la proteina [263]. Por lo tanto, a pesar de
existir estudios previos que descartaban la presencia de JNK en
espermatozoides maduros, nuestros resultados indican categéricamente que
esta quinasa se expresa (y fosforila) en los espermatozoides. La aparente
discrepancia entre nuestros resultados y los resultados obtenidos
previamente por otros grupos de investigacion [119, 255] puede atribuirse al

empleo de anticuerpos diferentes en ambos laboratorios.
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Durante el desarrollo de esta Tesis también hemos investigado la
distribucion subcelular de JNK en los espermatozoides mediante
inmunocitoquimica y microscopia confocal. Los resultados obtenidos indican
que la JNK tiene una distribucién difusa por todo el espermatozoide, siendo
mas intensa la sefal en la cola, sobre todo en la pieza intermedia. La
distribucion de la JNK en el espermatozoide maduro, que indudablemente
esta poco restringida hacia regiones concreta, nos permite especular que
esta quinasa podria estar implicada en la regulacion de mas de una funcion
en este tipo celular. Como hemos mencionado anteriormente, en un estudio
previo no se detectd esta proteina en espermatozoides humanos mediante
inmunocitoquimica con anticuerpos especificos [119]. A nuestro entender, no
hay estudios adicionales que hayan abordado la distribucion subcelular de la
JNK en los espermatozoides, por o que no podemos contextualizar nuestros
resultados con los de otros grupos. Existen trabajos previos, sin embargo,
que han abordado la distribucién subcelular en los espermatozoides de
mamiferos de las fosfatasas de especificidad dual que desactivan las JNK (y
también otras MAPK) [264]. La distribucidon de al menos dos de estas
fosfatasas es coincidente con la obtenida en el presente trabajo para sus
sustratos, puesto que se encuentran en la cabeza, sobre todo en el
acrosoma y postacrosoma, (VHR), y en la cola, sobre todo en la pieza
intermedia y la pieza principal (VHR y MKP2) [265]. La distribucidon de esta
ultima fosfatasa también ha sido estudiada en esta Tesis doctoral, habiendo
corroborado los estudios anteriores, es decir, hemos detectado una
distribucion difusa de la sefial especifica de MKP2 por toda la cola y, aunque
mas escasa, también en la cabeza. Por ultimo, la distribucion en los
espermatozoides de las proteinas adaptadoras de tipo JIP implicadas en la
senalizacion de las cascadas MAPK es también equivalente a la descrita en
este trabajo, puesto que se ha descrito que se localizan en la cola [262],

aunque también se ha descrito su presencia en el acrosoma [188, 262].

Los espermatozoides son células muy diferenciadas y especializadas,
sin capacidad de transcripcion activa del genoma. No obstante, la

mitocondria posee cierta capacidad de sintesis de proteinas (existe

152



Discusion

maquinaria de traduccién), pero ésta capacidad es residual y aparentemente
esta restringida a unos pocos mRNA [266]. Por lo tanto, aun conociendo que
este es un tema actualmente sujeto a debate, es razonable indicar que la
expresion de las JNK detectada en el espermatozoide maduro debe ocurrir
durante la espermatogénesis y, por lo tanto, la actividad de la proteina, mas
que por el nivel proteina, se regula fundamentalmente por su fosforilacion en
residuos especificos, al igual que en otras cascadas de las MAPK. Y esto es
asi porque los componentes de las diferentes rutas de las MAPK se activan
secuencialmente mediante fosforilaciones consecutivas hasta culminar con
la activacion de una serinal/treonina quinasa efectora, como la JNK [153,
267]. Mientras que las quinasas que se encuentran por encima de JNK en la
ruta son activadas mediante fosforilaciones en residuos de serina y treonina,
la activacion de JNK (y de las otras MAPK) depende de una doble
fosforilacion mediada fundamentalmente por la accién de dos enzimas, la
MKK4 (también MAP2K2 o JNKK) y la MKK7 (MAP2K7, JNKK2) en residuos
de treonina y tirosina [168]. El descubrimiento de la estructura tridimensional
de JNK3 ha permitido colegir que la fosforilacion en tirosina de JNK
estabiliza el lugar de unién con el sustrato, mientras que la fosforilacion en
treonina provoca el cierre del dominio catalitico, manteniendo la quinasa en
conformacién activa [254]. A efectos practicos, este mecanismo de
activacion por fosforilaciéon dual, que insistimos es general para todas las
MAPK, permite correlacionar de forma directa el aumento en el estado de

fosforilacién de JNK con un incremento en su actividad [268].

Entre los activadores de JNK en células somaticas se incluyen
citoquinas, ROS, radiacion ultravioleta (UV) o choque osmoético, entre otros.
La mayoria de estos estimulos actua induciendo la actividad de una
MAPKKK, como la proteina ASK, que inicia la cascada de sefalizacion [226,
269-270]. Sin embargo, un aumento de ROS y la UV pueden inducir la
activacion directa de la quinasa sin la activacion previa de ASK1, mediante la
disociacion de la JNK y GSTPi [271]. La JNK activada (directa o
indirectamente) puede translocar a la mitocondria o al nucleo y fosforilar asi

diferentes sustratos en estas localizaciones [272-273]. En nuestros
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experimentos el estrés celular de diversos origenes, induce en los
espermatozoides de caballo y de hombre cambios muy acusados en el
estado de activacion de la JNK (estimada mediante la cuantificacién del
grado de fosforilacion de residuos relacionados con la actividad quinasa). Es
muy destacable, ademas, que segun nuestros resultados no todos los tipos
de estrés celular inducen los mismos efectos en la activacion de la JNK en
los espermatozoides, sino que los efectos son variables y en algunos casos
antagonicos. Asi, mientras el estrés oxidativo y la luz ultravioleta inducen un
marcado incremento en la actividad de la JNK, el estrés osmatico inhibe el

estado de activacion de la JNK.

El hecho de que diversos tipos de estrés induzcan efectos
antagonicos en el estado de activacion de la JNK tiene una explicaciéon que
no es, en principio, muy evidente, mas aun cuando en el tipo celular que nos
ocupa esos tipos de estrés pueden estan intimamente relacionados [274].
Sin embargo, los estimulos utilizados en el presente trabajo parecen
capaces de inducir un estrés celular en los espermatozoides en grados muy
diferentes. Asi, mientras se ha descrito que el nivel de estrés celular
causado por los cambios osmoticos utilizados en el presente trabajo
inducen, entre otros efectos, una acusada pérdida de movilidad y viabilidad
en los espermatozoides de caballo [98] y de otras especies [275], el nivel de
UV utilizado y el estrés oxidativo inducido son, por el contrario, muy
moderados, con efectos muy reducidos en los espermatozoides [276].
Ademas, teniendo en cuenta que la UV induce mayoritariamente un
incremento moderado en el estrés oxidativo (mas que dafio gendmico) en los
espermatozoides [274], ambos estimulos pueden considerarse equivalentes.
No obstante, aun no hemos demostrado experimentalmente si, al igual que
ocurre en los espermatozoides de hombre [274], en los espermatozoides de
otras especies la radiacion UV podria inducir también un incremento de ROS
responsable, en ultimo término, de los fendmenos biolégicos causados.
Abundando en la idea de que el efecto de ambos tipos de estrés pudiesen
considerarse equivalentes, creemos conveniente destacar que el incremento

del cAMP, un estimulo fisioldgico tipico responsable en los espermatozoides
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del inicio y progresion de la movilidad, la capacitacion y la reaccion
acrosomica [143, 229, 253, 277], es también un importante inductor de la
activacion de la JNK. Es mas, muchos de los efectos de las ROS en los
espermatozoides parecen estar mediados por un incremento intracelular de
cAMP. Este aumento puede ser dependiente de la activacion de las
adenilato ciclasas, de la inhibicion de las fosfodiesterasas o de ambos [72,
259-260]. Por lo tanto, al igual que en las células somaticas, en los
espermatozoides de mamiferos el estrés moderado inducido por las ROS
podria considerarse un estimulo fisiolégico en la regulacién de la funcion
espermatica, cuyos efectos estan, al menos parcialmente, mediados por la
produccion de cAMP y la subsiguiente activaciéon de la PKA [143, 277].
Ademas, uno de los mediadores moleculares mas importantes activados por
las ROS en los espermatozoides son las ERK [259] y, segun se infiere del

presente trabajo, probablemente también la JNK.

El papel mediador de JNK en procesos fisioldgicos, ante estimulos
también fisiolégicos, puede extenderse al efecto activador de esta quinasa
por el TNFa, puesto que esta citoquina, al menos en espermatozoides
humanos, parece desempenfar un papel regulador de la funcidn espermatica
modulando la concentracion intracelular de calcio que no estaria relacionada
directamente con la supervivencia celular pero si con el estrés oxidativo
[278]. De hecho, aunque estos resultados no han sido incluidos en la
presente Tesis Doctoral, la incubacién de espermatozoides de caballo en
presencia de TNFa no modifica ni el nivel de apoptosis, ni la viabilidad, ni los
parametros de motilidad en comparacion con la poblacion control, al menos
hasta seis horas de incubacidén. Desconocemos, no obstante, si al igual que
ocurre con los espermatozoides de hombre, el TNFa modifica la
concentracion intracelular de calcio y de ROS en los espermatozoides de

caballo y si la JNK podria jugar un papel en este proceso.

La inactivacion de las MAPK depende de la defosforilacién por parte
de fosfatasas de especificidad dual [264], de las que ya hemos indicado se

han caracterizado varias en los espermatozoides maduros de diferentes
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especies de mamiferos, algunas de las cuales se han identificado
nuevamente en esta tesis, presentando una distribucion similar a la de JNK,
ERK y p38 [265]. Algunos de los resultados de esta tesis doctoral parecen
indicar que, aparte de colocalizar con su sustrato, las fosfatasas también
podrian desarrollar una funcion esencial en la regulacion de JNK en los
espermatozoides. En este sentido es destacable que algunas de las curvas
de activacion de JNK obtenidas tras la incubacion con determinados agentes
(cCAMP, TNFa), muestran una tendencia claramente bifasica,
fundamentalmente en relacién al tiempo de incubacién, con un incremento
maximo inicial que se ve reducido al prolongar la incubacién. Esta caida en
la fosforilacion de JNK necesariamente debe estar asociada a actividad
fosfatasa, puesto que el nivel de proteina se mantiene constante. Pero la
regulacion de la actividad de JNK por parte de las fosfatasas no solamente
debe asociarse con una reduccion de la fosforilacion, sino que parte del
incremento en la actividad JNK ante determinados estimulos también puede
relacionarse con un descenso de la actividad fosfatasa. En este sentido se
ha descrito que un estrés oxidativo moderado es capaz de inactivar de forma
reversible las fosfatasas [279-280], incluyendo las de especificidad dual,
produciendo con ello un incremento (permisivo) en la fosforilaciéon de
determinados sustratos que se asocia con la regulacion de funciones
biolégicas especificas [279-280]. Resultados previos de nuestro grupo de
investigacion parecen indicar que este mismo mecanismo de regulacion, o
uno equivalente, también se desarrolla en los espermatozoides, puesto que
hemos demostrado que la inhibicién especifica de la actividad fosfatasa con
compuestos que causan estrés oxidativo moderado es completamente
reversible, al igual que su funcién biolégica que se recupera rapida y
completamente tras la retirada del inhibidor del medio de incubacién [265]. Si
se tiene en cuenta que un estrés oxidativo moderado es necesario para
desarrollar algunos aspectos esenciales de la biologia de los
espermatozoide, por ejemplo la capacitacion [37, 52, 69, 281], es facil
especular que la inactivacion reversible de las fosfatasas por oxidacion

estaria implicada en este mecanismo y, probablemente, también en el
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incremento de actividad de JNK detectado en respuesta al estrés oxidativo o

la radiaciéon UV.

Una vez establecido que la JNK esta presente en los
espermatozoides de mamiferos y que participa en la sefalizacién que se
establece en estas células en respuesta a estimulos tanto fisiolégicos como
dependiente del estrés celular (moderado o intenso), decidimos estudiar a
continuacion la posible funcién de esta quinasa en los espermatozoides de
caballo y de hombre. Para explorar las funciones biolégicas de la JNK se
han utilizado generalmente inhibidores quimicos consistentes en pequefias
moléculas difusibles a través de la membrana que inhiben competitivamente
la union con el ATP [282]. Sin embargo, a pesar de demostrar ciertos efectos
potencialmente beneficiosos in vivo, la especificidad in vitro de la mayor
parte de estos inhibidores ha sido cuestionada recientemente [192-193, 282].
Por lo tanto, utilizamos una aproximacion diferente que consiste en la
utilizacién de pequefios péptidos que son disenados y sintetizados a partir
de la estructura molecular de las proteinas de andamio tipo JIP [194] y son
capaces de bloquear la actividad de la JNK. Estos inhibidores se unen
directamente al sitio de anclaje del sustrato y actuan bloqueando
competitivamente la unién con el mismo [194]. Ademas, debido a que el
péptido también bloquea la asociacion de la JNK con las proteinas de
anclaje, el péptido puede también reducir la activacion de la JNK al impedir
su acceso a las MKKs activadoras [194]. En nuestras condiciones, la
incubacién de los espermatozoides de caballo en presencia del péptido
inhibidor BI-78D3 bloquea claramente el nivel de fosforilacion de la JNK en
respuesta a ROS, UV, cAMP vy, también, la actividad basal de la JNK en
tiempos de incubacion prolongados. Atendiendo al mecanismo de accion del
inhibidor, este ultimo hallazgo es, en principio, sorprendente. Sin embargo, al
considerar que las proteinas andamio de tipo JIP nuclean la asociacién de
JNK con sus activadores [195], es posible que impidan el acceso de la JNK a
estas quinasas activadoras también en condiciones basales, de forma que
se detecta un descenso progresivo en la fosforilacion de los residuos

especificos en presencia del inhibidor, aun en ausencia de estimulo. En
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cualquier caso, los resultados obtenidos indican en su conjunto que la
aproximacion farmacolégica es potencialmente util para caracterizar el papel

que JNK podria desempefiar en los espermatozoides.

Decidimos, por tanto, utilizar esta aproximacion para tratar de
caracterizar la funcion de JNK en primer lugar respecto a la regulacién de los
procesos apoptoticos, puesto que, al contrario de lo que ocurre en las
células somaticas, donde la maquinaria molecular que desencadena la
muerte celular por apoptosis esta, en general, bien caracterizada [283-286],
en el contexto de los espermatozoides maduros los mecanismos
moleculares equivalentes y, sobre todo, sus procedimientos de activacion
distan mucho de estar completamente definidos [287]. En particular se
desconoce como y cuando se activan los procesos de tipo apoptético en los
gametos masculinos y, especialmente, cuales son las consecuencias
fisiologicas de dicha activacion [287]. Teniendo en cuenta la capacidad de
JNK de regular la apoptosis en las células somaticas, especialmente en
respuesta al estrés [288], decidimos investigar el papel de la JNK en la
regulacion de procesos de tipo apoptotico en los espermatozoides
eyaculados de caballo. Nuestros resultados indican que la JNK no modifica
el porcentaje de espermatozoides con rasgos de tipo apoptoético en ausencia
de estrés celular en periodos cortos de incubacién. Sin embargo, cuando los
espermatozoides son incubados durante varios dias en refrigeracion en
presencia de un inhibidor quimico especifico de la JNK, el porcentaje de
células apoptéticas se incrementa significativamente en relacion a la
poblacion control. Este incremento se acompafia, como era esperable, de
una reduccion significativa del numero de células viables. Ademas, en
experimentos desarrollados en espermatozoides de caballo hemos
detectado una correlacion positiva entre el estado de fosforilacion
(activacion) de la JNK y la viabilidad espermatica. Finalmente, aunque este
tema es controvertido y existen estudios contradictorios [289-290] en los
espermatozoides de individuos fumadores, que probablemente muestran
menor supervivencia y pobres caracteristicas funcionales [289, 291], hemos

detectado un valor de fosforilacion de la JNK significativamente inferior que
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la detectada en individuos no fumadores. Por tanto, los resultados descritos
indican en su conjunto que JNK se comporta en los espermatozoides como
un modulador positivo de la supervivencia, es decir, es una molécula

prosurvival.

La capacidad de la JNK para modificar los procesos de tipo apoptético
y la supervivencia en células somaticas depende de su capacidad de regular
diferentes vias de sefalizacién intimamente interconectadas [223, 227, 282,
292]. En primer lugar, la JNK es capaz de activar directa o indirectamente a
miembros de la familia Bcl2 (por ejemplo, Bax y Bcl-XL) implicados en el
fendmeno de apoptosis. También es capaz de incrementar la fosforilacién y
la consiguiente activaciéon del factor de transcripcion p53 [293]. Se ha
demostrado, ademas, que la JNK puede promover la apoptosis mediante la
translocacion de Bax a la mitocondria, proceso que esta mediado por la
fosforilacion directa de Bax [294], o bien por la fosforilacion de la proteina
14-3-3 que ancla Bax en el citoplasma [295]. Sin embargo, en otros estudios
la activacion de la JNK esta implicada en la activacion de sehales
antiapoptéticas [288]. En este sentido, JNK puede inducir supervivencia
celular mediante la fosforilacién e inactivacion de la proteina proapoptética
BAD, impidiendo que BAD interaccione e inactive la proteina antiapoptética
BclXL [206]. En otros casos el papel que la JNK juega en la regulacion de la
apoptosis depende del contexto celular en que se expresa, estando
implicada tanto en vias de tipo apoptético como en vias antiapoptoticas
[204]. Esto puede deberse en parte a que la ruta de sefializacién de la que
depende JNK para participar en la apoptosis puede estar bloqueada por
mecanismos de supervivencia [296]. Ejemplos de estas vias de
supervivencia son NFkB, AKT/PKB y las ERK. Otros estudios han sugerido
que la respuesta proapoptética tras la activacién de JNK parece depender de
una activacién sostenida a lo largo del tiempo de JNK y no de una activacion
transitoria. En este ultimo caso, la JNK parece estar implicada en la

regulacion de vias de supervivencia [186, 292, 297].
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En resumen, el hecho de que JNK pueda regular respuestas tanto
proapoptoéticas como antiapoptéticas, incluso en el mismo tipo celular, puede
ser debido: (1) a la activacion selectiva de vias particulares pro- o
antiapoptoticas; (2) a que los efectos biolégicos inducidos por JNK puedan
estar condicionados por el estado de activacién de otras rutas, siendo la
accion de JNK mas permisiva que inductora; y (3) a la duracion de la
estimulacién de la JNK, que puede determinar el tipo de respuesta. En esta
Tesis no hemos estudiado cual(es) de esos mecanismos podrian estar
implicados en la respuesta marcadamente antiapoptotica (y
prosupervivencia) que demuestra JNK en los espermatozoides, aunque el
hecho de que el efecto en la apoptosis (y la supervivencia) requiera largos
tiempos de incubacion con el inhibidor, es decir, implica la actividad
sostenida de JNK, podria estar indicando una funcion permisiva de la JNK
en la supervivencia mas que una regulacion directa del proceso. Aunque
algunos mecanismos moleculares equivalentes ya han sido propuestos en
células somaticas [186, 292, 297], aun no disponemos de informacion
experimental para determinar si esta hipdtesis es cierta o no en los

espermatozoides.

Para ejercer algunas de sus funciones la JNK puede translocar a la
mitocondria donde es capaz de fosforilar diversos sustratos,
fundamentalmente proteinas de la membrana externa mitocondrial [298]. Los
efectos directos de actividad de la JNK en la mitocondria se han estudiado
en ensayos libres de células, donde la adicion de JNK purificado causa la
liberacion de citocromo c procedente de mitocondrias aisladas [299].
Ademas, mutantes dominantes negativos de JNK2 previenen la liberacion
del citocromo c, asi como eventos situados mas distales en la cascada como
la activacion de la caspasa 3 y la poli (ADP)-ribosa [300]. Por lo tanto, en las
células somaticas la fosforilacion de sustratos a nivel mitocondrial parece
estar relacionada con procesos de tipo proapoptético [299]. Ademas de
estos sustratos relacionados con la apoptosis, la JNK puede fosforilar otros
componentes mitocondriales que serian importantes en la regulacién de

funciones metabdlicas, como por ejemplo la piruvato deshidrogenasa (PDH)
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[301-302]. Esta fosforilacion causa la inhibicibn de Ila PDH v,
consecuentemente, un acusado descenso en el contenido en el ATP celular
en células somaticas [301]. Finalmente, la fosforilacion por la JNK de
distintos sustratos a nivel de mitocondria generalmente se acompana de un
descenso en el potencial de membrana mitocondrial [299]. Teniendo en
cuenta estos antecedentes es particularmente destacable el resultado
obtenido en nuestro laboratorio en relacién al papel de la JNK en el
mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial, puesto que hemos
encontrado, una modesta pero significativa pérdida de actividad mitocondrial,
en los espermatozoides de caballo incubados en presencia del inhibidor de
la JNK, que fue dependiente del tiempo y de la concentracion del inhibidor
empleado. Estos resultados parecen indicar que, en los gametos
masculinos, la JNK no solo no participa en la regulaciéon de los fenbmenos
apoptoticos ni en la regulacion de la viabilidad celular, sino que, al contrario
de lo que ocurre en células somaticas [299], contribuye al mantenimiento del
potencial de membrana mitocondrial por algun mecanismo aun no

determinado.

Ademas de la regulacion de la supervivencia o la muerte celular por
apoptosis, parte de los resultados obtenidos durante la realizaciéon de esta
Tesis apuntan hacia la implicacién de la JNK en la regulacion de vias de
senalizacion implicadas en la funcion metabdlica y en las respuestas
fisioloégicas al estrés moderado (ROS) y otros activadores de la funcion
espermatica (CAMP/PKA y cAMP/EPAC). Ante estimulos similares se ha
descrito la participacion de las cascadas de las ERK y la p38 en la
regulacion de la movilidad espermatica [119]. Sin embargo, el papel de las
quinasas ERK en la regulacion de la movilidad es aun controvertido puesto
que existen articulos que sugieren un papel positivo en la movilidad de los
espermatozoides de gallo [303], ratéon [120] y hombre [119] mientras que
otros estudios le atribuyen un papel negativo en la regulacion de la movilidad
de los espermatozoides de hombre [304] y cerdo [265]. Por el contrario, el
papel atribuido a la p38 en la regulacién de la movilidad espermatica en

mamiferos es siempre negativo, puesto que su inhibiciéon incrementa la
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movilidad [98] mientras que la activacion selectiva de esta via la inhibe [119].
En nuestros experimentos la supresion de la actividad de la JNK con el
inhibidor especifico se acompafia de un marcado efecto inhibidor de la
movilidad de los espermatozoides de caballo. Este efecto fue dosis-
dependiente y muy rapido, con aproximadamente un 50% de inhibicion en la
movilidad tras 90 min de incubacién y el 100% de células inméviles tras 180
min. Nuestros resultados indican que, al contrario que ocurre con la p38
[119], la UJNK ejerce un papel positivo en la regulacion de la movilidad
espermatica. Aun no conocemos cuales son los mediadores moleculares de
este efecto, pero, al igual que ocurre con las cascadas de las ERK, podrian
estar relacionados con la fosforilacion de componentes del axonema [255] o
bien con la polimerizacion de los filamentos de actina, que, en relacion con
las ERK, parece ser un efecto mediado por la activacion de ARHGAPG (un
GAP de Rho A) [119]. La regulacion de la polimerizacién de actina, por lo
tanto, parece ser el mecanismo mas plausible por el que las ERK regulan la
movilidad espermatica. Ademas, en células somaticas se ha descrito una
relacion directa entre la polimerizacion de actina dependiente de JNK vy la
movilidad celular [305], lo que sugiere que este mecanismo también podria
ser utilizado por las JNK para regular la movilidad en los espermatozoides.
Finalmente, creemos oportuno mencionar en este contexto que el efecto
negativo en la movilidad inducido por el inhibidor de la JNK no parece estar
mediado por su capacidad de reducir significativamente el potencial de
membrana mitocondrial, primero porque la inhibicion de la movilidad es
previa a la perdida de funcionalidad mitocondrial y por lo tanto no debe
considerarse una consecuencia de esta, y segundo porque estudios previos
han demostrado que la produccion de ATP mitocondrial no es imprescindible

para el mantenimiento de la movilidad en presencia de glucosa [306].

En resumen, en este trabajo hemos descrito por primera vez en los
espermatozoides de diferentes especies de mamiferos la presencia de la
JNK'y hemos estudiado el posible papel que esta quinasa juega en este tipo
celular. En relacion a la supervivencia espermatica la JNK muestra un

marcado efecto protector, que podria ser dependiente de su capacidad de
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inhibir la apoptosis en estas células. Sin embargo, el efecto en relacion a la
respuesta al estrés es dual. Por un lado el estrés oxidativo moderado activa
la JNK en los espermatozoides de caballo. Este ha sido propuesto como un
mecanismo de sefalizacion implicado en la regulacion fisiolégica de la
capacitaciéon espermatica, en la regulacion de la movilidad y en el
establecimiento de la reaccion acrosdmica [72, 259]. Por el contrario, el
estrés osmotico es un claro inhibidor de la actividad de la JNK en estas
células. El hecho de que el estrés osmotico induce un incremento de los
niveles de ROS en los espermatozoides de algunas especies [98] complica
necesariamente el esquema de la regulacion de JNK en los
espermatozoides. Un analisis similar puede ejercerse respecto al nivel de
activacion de JNK en individuos fumadores, puesto que, aunque se detecta
un acusado descenso en la fosforilacion de JNK, se ha descrito que el
tabaquismo induce un marcado estrés oxidativo en los espermatozoides
[290]. Es posible, no obstante, que la JNK, al igual que ocurre en las células
somaticas [204], pueda tener un efecto dual en los espermatozoides,
pudiendo desempefar papeles diferentes e incluso antagonicos, en funcion
del contexto celular y del tipo, intensidad y duracién de la sefal activadora.
En cualquier caso, la identificacién de las dianas y mecanismos moleculares
regulados por la JNK en los espermatozoides obviamente redundara en una
mejor comprension de los procesos implicados la supervivencia espermatica
y, probablemente, permitira establecer puntos de intervencién adecuados
para mantener la fertilidad del eyaculado, particularmente en aquellos
procedimientos biotecnoldgicos que requieran largas incubaciones o0 que

causen un estrés celular muy acusado.
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Conclusiones

. La proteina c-Jun N-terminal quinasa (JNK) esta presente en los

espermatozoides de mamiferos.

. La participacion de JNK en los espermatozoides de mamiferos en respuesta
al estrés celular de diferentes origenes, tales como el estrés oxidativo, el
dafio gendmico y los choques hipo- e hiperosmoticos, es diferente en funcion

del origen de este estrés y de la duracién del mismo.

. La JNK también juega un papel en la regulacion de la funcién espermatica

en respuesta a estimulos fisiolégicos y en el control de la movilidad.

. La JUNK parece intervenir en el mantenimiento de la viabilidad de los
espermatozoides de mamiferos, probablemente mediante la regulacién del
potencial de membrana mitocondrial y/o la inhibicion de los procesos

apoptoticos

. La estimacion del estado de fosforilacion de la JNK podria ser un indicador
adecuado para estimar el potencial fértii de wuna poblacion de

espermatozoides, incluyendo los de origen humano.
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