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reproduccion), al cual pertenezco desde enero de 2015, tiene una larga trayectoria en el

estudio de la fisiologia del espermatozoide y de la calidad seminal en diversas especies.
Al tratarse de un grupo multidisciplinar, donde los investigadores principales pertenecen a
distintas areas del conocimiento (fisiologfa, bioquimica y reproduccién), han conseguido
aunar la investigacion bésica con la aplicacién final de los resultados cientificos obtenidos.
Sus ultimos trabajos se han centrado en la especie porcina, estudiando la célula germinal
masculing, el espermatozoide, y la calidad de las dosis seminales porcinas, con el objetivo
final de mejorar los procesos reproductivos en el cerdo ibérico y poder transferir estos
conocimientos a una industria tan importante en Extremadura como es la produccién de este
animal para consumo.

El grupo de investigacién SINTREP (Sefalizacion intracelular y Tecnologia de la

Una de las lineas de investigacion se centra en las dianas moleculares que detectan el
estado de energfa y regulan el metabolismo del espermatozoide de cerdo, lo que permite
generar conocimiento acerca de la fisiologfa, bioquimica y biologia molecular del mismo.
Concretamente los estudios se centran en la proteina AMPK, guinasa activada por AMP. Esta
proteina se identificé en los afos 70y es una molécula muy conservada desde el punto de vista
evolutivo, que actla como un sensor del estado energético celulary, de manera consecuente,
regula el metabolismo (Hardie, Hawley y Scott, 2006). Detecta el estado energético celular al
activarse alostéricamente por AMP, aunque también se activa por fosforilacién en la Thr172
de su subunidad catalftica inducida por diversos estimulos dependiendo del tipo celular
estudiado, como el calcio intracelular o varios tipos de estrés. La consecuencia metabdlica de
la actividad de la AMPK es la induccién de rutas catabdlicas que producen ATP y la inhibicién
de rutas anabélicas que consumen ATP.

El espermatozoide de mamiferos necesita realizar una serie de procesos para lograr su funcion
principal, que es la de fecundar al ovocito. Estos procesos incluyen la motilidad, la capacitacién,
la hiperactivacion y la reaccion acrosémica, y todos ellos son procesos dependientes de la
energfa de la célula. Por lo tanto, la hipdtesis de partida era que esta importante proteina
podria regular el metabolismo celular y, por tanto, los procesos funcionales mas importantes,
en los espermatozoides de mamiferos. Recientemente, nuestro grupo de investigacién ha
identificado por primera vez la presencia de AMPK en el espermatozoide de mamiferos, donde
actua regulando procesos fisioldgicos esenciales como la viabilidad, movilidad, potencial de
membrana mitocondrial y la fluidez y organizacion de las membranas plasmatica y acrosomal
(Hurtado de Llera, Martin-Hidalgo, Gil, Garcia-Marin y Bragado, 2012, 2014; Hurtado de Llera,
Martin-Hidalgo, Rodriguez-Gil, Gil, Garcia-Marin y Bragado, 2013). Paralelamente (Tartarin et al,,
2012), han confirmado el papel clave de la AMPK en la movilidad de espermatozoides de ratén.
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Esta linea de investigacién se ha continuado en la especie humana sirviendo de base para
la realizacién de mi Tesis Doctoral. Nuestro trabajo actual cobra relevancia si tenemos en
cuenta que en los Gltimos afos ha habido un incremento notable del uso de las técnicas de
reproduccion asistida en los paises desarrollados debido, mayoritariamente, a los cambios en
los habitos reproductivos y también debido al factor masculino, es decir, a un empeoramiento
progresivo de la calidad seminal. En Gltimo término, nuestro objetivo es la transferencia de
nuestros resultados y de las técnicas utilizadas al campo de la reproduccién asistida. En relacion
a esta posible transferencia de resultados a la reproduccion asistida en humanos se ha iniciado
la colaboracion con clinicas de reproduccion asistida humanay con el grupo de reproduccion del
Centro de Cirugia de Minima Invasién, lo que nos permite un contacto directo con los problemas
actuales que se plantean dentro del campo de la reproduccion asistida.

Mas concretamente, con este proyecto pretendemos optimizar las técnicas de reproduccion
asistida, mediante la modificacién del estado de actividad de la AMPK, que de lugar a un
aumento del nimero de espermatozoides motiles y viables. Esta posible aplicacién técnica
de los resultados serfa particularmente relevante en aquellos casos en que la motilidad de
los espermatozoides esta claramente comprometida, como es el caso de los varones que
presentan infertilidad debida a la astenozoospermia, o baja movilidad de los espermatozoides
del eyaculado, que implica una baja prognosis de la fertilidad.

Por ello nos planteamos una serie de objetivos concretos a alcanzar como son estudiar la
expresion y localizacién celular de la proteina quinasa AMPK vy las vias de sefalizacion
que regulan su actividad enzimdtica en espermatozoides humanos, analizar el efecto
de un incremento en la actividad de la AMPK en los principales procesos funcionales
del espermatozoide humano y por ultimo, aplicar a la mejora de la calidad seminal de los
conocimientos cientificos alcanzados en los objetivos anteriores.

Para llevar a cabo los objetivos propuestos, en nuestro laboratorio disponemos de
distintas técnicas experimentales como, entre otras: a) anélisis de proteinas en lisados de
espermatozoideshumanos; b) localizacion celular de proteinas medianteinmunofluorescencia;
¢) determinacion de la movilidad espermética mediante CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis); d) determinacion de diferentes pardmetros como la estabilidad de la membrana
plasmética y acrosomal, la viabilidad celular, entre otros, porcitomteria de flujo.

El anédlisis de la motilidad del espermatozoide mediante el programa informatico ISAS permite
evaluar de una manera totalmente objetiva la velocidad y calidad del movimiento de los
espermatozoides de una muestra de semen. Mediante el estudio digitalizado y el analisis
computerizado del movimiento del espermatozoide se obtiene una aproximacién objetiva a las
caracteristicas de la movilidad de estas células germinales. Por otra parte, en nuestro grupo
de investigacion disponemos de un citémetro de flujo y una gran experiencia en su manejo,
lo que nos permite analizar los procesos funcionales de los espermatozoides optimizando los
protocolos desarrollados y comprobados en otros laboratorios. El uso de la citometria de flujo
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estd introduciéndose con fuerza en los Gltimos afios en los laboratorios de espermatologia
debido principalmente al elevado nimero de aplicaciones derivadas de esta técnica, su facilidad
de utilizacion con estas células germinales y el alto ndmero de células analizadas en muy poco
tiempo, lo que hace aumentar significativamente la fiabilidad de los andlisis.

El desarrollo de mi trabajo en el laboratorio me ha permitido obtener resultados preliminares
esperanzadores por lo que espero poder continuar con este camino y conseguir los objetivos
marcados. Sobre todo el objetivo fundamental de toda investigacién, el de generar nuevo
conocimiento y finalmente aportar mejoras a la sociedad mediante la aplicacion de este.
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