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I Resumen.

I Resumen.

El espermatozoide es la célula germinal masculina en todas las especies de animales y
contiene el material genético haploide (mitad del numero de cromosomas) dentro del
nacleo celular y su funcion fundamental es unirse al dvulo para dar origen a un nuevo
individuo. Se encuentra conformado por una cabeza y un flagelo, estructuras en las que a su
vez se encuentran diferentes secciones, en la cabeza se localiza el acrosoma el cual contiene
las enzimas que producen la lisis de las capas que rodean al dvulo para poder penetrarlo y
fecundarlo. La pieza media contiene las mitocondrias que son clave en los procesos de
energia de la célula y la pieza principal del flagelo permite el avance y direccionalidad de
los espermatozoides dentro del tracto genital femenino. La unidad funcional del flagelo es
conocida como axonema, en él se llevan a cabo un sin nimero de procesos bioquimicos que
también promueven la produccion de ATP* necesario para que el espermatozoide pueda
moverse. Estas caracteristicas han permitido que los espermatozoides de los mamiferos
sean considerados como células con capacidad limitada para sintetizar proteinas o algin

otro compuesto molecular.

Por otro lado, una molécula involucrada en la reproduccion masculina tanto a nivel central
como periférico es la Serotonina, la cual modula sefiales a través del eje hipotalamo-
hipdfisis-testiculo como son la conducta sexual, el reflejo de ereccion y eyaculacion, la
espermatogénesis y probablemente la maduracién espermatica que se lleva a cabo en la
cabeza del epididimo. La razdn principal de este trabajo ha sido mostrar que el
espermatozoide de humano presenta la mayor parte de los componentes que conforman el
sistema serotoninérgico (enzimas: Triptofano hidroxilasa, Arilaquil N-acetiltransferasa,
Monoaminoxidasa A y serotonina), asi como los efectos fisiologicos y bioquimicos que
puede tener la serotonina al actuar sobre los receptores que identificamos (5-HT1g, 5-HT2a
y 5-HT3) o el transportador (SERT) que reportamos a lo largo de este trabajo con ayuda de
técnicas tan sensibles como lo son la inmunocitoquimica e inmunotransferencia por
Western Blot, ademas del apoyo del sistema automatizado para evaluar los parametros
espermaticos (CASA).




I Resumen.

Hasta el momento no existen reportes de marcadores relacionados con el sistema
serotoninérgico en los espermatozoides de humano, ni se han mostrado efectos relacionados
sobre la fisiologia (motilidad progresiva) y bioquimica (fosforilacion de proteinas de
tirosina) que pudiera inducir como respuesta la serotonina en estas células fundamentales

para la reproduccién animal.

En conclusion, los datos que aporta esta tesis son datos novedosos lo que nos permite
sefialar que los espermatozoides de humano podrian ser capaces de sintetizar serotonina,
que existen los principales componentes que conforman el sistema serotoninérgico, que
pueden ser estimulados por concentraciones de 50 uM o 100 uM de serotonina tanto a nivel
fisiol6gico, como a nivel bioquimico por lo que la serotonina pudiera participar durante la
espermatogénesis, en la maduracion de los espermatozoides que se lleva a cabo en la
cabeza del epididimo, en el proceso de la capacitacién o al momento de la fertilizacion del
ovulo. En su conjunto estos datos nos permiten sugerir que los espermatozoides de humano

no necesariamente deberian de ser considerados como células terminales.
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Il Introduccion.

Hasta el momento los estudios que se tienen sobre los espermatozoides de humano no han
permitido la elaboracion de algin método anticonceptivo que sea eficaz, temporal, de facil
aplicacion, reversible y sin efectos secundarios. A este respecto cabe mencionar que las
relaciones sexuales humanas conllevan a un problema social muy grave ya que la tasa de
natalidad que se tiene es muy alta al no existir las precauciones necesarias ni la informacion
suficiente para evitar embarazos no deseados. Es en la mujer donde este tipo de alternativas
para evitar concebir durante un momento no apropiado de su vida resulta de mayor
responsabilidad, de esta manera cargando con el peso del control de la natalidad en la
pareja, mientras que en los hombres por nuestro tipo de cultura es dificil inducir la
responsabilidad compartida para evitar embarazos no deseados.

Para cierto numero de la poblacion la opcion mas facil de solucionar este tipo de
embarazos no deseados ha sido el aborto por ello el 24 de abril de este afio 2008, se ha
legalizado el aborto en la ciudad de México; bajo las especificaciones de permitirse la
interrupcién del embarazo dentro de las primeras 12 semanas de gestacion, bajo decision
propia y sin necesidad de justificacion.

Por otro lado, se encuentran las parejas que presentan problemas para poder tener hijos. A
nivel mundial, los problemas para concebir afectan entre el 10%-20% de las parejas que se
encuentran en edad reproductiva pero incapaces de tener descendencia, en un 30% de los
casos la causa radica en la infertilidad masculina (otro 30% se debe a infertilidad femenina,

y en un 40% de casos las causas son mixtas).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define como esterilidad aquellas personas
con incapacidad irreversible de conseguir un embarazo, mientras que la infertilidad es la
incapacidad temporal y reversible de una persona para poder concebir. Desde hace algunas
décadas esta capacidad limitada es auxiliada por medio de técnicas de reproduccion asistida

COmo son:

1) Estimulacion de la ovulacién (Tratamiento hormonal para aumentar el nimero de

6vulos en una mujer).

I



Il Introduccién.

2) Induccion de la ovulacion (Administracion de hormonas para forzar al ovario para
que produzca Yy elimine un 6vulo en mujeres con ovulacién deficiente o nula).

3) Fertilizacion In Utero (Introduccion a través de una canula de una poblacion de
espermatozoides dentro del Utero para fertilizar al évulo).

4) Fertilizacion In Vitro (Se refiere a la fertilizacion extracorporea de un 6vulo por un
espermatozoide, consiste en la confrontacion de espermatozoides previamente
capacitados con 6vulos de una donadora).

5) Inyeccion directa del espermatozoide en el dvulo: ICSI (Por sus siglas en ingles;
intracytoplasmic sperm insertion).

6) Transferencia intratubaria de gametos. GIFT (Gammete intrafallopian tube transfer;
es la implantacion del évulo y espermatozoide en las trompas de Falopio para que
fertilicen).

7) Vitrificacion (Criopreservacion de embriones).

Aunque en la actualidad existen diversos estudios relacionados con sustancias o
compuestos que se han probado para ver posibles alteraciones en los espermatozoides de
mamiferos, nosotros trabajamos con una molécula que puede ser uno de los candidatos para
ambos propositos: la Serotonina (5-hidroxitriptamina: 5-HT) ya que esta involucrada tanto
a nivel central (conducta sexual, regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-gonada) como a
nivel periférico (testiculo y epididimo; ver més adelante). En este trabajo pretendemos
mostrar que esta linea de investigacion es importante ya que los resultados obtenidos
durante el transcurso de este proyecto también nos podrian permitir valorar la participacion
de los componentes serotoninérgicos en técnicas de reproduccion asistida como seria la
fertilizacion In Vitro ya que la serotonina o analogos a los receptores que se mencionan
podria aumentar la motilidad y por consiguiente la tasa de fertilizacion como sucede en los
espermatozoides de invertebrados o bien hacia la busqueda de un método anticonceptivo de

uso en humanos y animales.
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1 Generalidades del espermatozoide.

1 Generalidades del espermatozoide.

« Dijo Dios: “Hagamos al hombre a nuestra imagen y semejanza”... y existié el hombre
con aliento y vida. Gen 1:262:7>... Hacia la sexta semana de desarrollo prenatal, los fetos
masculino y femenino son idénticos. Ambos sexos presentan un par de gonadas
indiferenciadas idénticas, que tienen la posibilidad de desarrollarse en testiculos o en
ovarios. El factor que controla su desarrollo parece ser un unico gen localizado en el
cromosoma Y denominado Sry. Este gen produce la proteina denominada factor
determinante de los testiculos, que hace que las gonadas indiferenciadas se conviertan en
testiculos. Si el gen Sry no estd, entonces las gonadas indiferenciadas se convierten en
ovarios. Una vez que se han desarrollado las génadas se ponen en marcha una serie de
acontecimientos que determinan el sexo del individuo; estos acontecimientos estan
dirigidos por hormonas las cuales actian de dos maneras: con efectos organizadores en el
desarrollo de los precursores de los 6rganos internos tanto femeninos como masculinos
(sistema de Miiller y sistema de Wolff, respectivamente) y diferenciacion de los genitales
externos, acontecimientos ocurridos alrededor del tercer mes de gestacion y con efectos
activadores ocurridos en etapas posteriores cuando los Organos sexuales ya estan
desarrollados. Por ejemplo, las hormonas (hormona luteinizante, foliculo estimulante y
testosterona) inducen la aparicién de los caracteres sexuales secundarios en la pubertad de
ambos sexos por ejemplo la aparicion de la barba, ensanchamiento de los hombros en los
varones y en mujeres el crecimiento de pechos y cadera; también en la maduracion sexual
las hormonas posibilitan la ereccion, la eyaculacion y activan la produccion de

espermatozoides (Carlson, 2006).

Por otro lado, en los mamiferos machos, el proceso de formacion de los espermatozoides
(espermatogénesis) que se realiza en los testiculos inicia alrededor de la pubertad y a partir
de este momento, se producirdn espermatozoides de manera continua en la pared epitelial
de los tubulos seminiferos. Apoyadas incondicionalmente por diferentes tipos celulares,
como las células de Sertoli (que realizan funciones de soporte y troficas para las células
germinales en la luz tubular) y células de Leydig (encargadas de la secrecion de

Testosterona), y reguladas por un sistema complejo de sefiales hipofisiarias e hipotalamicas




1 Generalidades del espermatozoide.

(eje: hipotalamo-hipoéfisis-gonadas; Oko y Clermont, 1990). Ademads, hay presencia de
otros tipos celulares (células musculares lisas, endoteliales, epitelio cuboidal no secretor en
la rete testis, mastocitos, fibroblastos, entre otras). Durante el proceso de la
espermatogénesis se han caracterizado diferentes etapas de formacion de los
espermatozoides clasificadas en: espermatocitogénesis, espermiogénesis y espermiacion

(Oko y Clermont, 1990).

1.1 Espermatocitogénesis.

En el desarrollo embrionario las células germinales primordiales que migraron desde el
mesodermo extraembrionario a las crestas gonadales continian dividiéndose por mitosis
para dar origen a los gonocitos que permanecen quiescentes previo a la pubertad, momento
en que se diferencian en espermatogonias de diferentes tipos. Las espermatogonias
primordiales se diferencian en espermatogonias tipo A0, algunas de las cuales sirven de
reserva y otras se dividen y dan origen a espermatogonias tipo Al, que a su vez originan a
los tipos A2, A3 y A4. Este subtipo origina a las espermatogonias intermedias y después a
las espermatogonias tipo B. Estas ultimas, se dividen por mitosis, dan origen a los
espermatocitos que se clasifican en espermatocitos primarios y secundarios, los primeros se
caracterizan por que inician la meiosis, y en la segunda division meidtica generan a los
espermatocitos secundarios. En la siguiente fase, los espermatocitos secundarios se dividen
formando las células haploides conocidas como espermatides. La duracion del proceso de
diferenciacion en el epitelio germinativo difiere segtn la especie, en los hombres es de 45

dias (figura 1; Oko y Clermont, 1990).



1 Generalidades del espermatozoide.

Figura 1. Produccion de espermatozoides en el epitelio seminifero. Las espermatogonias que son células
diploides (2n) originan, durante la primera division de la meiosis, a los espermatocitos primarios también
diploides que, durante la segunda division de la meiosis originan a los espermatocitos secundarios haploides
(n). Estos por division mitética originan a las espermatides que se transforman en espermatozoides (tomada
de Internet:www.faculty.southwest.tn.edu/rburkett/ A&P2_17.jpg).

1.2 Espermiogenesis.
En general, los cambios morfologicos que finalizan en la diferenciacion de espermatidas a

espermatozoides incluyen la condensacion de la cromatina nuclear, la formacion del
capuchon acrosomal y del aparato locomotor. Esta transformacion se divide en varias fases
que son: fase I o de Golgi (etapas 2-5), fase I o de formacién de la cabeza y acrosoma
(capuchon acrosomico; etapas 6-13) y fase III o de maduracion (etapa 15-19; figura 2; Oko

y Clermont, 1990).

La fase I se caracteriza por el inicio de la formacion del capuchdon acrosomal facilitada por
el aparato de Golgi, la adhesion del granulo acrosémico a la envoltura nuclear y las etapas
tempranas de la formaciéon de la cola en el polo opuesto a la adhesion del granulo
acrosdmico. Durante la fase II, el centriolo proximal se acerca al nucleo, probablemente
para establecer la union de la cabeza con el flagelo. En esta fase se elonga el granulo

acrosomico sobre la superficie del ntcleo de la espermatida, quedando cubierto por un

delgado saco membranoso de doble capa que se adhiere a la envoltura nuclear. A partir de
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1 Generalidades del espermatozoide.

los elementos del centriolo distal se forman los elementos axonémicos que originan al
flagelo del espermatozoide (Oko y Clermont, 1990). Finalmente, durante la fase III se
observan cambios en el nucleo, en el acrosoma y en la cola de las espermatidas.
Inicialmente, el acrosoma se dirige a la pared del tubulo seminifero y el flagelo hacia la luz.
A nivel nuclear existen cambios en la condensacion de la cromatina, presencia de granulos
densos y remodelacion del ntcleo que de alargado y ovoide se vuelve aplanado. El
acrosoma adherido al nucleo también se alarga, las mitocondrias antes dispersas en la célula
se concentran en el axonema, donde forman la vaina que caracteriza la pieza media del

espermatozoide (figura 2).

Figura 2. Fases principales de la diferenciacion de las espermatides durante la espermiogénesis. La fase Golgi
se representa por los niimeros 2 y 3, la fase de formacion de la cabeza y acrosoma corresponde de las etapas
6-13 y la fase de maduracion de las etapas 15-19 (modificada de Oko y Clermont, 1990).

Los espermatozoides ya formados en los testiculos presentan una caracteristica importante
y esta relacionada con su anatomia aerodindmica la cual les permite avanzar a través de
medios viscosos presentes en los érganos sexuales femeninos (vagina, utero y oviducto)
para optimizar la propagacion de genes paternos, siendo la movilidad progresiva y su forma

aerodinamica lo que les permiten adquirir eficiencia en la tarea de la fecundacion.
e —
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1 Generalidades del espermatozoide.

Posteriormente a su liberacion van a confluir hacia la luz de los tubulos seminiferos e
inmediatamente localizarse en la red de testis (espermiacién) y de manera continua
avanzaran hacia un 6rgano tubular completamente enrollado conocido como epididimo,
previamente pasando por los tubulos eferentes los cuales conectan al testiculo con el
epididimo, formando parte del sistema de conductos extratesticulares del sistema
reproductor masculino. Fisiolégicamente, el epididimo es responsable de propiciar un
ambiente Optimo y especifico para el transporte, maduracion y almacenamiento de los

espermatozoides antes de ser expulsados durante la eyaculacion.

En algunas especies los espermatozoides alcanzan la capacidad de mover el flagelo y la
capacidad de fertilizacion durante su paso a través de varias regiones del epididimo
(maduracién espermadtica), sin embargo el movimiento empieza hasta después de ser

eyaculados.

1.3 Estructura espermatica.
De esta manera los espermatozoides que salen de los testiculos estan compuestos por la

cabeza y el flagelo; La funcion de la cabeza es mantener el material genético y la unidn al
ovulo para la fertilizacion (Inaba, 2003). En la cabeza se encuentra el material genético
haploide dentro de un ntcleo condensado rodeado por una zona enzimatica denominada
acrosoma, algunas de las enzimas hidroliticas localizadas son hialuronidasa, acrosina, etc.
Estas le permiten degradar las células foliculares que rodean al évulo para su union (De
Lamirande y O’Flaherty, 2008). El nucleo se encuentra rodeado por una fina y densa maya
de material citopldsmico llamada la teca perinuclear (Robaire B. y Hermo L, 1988). El
flagelo comprende el aparato movil del espermatozoide necesario para su movimiento a
través del tracto masculino y femenino, varia en longitud dependiendo la especie, en
humanos tiene alrededor de 60-80um de longitud y cerca de 0.5um de didmetro en la parte
mas ancha del flagelo (pieza de conexidn; Satir P, 1980; Robaire B, Hermo L, 1988; Ford
W.C.L, 2006); esta constituido por cuatro regiones la pieza de conexion, pieza media, pieza

principal y la pieza final (figura 3; Oko y Clermont, 1990; Turner R.M, 2006).
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Figura 3. Estructura del espermatozoide mostrando las partes que lo componen asi como la estructura del
axonema; A) En la pieza media el axonema se encuentra rodeado por la vaina de mitocondrias, B) En la pieza
principal por la vaina fibrosa y C) En la pieza terminal solo por la membrana plasmatica. (Modificado de
Olivera, 2006).

La unidad funcional del flagelo es una estructura conocida como axonema; este, se
encuentra formado por brazos de dineina que se encuentran designados como brazos
externos e internos y cuya actividad es dependiente de la generacion de ATP, nueve
microtibulos dobles periféricos (tibulos-A completos y tubulos-B incompletos) rodeando a
un par central (C; y C,); cada microtiibulo doble se encuentra unido a los “brazos” externos
de dineina a través de un factor de ensamble denominado ODA-DC (outer dynein arm
docking complex), otro grupo de proteinas llamadas DRC (dynein regulatory complex) une
a los brazos internos de dineina con un complejo llamado “radio”; se creé¢ que este ultimo
se encuentra orientado al microtibulo C; y que determina el plano de la onda flagelar
(Inaba, 2003). En la pieza media el axonema se encuentra rodeado por dos estructuras
conocidas como: fibras densas externas (FDO) y una serie de mitocondrias que son
reemplazadas por la vaina fibrosa en la pieza principal del flagelo (Oko y Clermont, 1990;

Olivera, 2006; Turner R.M, 2006).
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1.4 Bioquimica del espermatozoide.
La activacion del axonema requiere del metabolismo energético a partir de la glucosa. El

ingreso de glucosa al citosol se da a través de transportadores como el GLUT3 en la pieza
intermedia o el GLUTS en la region acrosomal, o por reservas enddgenas en forma de
glicogeno. La glucosa es transformada en glucosa-6- fosfato por la enzima hexoquinasa,
para generar ATP o NADPH, por una de tres vias, dependiendo del dominio del flagelo: la
glicolitica, la via pentosa fosfato y la via mitocondrial de la fosforilacion oxidativa; ésta
tltima fuente principal de ATP" que conduce a la fosforilacion de las proteinas flagelares

para el movimiento (figura 4; Olivera, 2006; Turner R. M, 2006; Ford W.C.L, 2006).

Figura 4. A lo largo del flagelo, el ATP es hidrolizado a ADP para proveer energia para la activacion del
deslizamiento del batido flagelar. El ADP es refosforilado por la transferencia de un i6n fosfato del 1-3
bifosfoglicerato; esta reaccion es catalizada por la adenilato-cinasa o 3-fosfoglicerato (3-P-Gly) cinasa. (Via
glicolitica. Tomada de Ford W.C.L, 2006).

Cuando los brazos de dineina son fosforilados, la dinein-ATPasa es activada y la hidrdlisis
del ATP" es convertida en fuerza mecanica. Los brazos de dineina bajo la influencia del
ATP", se mueven y tocan a los siguientes microtiibulos dobles en el circulo y mueven el
primer doblete en direccion a la cabeza, impulsando el segundo, este sale y toca el tercer
doblete en la serie causando que el segundo se mueva hacia delante. Este ciclo contintia
hasta que la onda ha sido enviada en una direccion helicoidal a lo largo del flagelo. La onda

se ve como un golpe helicoidal aplanado de la cola. Mientras que la onda viaja a lo largo de
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1 Generalidades del espermatozoide.

la cola, el espermatozoide se propulsa hacia delante, y la cabeza del espermatozoide es
forzado a rotar a lo largo del eje en la direccion del recorrido. De esa manera si en la fase
inicial la onda flagelar esta cerca de la cabeza y pequefia en amplitud, entonces la cabeza
espermatica tendra un pequefio movimiento lateral y un movimiento méas pronunciado hacia
delante. Si la onda del flagelo es de gran amplitud antes de ser propagado, entonces la
cabeza tendrd un movimiento lateral muy ancho, y este parecera mas pronunciado que el

movimiento hacia delante de la célula (figura 5. Mortimer, 2000).

Figura 5. La unidad Funcional del flagelo en los espermatozoides es el Axonema; los brazos de dineina
interactiian con su microtiibulo doble adyacente y generan un golpe fuerte que se desplaza de uno a otro de los
microtibulos dobles generando de esta manera el batido flagelar. (Inaba, 2003).

Como ya se menciono los espermatozoides van a ser almacenados en la parte final del
epididimo (cauda) y en la parte proximal de los conductos deferentes hasta el momento de
ser expulsados durante el proceso de la eyaculacion. Durante este proceso, se ha descrito
que la eyaculacion es realizada por un reflejo espinal, que produce contracciones

musculares desde la cauda del epididimo y conducto deferente.

El semen es el liquido expulsado durante el orgasmo masculino, es una mezcla de
espermatozoides y diversas secreciones provenientes de glandulas como las vesiculas
seminales, la prostata y bulbo uretrales. La cantidad de semen varia dramaticamente en

diferentes especies de mamiferos, por ejemplo, en el cerdo, el volumen del eyaculado es de
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aproximadamente 250 ml, para el caballo 70 ml, el perro 9 ml, el toro 4 ml en promedio.
También, entre las especies de mamiferos, existen variaciones bioquimicas en la
composicion de las secreciones glandulares que constituyen el semen (Coffey, 1988; Mann
y Lutwak-Mann, 1990). Las secreciones glandulares contienen altas concentraciones de
sustancias biologicas como las prostaglandinas (200 pg/mL), fructuosa, acido citrico,
poliaminas (espermina, espermidina), altas concentraciones de zinc, etc. Por otra parte, las
razones fisioldgicas de las variaciones de las secreciones en los componentes en humanos

no han sido comprendidas (Coffey, 1988).

Una vez liberados los espermatozoides por el proceso de eyaculacion dentro del aparato
reproductor femenino tienen que transportarse a través de éste para encontrarse con el
ovulo y fecundarlo. Para que el espermatozoide pueda ser fértil, es necesario que ocurran
mecanismos moleculares y fisiologicos conocidos como  capacitacién y reaccion

acrosomal.

La capacitacion comprende una serie de cambios que se requieren para que se pueda llevar
a cabo la reaccion acrosomal. Estos cambios incluyen perdida de las glucoproteinas y
colesterol de la membrana plasmatica, fosforilacion de proteinas e hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica asi como intercambio de iones y un aumento muy marcado en la
velocidad de nado de los espermatozoides (hipermotilidad; Gonzalez-Martinez y cols,

2002; Jiménez-Trejo y cols, 2007).

1.4.1 Fosforilacion de proteinas.
De esta manera la pérdida del colesterol induce la activacion de los canales de Ca®

dependientes de voltaje (CatSper) y de los canales de bicarbonato. La entrada del
bicarbonato al citosol activa la adenilato ciclasa soluble dependiente de HCO> (ACs) que
aumenta las concentraciones de AMP ciclico, activando, a su vez, la proteina cinasa A
(PKA); esta ultima fosforila algunas proteinas en los residuos de serina desencadenando la

fosforilacion de residuos de tirosina (figura 6; Olivera, 2006).
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Figura 6. Vias de sefalizacion para la activacion de la motilidad espermatica. La perdida de colesterol
provoca cambios en los fluidos del esperma; algunos péptidos como el SAP, activan receptores del segundo
mensajero guanilato ciclasa (mGC); esta activa canales de potasio y en consecuencia la membrana es
hiperpolarizada, ocasionando que los canales dependientes de voltaje por ejemplo Na'/H' se activen y
alcalinicen el medio. Esteroides como la progesterona inducen entrada de Ca®" al unirse a sus receptores, la
liberacion de Ca®* de los canales de almacenamiento inducido por IP3 producido por la fosfolipasa C (PLC)
como en la unién a proteinas G y las vias antes mencionadas, aumentan los niveles de AMPc y éste actlia
sobre la PKA y la tirosin cinasa (PTK) para producir la fosforilacion de proteinas de tirosina necesaria para el
movimiento del flagelo espermatico. (Inaba, 2003).

La fosforilacion de proteinas de tirosina es una postraduccion o modificacion de las
proteinas que permite a la célula controlar varios procesos celulares. El estado de
fosforilacion se encuentra controlado por la actividad de las proteincinasas y fosfatasas. La
mayor fosforilacion de proteinas de tirosina llevadas a cabo durante la capacitacion del
espermatozoide se localiza principalmente en el flagelo, sin embargo, también pero en
menor actividad son reguladas en la cabeza espermatica. En espermatozoides de humano
las proteinas que son fosforiladas con mayor frecuencia y que se localizan en el flagelo son
conocidas como AKAP, éstas son una familia de proteinas ancladoras de proteina cinasa A
(PKA) dependientes de AMPc y cuya localizacion se encuentra en los radios, en los pares
de los microtiibulos externos, en la vaina fibrosa y en las ODF (Inaba, 2003; Toshimori

Kiyotaka, 2003; Balpai M. y Doncel G.F, 2003; Turner R.M, 2006); otra familia de
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proteinas que contribuyen en el movimiento del flagelo estan localizadas en las cadenas
ligeras de los brazos externos de dineina y son conocidos con el nombre de Tctex (t-

complex testis-expresed proteins), éstos también actuan de manera dependiente de AMPc.

La fosforilacion de proteinas de tirosinas que se lleva a cabo en el flagelo estd vinculada
con la hiperactivaciéon de la motilidad del espermatozoide, fendmeno que como ya

mencionamos forma parte de la capacitacion y durante la reaccion acrosomal.

1.5 Reaccion acrosomal.
Por otro lado, el acrosoma se encuentra confinado por dos membranas (externa e interna) y

contiene una gran variedad de enzimas hidroliticas. Durante la reacciéon acrosomal se
realiza la fusion de la membrana plasmatica de la célula con la membrana externa del
acrosoma, quedando expuesta la membrana interna, con la liberacion de sus enzimas. Este
proceso se lleva a cabo cuando los espermatozoides capacitados entran en contacto con la
cubierta de glicoproteinas del ovulo llamado zona pelucida y tiene como significado
permitir al espermatozoide penetrar dicha cubierta y fusionarse con la membrana
plasmatica del ovulo para fecundarlo (figura 7; revisar Guzman-Grenfell y cols, 2002;
Meizel, 2004). Se cree que los espermatozoides son células terminales que no tienen la
capacidad de sintetizar algiin compuesto o proteina y tienen como meta final la fertilizacion

del 6vulo (Darszon y cols, 1999; Betancourt y cols, 2003).

Cada uno de los mecanismos de maduracidén, capacitacion y fertilizacion antes
mencionados estd intimamente relacionado con la participacion de hormonas (testosterona
y su derivados como la 5-a-dihidrotestosterona), enzimas (acrocina, hialuronidasa) y

neuromoduladores (acetilcolina, serotonina, adrenalina).
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Figura 7. Reaccion acrosomal que presenta un espermatozoide al contacto con la zona pelucida del 6vulo. A)
Espermatozoide intacto, B) Union de la membrana externa del acrosoma con la membrana plasmatica. C)
Liberacion de enzimas. D-F) Paso a través de la zona pelticida y fecundacion del 6vulo. Modificada de
internet:http://wwwk.dongguk.ac.kr/~moonis/lecture/female/VQKPWO008.GIF

1.6 El espermatozoide y la serotonina.
Un neurotransmisor que estd relacionado con el sistema reproductor masculino a nivel

central y periférico es la serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT). Esta molécula se ha visto
que participa en el inicio de la pubertad de los animales ya que la disminucion de
serotonina a nivel central afecta al eje hipotdlamo-hipofisis-gonada, retardando la pubertad
e interrumpiendo los procesos involucrados en la gametogénesis (Naumenko y Shiskina,
1978; Shiskina y Digalo, 2000; Aragén M y cols, 2005). También, se ha documentado que
los bajos niveles de serotonina alteran el comportamiento sexual (Malmnés, 1974;
Naumenko y Shiskina, 1978; Shiskina y Digalo, 2000), a nivel periférico disminucion de
los niveles de serotonina afectan la espermatogénesis y la sintesis de andrégenos (Bocabella
y cols, 1962; Cockett y cols, 1980; Campos y cols, 1990; Tinajero y cols, 1993; Aguilar y
cols, 1995; Frungieri y cols, 1999). Por otro lado, en roedores, se ha propuesto que la
serotonina regula de forma autocrina la liberacion de testosterona en el testiculo y que es
liberada por las células de Leydig (Tinajero y cols, 1993; Tijmes y cols, 1996; Frungieri y
cols, 1999).
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La serotonina (5-HT) es una molécula que juega un rol en casi todas las células vivas. En el
sistema nervioso central (SNC) la serotonina actia como neurotransmisor, mientras que en
el sistema nervioso periférico (SNP) tiene una funcion de neuromodulador o neurohormona
(Purves y cols, 2004). A nivel central se le han atribuido efectos en el comportamiento de
las personas en enfermedades como son esquizofrenia, ansiedad, depresion, violencia y
desordenes alimenticios entre otros; a nivel periférico, regula la agregacion plaquetaria,
activacion de las células inmune y contraccion del musculo liso del estdémago e intestino

(Kandel y cols, 2000).

2.1 Metabolismo de la serotonina.
La serotonina en el cerebro es sintetizada en los ntcleos del Raphe a partir del triptofano,

uno de los veinte aminodcidos esenciales que solo se adquiere por medio de la dieta. Este
aminoacido no puede atravesar la barrera hematoencefalica por lo que es introducido al
cerebro a través de transportadores que se encuentran en relacién a la concentracion de
otros aminoacidos como fenilalanina, leucina y metionina y por lo cual el transporte de
triptofano depende no solo de su concentracion en sangre sino también de la concentracion
de éstos (Siegel y cols, 2006). La enzima triptofano hidroxilasa (TPH) localizada
unicamente en células que sintetizan serotonina es la enzima limitante de la biosintesis de la
serotonina; esta enzima afiade un grupo hidroxilo en la quinta posicion del nicleo indol de
la molécula del triptofano produciendo 5-hidroxitriptofano (5-HTP) el cual por accion de la
enzima descaboxilasa de amonodcidos aromaticos elimina al grupo carboxilo del 5-HTP

produciendo la 5-hidroxitriptamina mejor conocida como serotonina (5-HT).

En las neuronas, inmediatamente después de realizar su efecto la serotonina puede ser
degradada por la enzima monoamino oxidasa A (MAQO,). Esta enzima cataliza la reaccion
de desaminacion oxidativa de las aminas biogénicas. Asi, la MAOx convierte a la
serotonina en 5-hidroxi-indolacetaldehido y este producto es oxidado por la aldehido
deshidrogenasa dependiente de NAD" en 4cido 5-hidroxi indol acético (figura 8; Cooper y
cols, 1996; Carlson, 2006). Un o6rgano que posee todas las enzimas necesarias para
sintetizar serotonina a partir de triptéfano es la glandula pineal la cual se encargada de

controlar el ciclo de suefio y vigilia, en ella, su metabolismo ocurre por accion de la enzima
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N-acetiltransferasa (aril-alquilamina N-acetil transferasa; AA-NAT) para convertirla en N-
acetilserotonina y ésta es metilada por la enzima 5-hidroxi-indol-O-metiltransferasa para

sintetizar melatonina (Siegel y cols, 2006).

Figura 8. Via metabdlica de la sintesis de serotonina (5-HT). La enzima triptofano-5-hidroxilasa convierte al
L-triptofano en S5-hidroxitriptofano, el cual sufre una descarboxilacion por la enzima descarboxilasa de los
aminoacidos aromaticos para dar origen a la serotonina. La descarboxilasa puede actuar directamente sobre el
triptofano para dar origen a la triptamina. La monoamino oxidasa A junto con la aldehido deshidrogenasa
degradan a la serotonina en acido 5-hidroxi-indol acético (modificada de Cooper y cols, 1996).

2.2 Receptores de serotonina.
La actividad de la serotonina como neurotransmisor esta iniciada por su union al menos a

16 receptores que estan farmacologicamente clasificados en siete grupos del 5-HT; hasta 5-
HT7 que a su vez estan divididos en subgrupos. Casi todos los receptores se encuentran
acoplados a proteinas unidas al nucleétido guanina (proteinas G) que potencializan o
inhiben largas cascadas bioquimicas (figura 9; Adayev, 2005), excepto los receptores del

grupo 3 que se caracterizan porque son receptores canal (ionotropicos).
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Figura 9. El primer grupo de receptores de serotonina (5-HT)) se acoplan a proteinas G (G;) causando la
inhibicion de la adenilato ciclasa. En contraste, los grupos de receptores 5-HTy4, 5-HTs y 5-HT; activan la
adenilato ciclasa a través de su acoplamiento a proteinas G, de esta manera incrementan el nivel de AMPc
intracelular causando la activacion de proteina cinasa A (PKA; modificada de Adayev, 2005).

Los miembros del grupo de receptores de serotonina (5-HT)) ejercen su accion a través de
su unidon a proteinas G (Gj) inhibiendo a la enzima adenilato ciclasa, se encuentran

subdivididos en 5 tipos que son: 5-HTa, 5-HTg, 5-HTp, 5-HT g y 5-HTr.

El receptor 5-HT;» ademds de inhibir la adenilato ciclasa abre canales de potasio
ocasionando una hiperpolarizacion de la membrana neuronal, a nivel de SNC su activacion
estd vinculada a variaciones en las respuestas del comportamiento como ansiedad y
depresion, mientras que en el SNP modula el apetito, el comportamiento sexual y la
temperatura corporal. La activacion de estos receptores estimula la liberacion de la
hormona adrenocorticotropina (ACTH). El resto de los receptores de 5-HT; también
producen la inhibicién de adenilato ciclasa y se han asociado a enfermedades como
Parkinson, comportamiento violento y tratamiento contra la migrafia (Kandel y cols, 2000;

Siegel y cols, 2006; Fernandez H. H. y cols, 2006).

La familia de receptores 5-HT, esta subdividida en 5-HT,a, 5-HTa2s y 5-HTac; estos
receptores se encuentran acoplados a proteinas G (Gq) activando la via de la fosfolipasa C
(PLC), la hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;), el incremento intracelular de

calcio y activaciéon de PKC. La activacion de estos receptores en el SNC produce un
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incremento en la temperatura corporal e inhiben la liberacion de hormona luteinizante
(LH), mientras que en el SNP la contraccion del musculo liso vascular (figura 10; Adayeyv,

2005; Siegel y cols, 2006).

Figura 10. El tipo de receptor 5-HT; modula la activacion de PLC a través de proteinas G; o G,; los
receptores 5- HT, se acoplan a través de G4 causando un incremento en la activacion de la PLC ocasionando
la liberacion de Ca*" del reticulo endoplasmatico (ER); este incremento interno de Ca®" estimula la PKC para
que esta controle la fosforilacion de proteinas (modificada de Adayev, 2005).

El receptor de serotonina 5-HT; es un receptor ionotropico que se encuentra acoplado a
canales de Na'/K", est4 localizado en la posinapsis de las neuronas en el sistema nervioso
central y periférico. En el tracto gastrointestinal la serotonina regula la motilidad y
secrecion del intestino a través de este receptor; algunos antagonistas de los receptores 5-
HT; son utilizados como antieméticos en personas que reciben tratamientos de

quimioterapia. (Conn M. P, 2000; Fernandez H. H. y cols, 2006).

Los receptores 5-HT4, 5-HT¢ y 5-HT; estimulan la adenilato ciclasa y el incremento de
AMPc por la via de las proteinas G del tipo Gs. Los receptores 5-HT4 a nivel SNC modula
la liberacion de algunos neurotransmisores como la dopamina o acetilcolina; también se

encuentran en las células del intestino delgado (ileon) en donde regulan la secrecion y los
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reflejos peristalticos. Los receptores 5-HT; son los recientemente identificados; se han
implicado en la regulacion del ritmo circadiano y el control de la relajacion del musculo

liso vascular (Siegel y cols, 2006).

Por otro lado, algunos estudios de inmunocitoquimica utilizando anticuerpos para
receptores 5-HTs han mostrado que se encuentran en los astrocitos; la via bioquimica por la
cual actian no ha sido completamente comprendida, se sabe que actian por acoplamiento a
proteinas G, los receptores 5-HTs, inhiben a la adenilato ciclasa, mientras que los 5-HTsp

la estimulan (Adayev, 2005; Siegel y cols, 2006).

2.3 Transporte de la serotonina.
En las neuronas, la concentracion intracelular de serotonina modifica la recaptura de ésta a

través de dos transportadores: uno citoplasmico (transportador vesicular) y otro anclado a la

membrana celular (SERr).

Las vesiculas que almacenan serotonina parecen ser del mismo tipo de vesiculas que se
encargan del almacenamiento de las catecolaminas, ya que, se ha observado en células de la
médula adrenal que farmacos como la reserpina inhiben la actividad de este tipo de
transportador y por lo tanto los niveles de serotonina y catecolaminas. El almacenamiento
de serotonina en vesiculas requiere de la activacion del transportador citopldsmico. El
transportador vesicular usa un gradiente electroquimico generado por un transportador
vesicular de ATPasa-H', de esta manera la recaptura de serotonina esta acoplada a la

.y +
concentracion de H'.

La activacion de las proteinas cinasa (PKA y PKC) producida por la influencia de los
receptores acoplados a proteinas G regulan la expresion del gen del transportador de
serotonina, el cual ya se menciono se encuentra localizado en la membrana plasmatica de
las neuronas; el SERt es miembro de la familia de transportadores de neurotransmisores
dependientes de sodio, cloro y potasio. La recaptura de serotonina es un proceso activo que
es dependiente de la temperatura y de un requerimiento absoluto de Na" y CI extracelular.
Ramamoorthy S. y cols 1998; Haase J. y cols, 2001; Devadoss J. y cols, 2005; Siegel y
cols, 2006.
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2.4 La serotonina en el sistema reproductor.
Se ha observado que la serotonina puede regular algunas funciones reproductivas de

manera directa y /o indirecta, a través de sus efectos a nivel hipotaldmico (central); estudios
realizados en espermatozoides de invertebrados indican que la serotonina estimula la
motilidad espermatica a través de activar el movimiento flagelar, esta activacion ocurre por
medio de un proceso de fosforilacion de la proteina dineina dependiente de AMPc
(Stephens y Prior, 1992; Parisi y cols, 1984). Por otro lado, el bloqueo de los receptores 5-
HTa, 5-HT3a, 5-HT3 disminuye la motilidad y la capacidad de fertilizacion In Vitro de
espermatozoides de erizo de mar (Parisi y cols, 1984; Stephens y Prior, 1992), en
espermatozoides de hamster 50 uM de serotonina y su analogo 5o-Metoxitriptamina (5
uM) promueven la reaccion acrosomal 15 minutos después de ser afiadida al medio de

cultivo (Meizel S. y Turner K.O, 1983).

Jiménez-Trejo y colaboradores (2007) han propuesto que la serotonina pudiera tener
efectos locales e incluso que puede ser producida en los o6rganos reproductivos; ellos han
encontrado que la concentracion de serotonina aumenta en la cabeza del epididimo
conforme se llega a la madurez sexual en ratas y que se encuentra en mayores
concentraciones en el epididimo de ratas macho sometidas a un modelo de reproduccion de
tipo monogdmico. Ratas entrenadas para copular en tiempos menores de 15 minutos,
también muestran elevadas concentraciones de serotonina en testiculo, epididimo, vesiculas
seminales y prostata con respecto a ratas que se aparean en tiempos mas largos (Lucio y
cols, en preparacion). Lo anterior, parece indicar que existe una concentracion o rango
funcional donde la serotonina regula directamente los procesos de espermatogénesis en el
testiculo, la maduracion espermadtica en el epididimo y la capacidad de fertilizacion de los

espermatozoides eyaculados.

En humanos, pocos estudios se han realizado relacionados con la serotonina a nivel
reproductivo especificamente en espermatozoides de humano. Gonzales y cols., (1989,
1992) observaron que altas concentraciones de serotonina en sangre (hiperserotoninemia)
(120.8£33.0 ng/ml comparado con los valores del control 68.5£5.3 ng/ml) pueden
disminuir la cantidad en el niumero de espermatozoides (azoospermia) y la movilidad

espermatica en el semen induciendo infertilidad en humanos.
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3 Planteamiento del problema.

No existen reportes de marcadores relacionados con el sistema serotoninérgico en los
espermatozoides de humano (receptores, enzima TPH, MAOA4, transportador de serotonina:
SER7) asi como efectos relacionados sobre la fisiologia (motilidad progresiva). Este trabajo
es parte de una linea de investigacion en la que se pretende mostrar la existencia de
marcadores relacionados con la via serotoninérgica y su posible relacion fisiologica y
bioquimica con la finalidad de orientar el trabajo hacia un modelo anticonceptivo de

reproduccion masculina.

4 Objetivos.

*Determinar la presencia de serotonina, enzima triptéfano hidroxilasa, receptores de
serotonina (5-HTyg, 5-HT,a, 5-HT3), transportador de la serotonina y enzimas MAOa Yy
AA-NAT en espermatozoides de humano por medio de la técnica de inmunocitoquimica e

inmunotransferencia por Western Blot.
*Evaluar el efecto fisioldgico [motilidad progresiva; computer-aided sperm analysis
(CASA)] y bioquimico (fosforilacion de proteinas de tirosina por técnica de Western Blot)

gue produce el tratamiento de serotonina sobre la motilidad de los espermatozoides de

humano a través de una curva dosis-respuesta.

5 Hipotesis de trabajo.

*Existen marcadores de la via de serotonina en espermatozoides de humano.

*La serotonina podria inducir efectos fisiologicos (motilidad progresiva) y bioquimicos
(fosforilacion de proteinas de tirosina) en espermatozoides de humano.
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6 Material y Metodologia.

6.1 Tipo de estudio.
Se llevo a cabo un estudio de tipo observacional y transversal.

Poblacion de estudio.
Muestra de espermatozoides de humano obtenida por medio de masturbacion de jovenes
con edades de entre 20-30 afos de edad.

Criterios de inclusion. (Correspondiente a lo establecido por la OMS).
Varones con edad de entre 20-30 afios de edad.

Presentando buena salud.

Con abstinencia sexual de por lo menos 3 dias.

El color de la muestra debia ser blanco-grisaceo.

Con un volumen de muestra de entre 1.5 mL y 4.5 mL.
Con ausencia de aglutinacion.

Licuefaccion de entre 20-60 minutos a 37°C.

En donde los espermatozoides presentaran buena movilidad.

Criterios de exclusion.
Varones menores de 20 afios y mayores de 30 afios.

Enfermos.

Con tratamiento médico.

Con menos de 3 dias de abstinencia sexual.

Con un color de muestra que no fuera blanco-grisaceo.

Con volumen de la muestra menor a 1.5 mL y mayor de 4.5 mL.

Con muestra aglutinada.

Muestras cuya licuefaccion ocurriera antes de 20 minutos o después de 1 hora.

En la que los espermatozoides presentaran baja movilidad o ninguna.

Criterios de eliminacion.
Muestras con mas de 2 horas de obtenidas.

Muestras en las que los espermatozoides estuvieran muertos o la concentracion de vivos

fuera muy escasa.
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6.2 Materiales.

Material Biologico Reactivos
Espermatozoides de humano (semen humano). Serotonin  hydrochloride de SIGMA-
Aldrich.

Anticuerpos primarios:

SR-2A (H-18) goat Polyclonal IgG Sc-15074.
SR-3 (C-20) goat Polyclonal IgG Sc-19152.
SR-1B (C-19) goat polyclonal IgG Sc-1460.
MAO-A (H-70) rabbit Polyclonal IgG Sc-20156.
TPH (C-20) goat Polyclonal IgG Sc-15116.
Todos de Santa Cruz Biotechnology.

Serotonin  (SHT-H209) Antibody
Gene Tex, Inc.

GTX72708

Monoclonal Anti-Phosphotyrosine-Peroxidase
antibody produced in mouse de SIGMA-Aldrich
A4595.

Anti serotonin N.Acetyltransferase (198-208)
phospho-specific (ser206) rat (rabbit) 566715
CALBIOCHEM.

Rb X Serotonin transporter de Chemicon

International AB9726.
Anticuerpos secundarios:

Normal goat IgG HRP Sc-2741 de Santa Cruz
Biotechnology.

Dky X Rb IgG HRP AP182P.

Gt X Ms IgG (H-L) HRP AP124P de Chemicon
International.

Mouse anti-rabbit IgG-FITC Sc-2359.

Rabbit anti-goat IgG-TR Sc-3919 de Santa Cruz
Biotechnology.

DAB substrate kil for peroxidase (Vector
laboratories) catal number SK-4100.

Ham'’s F-10 y Serum substitute supplement
ambos de Irvine Scientific.

Percoll de SIGMA-Aldrich.

CrSO,, PFA, H,0,, Trizma base, TRIS
HCIl, NaCl, SDS, triton X-100, albumina,
DTT, 2-B-mercaptoetanol, Tween 20, azul

de bromofenol, acrilamida y glicerol. De
Baker ANALYZED o SIGMA-Aldrich.
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Material Equipo Instrumentos

Placas para el CASA Micro cell Agitador Platform varimix Hamilton thorne research.
couting chambers. Conception Thermolyne.

technologies. Camara de electroforesis
Vortex Genie 2. Mini proteam 3cell Bio

Pipetas automaticas 200-1000 pL Rad.

Finnipipette, 20 P Gilson y 200 P, Sonicador COLE-Parmer.

100 P Pipetman. Balanza semianalitica

Microscopio epifluorescente OHAUS.
Probeta graduada de vidrio vy luz visible

capacidad 50 mL y 1 L. pH meter 340 Corning.
Vaso de precipitado capacidad 10 Incubadora NAPCO
mL, 250 mLy 1 L. mod.5410.

Portaobjetos y cubreobjetos. Centrifuga DYNAC.
Membrana de nitrocelulosa, Bio Centrifuga HERMLE Z
Rad. 230 MA.

Tubos Ephendorf 0.6 mL y 1.5 Parrilla de agitacion y
mL. calentamiento Lindbery.

Tubos Fallcon 15 mL.

Puntas para pipetas 1-1000 pL y
1-200 pL. Axigen Scientific.

6.3 Métodos.

6.3.1 Preparacion de la muestra.

En un tubo Fallcon de 15 mL se agrego 1 ml de Percoll al 75% e inmediatamente después,
sobre éste se adiciono 1 mL mas pero de Percoll al 50 % cuidando de mantener las fases
separadas; se deposito el semen con espermatozoides del donador y posteriormente fue
centrifugado durante 20 minutos a 3500 rpm para permitir la separacion de los
espermatozoides del semen. Se retiro el sobrenadante y al pellet de espermatozoides se le
adiciono 4 mL de medio de cultivo: Ham’s F-10 al 20% de serum substitute supplement
(suero sintético sustituto); que es una mezcla de sales enriquecida con aminoacidos,

vitaminas y otros componentes esenciales para el mantenimiento celular.
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6.3.2 Determinacion de los patrones de velocidad progresiva de los espermatozoides de
humano. Computer-aided sperm analysis (CASA).

Fundamentos.

El instrumento para determinar los patrones de velocidad en el espermatozoide CASA esta
constituido por una video cdmara, tarjeta de video y una computadora. El software de
computacion es usado para identificar y seguir todo el movimiento del espermatozoide por

medio de video imagen y realiza el calculo de todos los datos obtenidos de esta imagen.

La imagen del microscopio es enviada a la cdmara y convertida en una imagen digital, a
esta imagen le son calculados los pixeles dentro de un maximo y un minimo aceptado para
una cabeza espermatica de la especie. El CASA no diferencia de un espermatozoide o un
resto celular y por lo tanto, si uno de estos restos entra en el intervalo de tamafio es tomado

como espermatozoide y ocasiona un error o falso positivo.

Una vez identificado el espermatozoide, éste es localizado en coordenadas XY tomando
como referencia el punto central de la cabeza espermatica. Después de la identificacion otro
fragmento es analizado y la trayectoria de la cabeza espermadtica es rastreada y una serie de

valores cinéticos son calculados.

Los valores de velocidad determinados para nuestro estudio fueron: la velocidad curvilinea
(VCL), la velocidad en linea recta (VSL) y el promedio de la velocidad de trayectoria
(VAP). Todos los valores son presentados en decimales y expresados en unidades de pum/s.
La VCL se refiere a la distancia total que la cabeza espermatica cubre en el periodo de
observacién y es siempre el mayor de las tres velocidades. La VSL es determinada por la
distancia en linea recta entre el primer y ultimo punto de la trayectoria y presenta la
ganancia neta de espacio en el periodo de observacion. Esta es siempre la menor de las tres
velocidades de cualquier espermatozoide. La VAP es la distancia que el espermatozoide ha
viajado en direccion promedio del movimiento en el periodo de observaciéon. Este es
conceptualmente el valor de velocidad maés dificil de entender porque representa
fuertemente que puede ser similar a la VSL. En casos en que la trayectoria de la cabeza

espermatica es mas regular y lineal con un movimiento lateral muy pequeno, entonces el
e
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valor de la VAP es casi el mismo que la VSL. Sin embargo con trayectorias irregulares
tales como aquellas que son no lineales, o cuando hay un alto grado de desviacion de la
cabeza acerca de la direccion del movimiento, entonces la VAP serd mas alto que la VSL

(figura 11; Mortimer; 2000).

Amplitad del desplazamiento
lateral de la cabeza

Figura 11. Determinacion de la cinética de un espermatozoide. Como se representa en el esquema: la linea
completa es velocidad curvilinea (VCL) ésta indica la distancia total que la cabeza espermatica cubre en todo
el recorrido, el promedio de la velocidad de trayectoria (VAP) mostrada como una linea punteada es la
distancia en direccion promedio que cubre el espermatozoide, mientras que la velocidad en linea recta (VSL)
es la distancia entre el punto de inicio del movimiento y el punto final del recorrido ejemplificada como una
linea discontinua. Los valores de la velocidad estan determinados por el largo del camino entre el tiempo y
por lo tanto su unidad de medicion se encuentra dado en pm/s. (Mortimer; 2000).

Procedimiento.
La muestra de espermatozoides fue dividida en partes iguales a una concentracion

aproximada de 20X10° células por mL de medio de cultivo Ham's F-10 SS pH 7.4 y se
realizaron los primeros estudios sobre el efecto de la serotonina en una curva creciente de
10 uM, 50 uM, 100 uM de serotonina y en ausencia de ésta (control). Se incubaron los
espermatozoides durante 15 minutos y se evaluaron los efectos producidos por la
concentracion de serotonina cada 3 minutos en el CASA que nos permiti6 evaluar los

efectos sobre la VAP, VSL y VCL.

6.3.3 Inmunocitoquimica.

Fundamentos.
Es una técnica que se utiliza para localizar moléculas concretas en células determinadas con

ayuda de anticuerpos.

24



6 Material y Metodologia.

El paso limitante inicial de la técnica es la fijacion del tejido o la célula. En él,
intencionalmente evitamos un cambio conformacional en la estructura secundaria o
terciaria de la proteina para preservarla de su degradacién lo que ocurre en tejidos no
fijados, de la misma manera se preserva la localizacion del antigeno (nucleo, citoplasma,

membranas) lo que provee de un blanco para el anticuerpo.

El fijador mas comun que se utiliza es la formalina o derivados como el paraformaldehido
(4%) en soluciones de fosfato de sodio monobasico y dibasico a pH de 7.4. El siguiente
paso es la utilizacién de anticuerpos. Un anticuerpo pertenece a un grupo de proteinas
llamadas inmunoglobulinas (Ig) que estdn presentes en la sangre de animales inmunizados.
Las inmunoglobulinas estdn conformadas de un par de cadenas pesadas (H) y otro par de
cadenas ligeras (L), el numero de ellas es lo que establece la diferencia en estructura y
propiedades antigénicas entre ellas y es por lo que son divididas en cinco clases IgG, IgA,

IgM, IgD e IgE.

De manera regular se pueden clasificar como policlonales o monoclonales. Un anticuerpo
policlonal es aquel que se produce por diferentes clases de células y por ello actia sobre
varios epitopes de un mismo antigeno mientras que un anticuerpo monoclonal es producido
por una clona de células por lo cual actiia sobre un epitope especifico; es por esta
caracteristica de especificidad lo que lo hace mas utilizado en las pruebas

inmunocitoquimicas.

Los anticuerpos también resultan valiosos para determinar la distribucion espacial de los
antigenos. En inmunohistoquimica, para detectar a la proteina de interés sobre un tejido o
célula es utilizado un anticuerpo especifico el cual es detectado a su vez con un anticuerpo
secundario que se encuentra dirigido contra el primer anticuerpo utilizado; las células
pueden tefiirse con anticuerpos secundarios acoplados a un fluorocromo, una molécula que
tiene la capacidad de absorber luz en una longitud de onda y emitir luz en otra longitud de
onda y por lo tanto de diferente color el cual puede ser observado en un microscopio de
epifluorescencia. Otra opcion seria unir el segundo anticuerpo a una enzima, €sta como

cualquier otra en su especie, necesita la participacion de un sustrato para formar un
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complejo enzima sustrato y poder ser precipitado revelando su presencia con ayuda de un
cromogeno; una de las enzimas utilizadas de manera rutinaria es la peroxidasa de rabano
para la cual el sustrato es el peroxido de hidrogeno y su complejo enzimatico es revelado
por la 3,3’-diaminobencidina tetrahidroclorada (DAB; Stryer Lubert; 1990, Ber y cols;
2002, Marc K; 2006).

Procedimiento.
Para facilitar la adhesion de los espermatozoides a la laminilla y de esta manera evitar que

¢éstos sean desprendidos y arrastrados a lo largo del procedimiento, las laminillas fueron
bafiadas con una solucion al 5% de gelatina (marca comercial: Knox) y 0.05% de sulfato de
cromo (CrSQy4) en agua destilada, procedimiento que fue repetido 4 veces en las que se les

permiti6 secar durante una hora entre cada procedimiento.

Se realizaron frotis con 10 pL de la muestra de espermatozoides previamente fijados con
paraformaldehido al 4% (PFA) sobre las laminillas gelatinizadas, al encontrarse éstos
adheridos a la laminilla, se adiciono una solucion de perdxido de hidrogeno (3%) a la
preparacion durante 30 minutos, para inactivar la peroxidasa endogena de los
espermatozoides. Inmediatamente después se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno
con buffer TBS (2.42 g trizma y 29.2 g NaCl en 1 L de H,O, pH 7.5), se agrego solucion de
bloqueo (TBS con 0.3% de Triton X-100 y albumina al 3% durante 12 horas
aproximadamente. Se incubaron las muestras con el anticuerpo primario en soluciéon de
bloqueo toda la noche (24 hrs aproximadamente), y se lavo el exceso de anticuerpo con
TBS (3 lavados de 5 minutos cada uno), inmediatamente se incubaron con el

correspondiente anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa en solucion de bloqueo.

Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con buffer TBS. La peroxidasa de los
marcadores fue revelada con ayuda de un Kit de DAB (2 gotas de buffer amortiguador pH
7.5, 4 gotas de DAB, 2 gotas de perdxido de hidrogeno y 2 gotas de niquel en 5 mL de agua
destilada (de acuerdo a especificaciones del proveedor; Vector laboratories) durante 2
minutos parando la reaccion con buffer TBS; se dejaron secar hasta el dia siguiente y se

montaron las preparaciones con un medio comercial (Cytoseal; Richard Allan Scientific).
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Marcador Dilucion del  Tiempo de  Dilucion del  Tiempo de
Ac.1°. incubacion. Ac. 2° incubacion.
Receptores y 1:100 24 hrs 1:250 6 hrs
transportador
Enzimas (MAOa,, 1:250 24 hrs 1:500 24 hrs
AA-NAT) y
Serotonina

Tabla 1. En la presente tabla se indica la dilucién y el tiempo de incubacién
correspondiente utilizado para la realizacion de las preparaciones de
inmunocitoquimica e inmunofluorescencia.

NOTA: Para las preparaciones con fluorescencia, se utilizd un anticuerpo secundario
acoplado a marcadores fluorescentes en cuyo caso, después de la incubacion con éste se le
realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS, e inmediatamente se adiciono durante 10
minutos una sonda fluorescente llamada diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) utilizada para la tincién especifica del ntcleo (ADN) del espermatozoide, se
realizaron lavados con TBS y las preparaciones se montaron con glicerol-PB y se

observaron en microscopio epifluorescente.

6.3.4 Western Blot.

Fundamentos.

La técnica de Western blot (Wb), es uno de los métodos mas utilizados para detectar una
proteina particular (en este caso receptores de serotonina sobre la membrana del
espermatozoide) en una mezcla de proteinas que tienen una diferencia de masa molecular
estrecha, combina la electroforesis una técnica de separacion de moléculas a través de un

campo eléctrico y la especificidad de los anticuerpos.

Las separaciones electroforéticas se realizan en geles (suspensiones semisélidas en agua) ya
que tiene la propiedad de suprimir las corrientes de conveccion generadas por la
temperatura; los geles de eleccion se obtienen por polimerizacion de diferentes

concentraciones de acrilamida para conseguir poros de tamafio controlado.

Las mezclas de proteinas se disuelven primero en un medio con mercaptoetanol o

ditiotreitol (DTT) para reducir los puentes disulfuro y con dodecilsulfato de sodio (SDS),

un detergente anionico capaz de romper todas las interacciones no covalentes en las
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proteinas forzandolas a adoptar conformaciones extendidas y que se une a la cadena
principal proporciondndole una carga negativa obteniendo asi una relacion carga masa, de
esta manera al ejercer un campo eléctrico sobre ellas, las proteinas pequenas se desplazan
rapidamente a través del gel, mientras que las grandes permanecen arriba cerca del punto de

aplicacion de la mezcla.

Las proteinas separadas sobre el gel se transfieren a una membrana de nitrocelulosa para
hacerlas mas accesibles al anticuerpo especifico de la proteina deseada que se afiade a
continuacion. El complejo antigeno anticuerpo de esta membrana puede detectarse
impregnando la membrana con un segundo anticuerpo especifico para el primero (por
ejemplo anticuerpo de cabra que reconoce al anticuerpo de ratén) acoplado a una enzima.
Asi, por medio de una reaccion enzimatica el segundo anticuerpo adherido a la proteina
que se encuentra en la membrana precipita y produce una banda de color oscuro. (Stryer

Lubert, 1999; Ver y cols, 2002; Mark F y cols, 2006).

Procedimiento.
Las muestras de espermatozoides tratados con las diferentes concentraciones de serotonina,

fueron centrifugadas durante 10 minutos a 3500 rpm para separar a los espermatozoides del
medio; al pellet de células se anadio 80 pL de buffer de lisis (TRIS HCI 62.5 Mm, SDS 2%,
glicerol 25%, DTT 2mM), la lisis fue aumentada con ayuda de un sonicador durante 1
minuto y posteriormente por proceso mecanico; se centrifugd la muestra nuevamente para

obtener las proteinas disueltas en el sobrenadante.

La muestra para la electroforesis se preparo6 de la siguiente manera:

Se adicionaron 14 pL de proteinas, 6 pL. de sample buffer (1 mL de Tris HCI 0.5 M pH 6.8,
3.8 mL de H;0, 0.8 mL de Glicerol, 1.6 mL de SDS 10%, 0.4 mL de 2-B-mercaptoetanol,
0.4 mL azul de bromofenol 1%), y 3 pL de DTT (1 mM) para ser montada en los geles.

Se prepar6 un gel de acrilamida al 12% y sobre éste, otro al 4 % en el cual fueron colocadas

sobre los diferentes carriles las proteinas para su separacion.
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Para su concentracion inicialmente se sometio a un voltaje de 45 volts durante 10 minutos y
posteriormente a 85 volts durante el mismo tiempo; para la electroforesis el gel fue

sometido a una carga de 145 volts hasta la separacion completa de las proteinas.

Las proteinas fueron transferidas del gel a la membrana de nitrocelulosa durante 1.5 horas a
0.350 amperes. Inmediatamente después las membranas se colocaron en suero de bloqueo
(leche descremada al 5% en una solucion amortiguada de tris base (Buffer tris: TBS

adicionada al 0.1% con Tween 20: TTBS) durante toda una noche.

Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBS y se incubaron las membranas con
el anticuerpo primario en solucion de bloqueo (TTBS, albumina 1%, Tween 20 al 0.1 %)
durante 12 horas aproximadamente, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS y se
incubaron las membranas durante 4 horas con el anticuerpo secundario correspondiente en
solucién de bloqueo, al termino del tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados de 5

minutos cada uno con TBS.

Marcador Diluciéon del ~ Tiempode Diluciondel Tiempo de

Ac.1°. incubacion. Ac. 2° incubacion.
Proteinas de 1:1500 24 hrs
Tirosina-P.
Receptores. 1:5000 24 hrs 1:5000 4 hrs
Transportador. 1:1000 36 hrs 1:1000 4 hrs
TPH 1:1000 24 hrs 1:2000 4 hrs
MAO, 1:1000 24 hrs 1:2000 6 hrs

Tabla 2. Para la identificacion por Western Blot de los marcadores del sistema
serotoninérgico, se utilizaron los anticuerpos en dilucion y tiempo de
incubacién como se muestra en la tabla.

Las membranas se revelaron utilizando el Kit DAB durante 1 hora aproximadamente,
fueron escaneadas por computadora y a la imagen (para la fosforilacion de proteinas de

tirosina) se le realizé un analisis densitométrico con ayuda del programa Scion Image.
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7 Resultados.
7.1 Identificacion de Marcadores Serotoninergicos.

El trabajo en el laboratorio a través de la técnica de Western Blot ha permitido la
identificacion de manera consistente de una banda con inmunoreaccion positiva contra
anticuerpos especificos de la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH) en espermatozoides de
humano correspondiente a la misma banda localizada en tejidos control como son el tallo
cerebral, testiculo y epididimo de rata en los cuales la banda de expresion tiene un peso

molecular aproximada de 48-51 kDa (figura 12).

48-51kDa

Figura 12. Imagen representativa de homogenados de varios érganos utilizados como control positivo que
muestran una banda con peso molecular de aproximadamente 48-51kDa que corresponden a la expresion de la
enzima triptéfano hidroxilasa en tejidos como el tallo cerebral (TC), testiculo (Test) y Epididimo (Epid) de
rata, comparados con la misma expresion de la enzima TPH en espermatozoides de humano (Spz).

Identificacidn de Serotonina en el Espermatozoide de Humano.

Una vez detectada esta enzima y considerando que se encuentra localizada Unicamente en
células que tienen la capacidad para sintetizar serotonina se prosiguié a la deteccién de esta
neurohormona en espermatozoides de humano. La inmunofluorescencia en este caso se
llevo a cabo con un anticuerpo secundario (IgG) acoplado al fluoroforo rojo Texas y la
presencia de la marca es observada en la pieza media del espermatozoide de manera

exclusiva (figura 13).

30



7 Resultados.

Figura 13. Fotomicrografia en fluorescencia que muestra la region de la pieza media del flagelo de
espermatozoides positivos contra el anticuerpo para serotonina (flechas).

Identificacion de las enzimas involucradas en el metabolismo de la Serotonina en los
espermatozoides de humano.

La presencia de la enzima TPH y su capacidad para sintetizar serotonina mostrada por la
presencia de ésta en los espermatozoides de humano, nos abri6 la panoramica para seguir
identificando otras enzimas que se encuentran involucradas tanto en el catabolismo
(MAO,), como en la sintesis hacia otra neurohormona dentro de esta via como lo es la
Melatonina (AA-NAT). Para esta parte del trabajo realizado en el laboratorio nuevamente

nos apoyamos con técnicas de inmunocitoquimica e inmunotransferencia por Western Blot.

Enzima Monoaminoxidasa A (MAO,).

La presencia de la MAOA4, la enzima encargada de la degradacién de la serotonina hacia
acido indolacético fue localizada cuando se observd en las preparaciones de
inmunocitoquimica la marca positiva para el anticuerpo dirigido contra esta enzima
principalmente localizada en la pieza media y la parte posterior de la regién ecuatorial

(figura 14). Esto fue corroborado con la inmunotransferencia por Western blot ya que se
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observo una banda especifica de 61 kDa presente en los homogenados de los

espermatozoides de humano definida para el mismo anticuerpo (ver figura 14).

Figura 14. Fotomicrografia de espermatozoides que muestra inmunoreactividad para el anticuerpo de la
enzima MAO,, en mayor grado en la pieza media del flagelo; al lado se muestra el Western blot en el que se
observa una banda con peso molecular de 61kDa altamente especifica.

Enzima aril-alquilamina N-acetil transferasa (AA-NAT).

Los estudios de inmunocitoquimica se llevaron a cabo con ayuda de un anticuerpo
secundario acoplado a fluoresceina. La presencia de esta enzima nos revelo de manera
consistente que se encuentra contenida en la regién acrosomal de los espermatozoides
(figura 15).
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Figura 15. Fotomicrografia en fluorescencia que muestra espermatozoides positivos contra el anticuerpo de la
enzima AA-NAT. Las flechas indican la zona de la region acrosomal.

Identificacion de Receptores para Serotonina en el Espermatozoide de Humano.

El trabajo de dos grupos de investigadores ha permitido la localizacion de receptores para
serotonina en espermatozoides de conejos (grupo 2; Young y Laing, 1990) y en ratas (5-
HT,a Y 5-HT3; Jiménez-Trejo y col, 2007) unicamente; sin embargo no se reportan estudios
en los cuales se haya determinado la presencia de estos receptores en espermatozoides de
humano, la figura 16 muestra imagenes de espermatozoides de humano con reaccion
positiva a tres diferentes tipos de receptores de serotonina; como se aprecia en esta imagen,
la localizacion del receptor 5-HTg (a) se observa a lo alargo del flagelo del espermatozoide
concentrandose con mas intensidad en la pieza media; en el lado derecho de la imagen se
muestra una banda con peso molecular de aproximadamente 47 kDa en correspondencia
con el anticuerpo dirigido contra el mismo receptor en estudios de Western Blot. En el
inciso b) de la misma figura se muestra la localizacion del receptor 5-HT,a, este receptor
aparentemente se encuentra concentrado principalmente en la zona ecuatorial y el flagelo,
su presencia fue confirmada por la expresién de una banda con reaccion positiva a este
anticuerpo de aproximadamente 53 kDa. El receptor 5-HT3 el cual es un receptor inotrépico

se encuentra ubicado por inmunolocalizacion en la zona posacrosomal y en el flagelo del
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espermatozoide

de humano (flecha azul) su expresion fue mostrada por

inmunoelectroforesis obteniendo una banda de aproximadamente 48 kDa (c).

5-HT ¢

P

5 3 ~47kDa ’f
- § > 5—HT2A
e s k - .
* ~53kDa [N
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Figura 16. Fotomicrografias de espermatozoides de humano que presentan inmunoreactividad positiva para
tres diferentes anticuerpos de receptores de serotonina; a)5-HTyg, b)5-HT,4 vy €) 5-HTs3; al lado de la imagen
se muestra el Western blot de cada uno de los receptores con su correspondiente peso molecular.
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Identificacidn del Transportador de Serotonina en el Espermatozoide de Humano.

Con la identificacion de los receptores para serotonina en espermatozoides de humano, es
importante determinar la forma en que esta es regulada; es por ello que se realizé un estudio
de inmunocitoquimica y Western Blot para determinar la localizacién del transportador que
juega un papel muy importante a nivel del SNC mediando la recapturacion de la serotonina.
En la figura 17 se muestra la presencia de un transportador de membrana localizado a lo
largo de todo el espermatozoide, las flechas sefialan la pieza media del flagelo y la zona
ecuatorial de la cabeza de éste, region en la que el transportador parece estar mas
concentrado; por estudio de Western Blot se obtuvo una banda con reaccion positiva al
anticuerpo para el transportador, dicha banda presenta un peso molecular de

aproximadamente 64 kDa (mismo reportado para el SERy aislado en cerebro de rata).

~64kDa ——

{;‘_{. AT SER;

Figura 17. Fotomicrografia de espermatozoides de humano positivos para el anticuerpo de transportador de
serotonina. Las cabezas de las flechas indican que la marca se concentra en la zona ecuatorial y la pieza media
del flagelo de los espermatozoides.
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7.2 Efectos Fisiologicos (Motilidad progresiva).

Con la identificacion de los principales componentes del sistema serotoninérgico presente
en el espermatozoide de humano se prosiguié a determinar el efecto fisiologico que la
serotonina puede producir en los espermatozoides. En primer lugar el efecto fue estudiado
sobre la motilidad progresiva; debido a que representa un parametro sumamente importante
para determinar la capacidad de esta célula para la fertilizacion. Este estudio consistié en
evaluar diferentes concentraciones de serotonina a manera de una curva-dosis respuesta
seguida a lo largo de diferentes tiempos (control sin tratamiento, 10 uM, 50 uM y 100 pM;
en tiempos de 3, 6, 9, 12 y 15 minutos). Cabe recordar que el nimero de experimentos
consistio en una N de 5 (N=5).

Efecto de la Serotonina sobre el promedio de la velocidad de trayectoria (VAP) del
Espermatozoide de Humano.

Como fue mencionado en el apartado de la metodologia el CASA es un sistema que
permite la evaluacion de los parametros de velocidad progresiva tales como la VAP.

En la grafica 1 se presenta el efecto que produce el tratamiento con tres diferentes
concentraciones de serotonina sobre la VAP del espermatozoide por medio de una curva
dosis-respuesta-tiempo. Como se observa en la grafica el comportamiento de los
espermatozoides control (linea color azul) es practicamente invariable a través del tiempo,
respecto a éste una concentracion de 10 uM de serotonina en el medio de cultivo produce
un efecto estimulatorio sobre la velocidad de practicamente 3um/s que se mantiene hasta
los 15 minutos (linea color rojo). Por su parte, el tratamiento con 50 UM observa un
incremento en la velocidad del minuto 3 hasta el minuto 9, tiempo en el que este estimulo
se da hasta de 6 pum/s el cual es el maximo durante el tratamiento (linea color verde);
después de este minuto se observa un descenso en la velocidad alcanzada que tiende a
recuperarse aparentemente a partir del minuto 12. La linea de la curva que aparece de color
purpura muestra el efecto producido por una dosis de 100 uM, donde el efecto estimulador
del promedio de esta velocidad progresiva presenta una tendencia a un aumento continuo a

lo largo del tiempo.
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Grafica 1. En la grafica se muestra el efecto de diferentes concentraciones de serotonina sobre la VAP a
través del tiempo; el efecto de 50 uM al minuto 9 presenta el punto maximo de estimulacién durante el
tratamiento, por otro lado una concentracion de 100 uM produce un estimulo continuo con tendencia al
aumento, mientras que el control y la concentracion de 10 M no mostraron tendencia alguna.

Efecto de la Serotonina sobre la velocidad en linea recta (VSL) del Espermatozoide de
Humano.

La curva dosis-respuesta-tiempo referente al efecto producido por la serotonina sobre la
VSL del espermatozoide de humano se observa en la grafica 2. La linea que aparece de
color azul representa la velocidad de una muestra control en la que la variacion de la
velocidad es muy estable (~2 um/s) a lo largo del tiempo; comparado con el control la
concentracion de 10 uM es de casi 5 pm/s manteniéndose invariable a lo largo del tiempo
(linea color rojo). De forma semejante a la grafica 1, el tratamiento de 50 UM produce un
efecto estimulador maximo de 5 um/s en el minuto 9 el cual tiende a disminuir durante el
minuto 12 y se mantiene durante el minuto 15 (linea de la curva en color verde); por su
parte el tratamiento con 100 uM (linea de la curva en color purpura) parece no tener efecto

a lo largo del tiempo.
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Grafica 2. Efecto de la serotonina sobre la VSL del espermatozoide de humano. El tratamiento de 50 uM al
minuto 9 produce el efecto maximo del estudio sobre la VSL.

Efecto de la Serotonina sobre la velocidad curvilinea (VCL) del Espermatozoide de
Humano.

En la grafica 3 se observa el efecto de la serotonina sobre la velocidad curvilinea del
espermatozoide de humano; en ella el control representado por la linea de color azul no
tiene variaciones evidentes a lo largo del tiempo. Para el tratamiento de 10 uM el efecto
inicia arriba de la velocidad del control y se mantiene hasta el minuto nueve ya que a partir
de este tiempo tiende a caer la velocidad y se mantiene de los minutos 12 al 15; para 50 pM
se observa un pico maximo hasta el minuto 12 para luego caer ligeramente y mantenerse.
Para el tratamiento de 100 uM la estimulacion tiende a un aumento continuo hasta de 18
pum/s de diferencia con respecto al control hasta alcanzar el minuto 15, siendo éste el
maximo efecto presente en el estudio para la VCL.
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Grafica 3. La curva dosis-respuesta-tiempo presentada muestra el efecto de la serotonina sobre la VCL del
espermatozoide de humano; como se puede observar, el control siempre se mantiene estable a lo largo del
tiempo; para 10 pM existe una tendencia al aumento y disminuye a partir del minuto 9; el tratamiento de 50
MM mantuvo un efecto estimulador de la VCL y por dltimo el tratamiento de 100 uM alcanzé su méaximo
efecto hasta el minuto 15 con una diferencia de casi 18 um/s.

7.3 Efectos Bioquimicos (Fosforilacion de Proteinas de Tirosina).

El efecto bioquimico de la serotonina sobre el espermatozoide de humano fue evaluado por
medio de un estudio de inmunoelectroforesis después de 15 minutos de tratamiento
utilizando un anticuerpo dirigido contra proteinas fosforiladas de tirosina las cuales fueron
identificadas por una banda de peso molecular de aproximadamente 97 kDa. Como se
observa en la figura 18, la expresion de la fosforilacion de proteinas de tirosina en
homogenados de espermatozoides sin tratamiento (control) es igual al tratamiento de
espermatozoides tratados con 10 UM, ya que no hay variaciones significativos entre ambos,
mientras que para los grupos de espermatozoides tratados con 50 uM y 100 uM el efecto
que produce la serotonina sobre las tirosinas es muy evidente después de los 15 minutos del

tratamiento confirmando su efecto a nivel bioquimico.
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Cnt 10uM S50uM  100uM

Figura 18. Expresién de la fosforilacion de proteinas de tirosina en homogenados de espermatozoides de
humano tratados con diferentes concentraciones de serotonina durante 15 minutos de ser afiadida al medio de
cultivo. Muestras de espermatozoides de humano del mismo donador sin tratamiento fue tomada como control
del ensayo. La banda en Western blot fue identificada en un peso molecular de 97 kDa aproximadamente.

Este efecto observado visualmente fue evaluado con ayuda del programa Scion Image
utilizado para el procesamiento y andlisis cuantitativo de las diferentes bandas de proteinas
de un Western blot. La grafica 4 muestra el estudio de densitometria en la que el porcentaje
de intensidad de las bandas expresan la fosforilacion de proteinas de tirosina de los
diferentes tratamientos probados con serotonina (N=5); en ella se percibe claramente el
aumento de 50 uM y 100 UM respecto al grupo control, en realidad la intensidad de la
banda es 66% y 77% mayor en las concentraciones de 50 uM y 100 uM respectivamente

con respecto al control, mientras que el tratamiento de 10 uM no es significativo.

PORCENTAJE DE EXPRESION DE LA FOSFORILACION DE PROTEINAS DE
TIROSINA INDUCIDO POR SEROTONINA
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CONCENTRACION DE SEROTONINA

Grafica 4. Porcentaje de intensidad de las bandas en ensayos de Western Blot para la fosforilacion de
proteinas de tirosina de una muestra control (sin tratamiento) y las producidas después de 15 minutos de
tratamiento con 10 uM, 50 uM y 100 uM de serotonina en el medio de cultivo (N=5); analizadas con el
programa Scion Image; * porcentaje de expresion significativo (p<.05).
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Desde hace décadas se ha considerado a los espermatozoides de los mamiferos como
células con capacidad limitada para sintetizar proteinas o algiin otro compuesto molecular.
En otras palabras los espermatozoides se consideran células terminales las cuales solo
tendran como objetivo final la fecundacion en el tracto genital femenino (Toshimori K,
2003). En nuestro estudio, el hallazgo de la enzima limitante en la sintesis de serotonina, la
TPH (en la region ecuatorial y el flagelo de los espermatozoides de humano demostrado por
técnicas de inmunocitoquimica, dato no mostrado) en ensayos de Western blot nos
confirma su presencia de manera muy localizada y especifica en estas zonas. La enzima
TPH se encuentra de manera muy importante a nivel central en el cerebro (tallo cerebral;
TPH2) y a nivel periférico la TPHI1 es la que promueve la sintesis de serotonina. Ambas
isoformas recientemente fueron re-identificadas por (Walter y cols, 2003), ya que
anteriormente se consideraba que existia un solo gen para una unica isoforma de TPH. La
TPHI que es la isoforma periférica, se localiza de manera muy importante en la glandula
pineal de los mamiferos, ya que se conoce que esta enzima es mas activa en la noche
porque esta directamente relacionada con la regulacion de ciclo suefio-vigilia y la
estacionalidad reproductiva en algunos mamiferos, mientras que en el sistema
gastrointestinal (estdbmago e intestino) promueve la secreciéon y regulacion del acido
clorhidrico regulando también a las células enterocromafines localizadas en las criptas
intestinales (Sakowsky,2006). Resultados adicionales en el laboratorio donde realice mi
estancia indican que la enzima TPH es funcional ya que se realizaron ensayos de actividad
In Vitro de homogenados de poblaciones de espermatozoides, esto fue corroborado por la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Ademads, con ayuda de esta
misma técnica se ha evaluado de manera preliminar en ensayos farmacologicos utilizando
un antagonista especifico para la enzima TPH (Paraclorofenilalanina: pCPA; 50 uM; datos
no mostrados) que es posible su inhibicioén, ya que el nivel de la actividad previamente
evaluada disminuye drasticamente en los espermatozoides incubados con el farmaco a los
15 minutos del tratamiento (Jiménez-Trejo y cols, en preparacion). Este farmaco (pCPA),
ha permitido evaluar su utilidad en ensayos para depletar la actividad de la enzima TPH en
el cerebro (tallo cebrebral; Weissmann y cols, 1990), ademas el tratamiento con el pCPA en

animales en desarrollo interrumpe el eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonadas en ambos sexos y
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retrasa la madurez sexual (Shiskina y Dygalo, 2000). Por otro lado, la presencia de la
serotonina en los espermatozoides localizada exclusivamente en la pieza media nos permite
suponer que esta molécula al ser sintetizada es almacenada en esa zona y que
probablemente lleva a cabo alguna funcidén importante durante la maduracidon espermatica
que se lleva a cabo en la cabeza del epididimo (Jiménez-Trejo y cols, en preparacion). Un
dato importante a este respecto es que la pieza media es la zona donde se encuentran
localizadas las mitocondrias que proveen de energia a los espermatozoides a través de los
ciclos del metabolismo oxidativo (fosforilacion oxidativa) lo que nos podria sugerir que la
serotonina participa en la regulacion del aporte energético de los espermatozoides,
permitiendo tener funciones tan relevantes como el aumentar la motilidad progresiva y por
consiguiente la tasa de fertilidad, como ha sido demostrado en espermatozoides de especies
de invertebrados después de ser expulsados para su eyaculacion en experimentos de
fertilizacion In vitro (erizo de mar y bivalvos como las almejas; Parisi y cols, 1984; Kadam
y Koide, 1990; Bandivdekar, 1992), ya que aparentemente estimula la fosforilacion de la
proteina Dineina ATPasa presente en el axonema de los espermatozoides de estas especies.
Caso contrario producen inhibidores de algunos receptores para serotonina (metergolina;
antagonista del 5-HTc¢), ya que inducen respuestas inhibitorias como es la disminucion de
la motilidad y por ende disminucién en la tasa de fertilidad de estas especies de
invertebrados. Ademas, en los espermatozoides de mamiferos como el Hamster 50 uM de
serotonina o su analogo la Sa-metoxitriptamina (5 uM) promueven la reaccidon acrosomal
15 minutos después de iniciado el tratamiento (Meizel S. y Turner K.O, 1983). Aunado a
estos resultados, la presencia del transportador de serotonina junto con la MAO, en los
espermatozoides nos permite proponer que los mecanismos de recaptura y degradacion de
la serotonina estan presentes en los espermatozoides fendmeno conocido en células como
las neuronas y en células neuroendocrinas como los mastocitos que se localizan en el
espacio intersticial de 6rganos reproductivos (testiculos y epididimos de los mamiferos;
Frungieri y cols, 2002; Mayerhoffer y cols, 1999; Jiménez-Trejo y cols, 2007). Por otro
lado, la enzima AA-NAT podria ser capaz de dirigir la conversion de la serotonina hacia la
via de formacién de la Melatonina como lo hace en la glandula pineal (Siegel y cols, 2006).
A este respecto, cabe mencionar que en los espermatozoides de humano se han identificado

diferentes receptores para la melatonina (Van Vuuren y cols, 1992). Aunque no se conoce

42



8 Discusion.

la funcion exacta de este tipo de receptores de Melatonina, estudios recientes In Vitro,
indican que la molécula es quimiorepelente para los espermatozoides de humano (Sliwa y

Stochmal, 2001).

Asi mismo, otros datos novedosos son la presencia de los diferentes receptores de
serotonina previamente mencionados (5-HTp, 5-HT24, 5-HT3), en los espermatozoides; en
mamiferos solo existen dos reportes que muestran la presencia de receptores para
serotonina, el primer reporte fue dado a conocer en especies como el conejo (Young y
Laing, 1990) y recientemente reportados en ratas maduras sexualmente (Jiménez-Trejo y
cols, 2007). Aunque Meizel y Turner (1983), muestran que la serotonina promueve la
reaccion acrosomal en espermatozoides de Hamster, ellos tnicamente especulan sobre la
probable presencia de receptores responsables de inducir la reaccién acrosomal como
podrian ser los receptores del grupo 3 que se conoce son ionotropicos. En humanos estos
datos en un futuro nos pueden permitir mostrar que los receptores de serotonina podrian
participar ya sea en la maduracion espermatica que se lleva a cabo en la cabeza del
epididimo (Jiménez-Trejo y cols, 2007), o durante la capacitacion que se lleva a cabo en el
tracto genital femenino o mas aun al momento de la fertilizacion como quimioatrayente o
todo lo contrario como quimiorepelente (Sliwa y Stochmal, 2001; Riffell y cols, 2002),

para la bisqueda de un método anticonceptivo en humanos o en mamiferos machos.

Por otro lado, los ensayos de la curva dosis-respuesta-tiempo (control, 10 uM, 50 uM y 100
uM) en los espermatozoides de humano, apoyados con el equipo automatizado (CASA),
nos permitio evaluar las posibles alteraciones en los diferentes tipos de motilidad que
anteriormente ya describimos para corroborar que la serotonina tiene un efecto directo
sobre algunos de estos parametros. Para el caso de la VAP y la VSL que es el promedio de
la velocidad de trayectoria y la ganancia neta de espacio en el periodo de observacion
respectivamente, el tratamiento con 50 uM de serotonina permitid que se alcance su
maxima velocidad en el minuto 9, mientras que en la VCL el efecto de aumento sobre la
velocidad fue constante. Esto nos sugiere que el espermatozoide recorre una distancia
mayor en un periodo de tiempo corto. Estos tres parametros se correlacionan en la curva de
dosis-respuesta-tiempo. Para los espermatozoides tratados con 100 uM de serotonina el

efecto mas evidente fue visto en la VAP y la VCL ya que para la VSL no hay cambios en
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ningin tiempo observado, lo que indica que la distancia que recorre la cabeza del
espermatozoide es mayor a 100 uM que en espermatozoides control. En los estudios de
Meizel S. y Turner K.O. (1983), quienes trabajaron con espermatozoides de Hamster y
Parisi y cols, (1984) que utiliza como modelo espermatozoides de invertebrados, en ningun
momento ellos evaltian los parametros de velocidad progresiva (no se contaba con equipo
automatizado como lo es el CASA), por lo que seria interesante dejar abierta la posibilidad
de mostrar si la serotonina influye en alguno de los pardmetros que nosotros mencionamos
a lo largo de este trabajo en estas especies (VAP, VSL, VCL) o incluso en otros parametros

como son el desplazamiento lateral de la cabeza y la frecuencia de batido del flagelo.

Por tultimo, para establecer que la serotonina tiene un efecto no solamente fisiologico a
través de estimular la motilidad de los espermatozoides de humano, sino un efecto
intracelular de tipo bioquimico, decidimos evaluar el tratamiento farmacoldgico de las
diferentes concentraciones de serotonina en los espermatozoides pero a nivel bioquimico a
través del uso de un anticuerpo especifico contra proteinas fosforiladas de tirosina. Este
anticuerpo es utilizado de manera muy comun en espermatozoides para evaluar de manera
indirecta la actividad de la PKA y la enzima adenilato ciclasa ambas involucradas en el
aumento de la motilidad de los espermatozoide. Moss y Gerton (2001), han identificado en
la vaina fibrosa de espermatozoides de ratobn una familia de proteinas con un peso
molecular de 97 kDa que se unen a protein cinasa y fosfatasas. Especificamente esta familia
se une a la PKA dependiente de AMPc controlando de esta manera la fosforilacién de
tirosinas y en consecuencia la generacion del movimiento. Este tipo de proteinas que se
unen a la PKA son conocidas como AKAP y representan el mayor nimero de proteinas que
son fosforiladas en residuos de tirosina en espermatozoides de humano para generar

movimiento (Urner y Sakkas; 2003).

Los resultados que muestran la expresion de las proteinas fosforiladas de tirosina en las
diferentes concentraciones de serotonina en los espermatozoides indican que 50 uM y 100
UM promueven la activacion para que se lleve a cabo la fosforilacion de proteinas de
tirosina por la via de la PKA y de enzimas como la adenilato ciclasa promotora del aumento

de AMPc que tendria como consecuencia el aumento de la velocidad en estas dos
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concentraciones mientras que para los espermatozoides control y los tratados con 10 pM,

no hay el efecto.

Estos datos novedosos en el area de la reproduccion masculina y probablemente en
mamiferos nos permiten sefialar que los espermatozoides de humano podrian ser capaces de
sintetizar serotonina, que existen los principales componentes que conforman el sistema
serotoninérgico, que pueden ser estimulados por concentraciones de 50 uM o 100 uM de
serotonina tanto a nivel fisioloégico (motilidad) como a nivel bioquimico (fosforilacion de
proteinas de tirosina) por lo que la serotonina como ya lo mencionamos anteriormente
pudiera participar en la maduracion de los espermatozoides que se lleva a cabo en la cabeza
del epididimo, en el proceso de la capacitacién o al momento de la fertilizacion del 6vulo.
En su conjunto estos datos nos permiten sugerir que el espermatozoide de humano no

necesariamente debe ser considerado como una célula terminal.
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En base a los resultados antes expuestos y al analisis de éstos, llegamos a las siguientes

conclusiones:

1.- Se ha mostrado la presencia de los principales componentes que conforman el sistema

serotoninérgico en los espermatozoides de humano.

a) Presencia de la enzima limitante de la sintesis de serotonina: la enzima TPH
especificamente en la region ecuatorial y el flagelo de los espermatozoides de humano,
(dato no mostrado).

b) La enzima encargada del catabolismo de la serotonina (MAO,) esta expresada
principalmente en la parte posterior de la region ecuatorial y a todo lo largo del flagelo de

los espermatozoides.

c¢) Se localizdé de manera muy especifica la enzima que forma parte de la via de sintesis
hacia Melatonina: la enzima aril-alquilamina-N-acetil transferasa (AA-NAT) en la region

acrosomal de los espermatozoides.

d) Se mostro la presencia y expresion de los receptores de tipo metabotrépicos 5-HTg y 5-

HT,a, asi como el receptor ionotropico (5-HT3) en los espermatozoides de humano.

e) El transportador transmembranal encargado de la recaptura de la serotonina (SERy) se

localiz6 de manera muy intensa a lo largo de las células espermaticas.

f) Por otro lado, la Serotonina se identifico exclusivamente en la pieza media de los

espermatozoides.

2.-Los experimentos de la curva dosis-respuesta-tiempo sobre los espermatozoides de
humano mostraron que 50 pM y 100 uM de serotonina tiene una tendencia a promover un
efecto fisioldgico, en este caso, aumentando los parametros de motilidad progresiva (VAP;
promedio de la velocidad de trayectoria, VSL; velocidad en linea recta y VCL; velocidad
curvilinea) lo que fue corroborado con los experimentos de inmunoelectroforesis para

fosforilacion de proteinas de tirosina evidenciando el efecto bioguimico que produce la
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serotonina al estimular alguno de los marcadores que previamente identificamos en los

espermatozoides de humano.

El conjunto de todos los datos nos permite sugerir que es muy probable que los
espermatozoides de humano y probablemente de otros mamiferos no necesariamente tienen
que ser sefialadas como células limitadas para sintetizar moléculas (células terminales), en
este caso los principales componentes de la via de serotonina estan presentes en estas
células fundamentales para la continuidad de las especies, por lo que creemos que los

espermatozoides de humano incluso puede considerarse como una célula serotoninérgica.
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10 Perspectivas.

Diversos estudios se pueden realizar aun para abordar lo que esta linea de investigacion

novedosa esta proponiendo:

a) Caracterizar otros receptores serotoninérgicos que pudieran estar presentes en
los espermatozoides de humano o en otras especies de mamiferos.

b) Estudiar los efectos de otros antagonistas 0 agonistas de los receptores que
describimos en este trabajo.

¢) Mostrar posibles efectos de la serotonina pero en espermatozoides previamente
capacitados.

d) Estudiar a nivel molecular y ultraestructural los efectos de la serotonina, de

agonistas y antagonistas de los receptores y el transportador de serotonina.

A futuro consideramos que esta linea de investigacion nos puede permitir la elaboracion
de un método anticonceptivo reversible, econdmico, sin efectos secundarios, de facil
uso en humanos, o caso contrario, podria auxiliar en técnicas de reproduccién asistida
como lo es en la Fertilizacion In vitro como se ha demostrado en especies de animales

invertebrados.
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