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Nota introductoria:

Este manual se desarrolla desde una escritura simple y ame-
na, tomando lo bdsico de cada tdpico para dar pie a algunos
de los muchos interrogantes en el campo de la biologia ce-
lular y molecular aplicada al espermatozoide de mamiferos,
en particular, a los estudiados por los autores del presente
manual.
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Capitulo 1

Estructura del espermatozoide

Miguel Walter Fornés

El espermatozoide es una célula movil, altamente
compartimentada y de tipo terminal. Muchas de las funcio-
nes de otros tipos celulares estan ausentes y otras, al contra-
rio, estan muy desarrolladas. Asi, por ejemplo, la sintesis de
proteinas (u otras moléculas celulares) esta ausente — aun-
gue algunos lo proponen —, mientras que su velocidad de
desplazamiento es muy marcada.

En él se describen una zona que contiene al nucleo y
acrosoma, la cabeza, y otra formada esencialmente por un
flagelo siempre mds largo que la cabeza (Fig. 1Ay B). El acro-
soma ocupa la zona opuesta a la de implantacién del flagelo
(region de unién entre cabeza y flagelo), por convencién zona
anterior (Fig. 1B), y por debajo - en la zona centro-posterior
de la cabeza - estd el nucleo. En general, el nucleo tiene un
eje mayor, que coincide con el eje del flagelo, y en sentido
opuesto se amolda el acrosoma al formato del nucleo. No-
tablemente, la membrana celular acompana a estas estruc-
turas contorneando perfectamente las formas intracelulares
encerrando un escasisimo citoplasma.

El flagelo se implanta en la cabeza espermatica en la
denominada “fosa implantacional”. Entre la membrana nu-
clear y el capitolio —aparato de vinculacién entre flagelo y
cabeza- se describe una condensacién llamada “placa basal”
(Keizo T. y col., 2012) (Fig. 2). El capitolio esta formado por
una serie de anillos distribuidos de mayor didmetro a menor.
El mayor es vecino a la fosa y el menor se ubica hacia el fla-
gelo. Desde esta estructura se desprenden las fibras o vainas
densas externas (Puey Ounjai y col., 2012).
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Dentro de esta estructura, y recorriendo todo el centro
del flagelo, se observan una serie de pares de microtubulos
ordenados con la férmula conocida como 9+2 (es decir, 1 pa-
res central y 9 dobletes periféricos, Fig. 3). Dentro de este
capitolio se encuentran los centriolos. El mismo estd com-
puesto por 2 subunidades iguales pero opuestas entre si. De
la subunidad en linea con el flagelo —centriolo distal- se des-
prenden los microtubulos.

A lo largo del flagelo, desde la vinculacion con la ca-
beza al extremo distal, se reconocen tres zonas, bien distin-
guibles, denominadas “zona intermedia”, “principal” y “ter-
minal” (Fig. 1). La zona intermedia o pieza media concentra
todas las mitocondrias del flagelo ordenandose como una
escalera caracol y generando un sector de mayor didmetro
(flecha blanca, Fig. 1 Ay B). Esta pieza corre desde el capitolio

Figura 1. Se muestra un espermatozoide de conejo como ejemplo de es-
permatozoide de mamiferos. En ellos se aprecia la cabeza (Ca) y la cola
(Co) espermatica. En el cuadro A se muestra un espermatozoide en el que
se tifid el colesterol con el marcador especifico filipina (250X); y en B se
observa otro espermatozoide por contraste de fases sin coloracién algu-
na destacandose un reborde oscuro en la zona anterior de la cabeza que
corresponde al acrosoma (Acr). En Ay B se destaca con una flecha blanca
la zona intermedia y con una flecha delgada el annulus, inicio de la pieza
principal.
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hasta el annulus, un anillo que se manifiesta como un estre-
chamiento del flagelo debido a que se termina la sucesion de
mitocondrias (flecha delgada, Fig. 1 B). A este nivel también
se puede observar una condensacién proteica electron-den-
sa (presenta proteinas tipo septina) denominado “Complejo
de Septina” (Toure A. y col., 2011). Hacia el centro, luego de
las mitocondrias, se pueden observar unas condensaciones
del citoesqueleto denominadas “fibras densas externas”. Las
mismas son columnas que, en nimero de nueve, recorren
todo el flagelo hasta la pieza terminal, en la que no penetran

(Fig. 3).
Membrana
Nuclear

‘--------ﬁ
Placa basal

Capuoluo
Membrana
plasmatica
Fibra densa

extema

Figura 2. Dibujo esquematico que representa la conexion entre cabeza y
cola. La cabeza posee una depresion denominada “fosa de implantacién”.
Por debajo, algunos autores describen una zona densa llamada “placa ba-
sal”, y mas distal una serie de condensaciones denominadas “costillas”. La
primera es completa, pero las siguientes presentan un fraccionamiento en
varias costillas. Desde estas costillas se desprenden las fibras densas exter-
nas. Este aparato es variable de acuerdo a la especie.
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La zona o pieza principal suele ser la de mayor longi-
tud, carece de mitocondrias pero presenta unas estructuras
denominadas “vainas fibrosas”, localizadas por fuera de las
fibras densas. Estas son dos columnas que recorren toda la
pieza principal terminando antes del inicio de la pieza termi-
nal. Entre ambas vainas fibrosas se extienden unas costillas
gue las unen y que desaparecen al inicio de la pieza terminal
(Fig. 3, B).

La pieza terminal contiene solo la estructura de 9+2 y
citoplasma cubierto por la membrana celular (Fig. 3, C).

La estructura de 9+2 es similar a la de los cilios y con-
siste en un par de microtubulos centrales y otros nueve do-
bletes periféricos compuestos por un microtubulo completo
y otro asociado incompleto. En algunas patologias, como los
sindromes denominados “de cilios inmodviles”, también se
asocia a espermatozoides inmdviles.

Avances en la organizacidn de la membrana espermatica
Paola Vanina Boarelli

La distribucion de los lipidos en la membrana plasmatica
(MP) ha sido ampliamente estudiada en la gameta mascu-
lina por su rol en la fisiologia espermatica. La MP presenta
una importante regionalizacién de sus componentes, donde
cada uno de ellos se encuentra asociados con otros constitu-
yendo microdominios o subdominios de membrana (sDM). El
colesterol, el gangliésido GM1 y la proteina caveolina 1, tres
importantes componentes de estos sDM, se encuentran ya
desde la espermatogénesis y experimentan cambios duran-
te la maduracién espermatica, la capacitacién y la reaccion
acrosomal. Caveolina 1, esta presente durante los primeros
estadios de la espermatogénesis, posiblemente asociado al
metabolismo del colesterol, como en otros tipos celulares,
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mientras que el gangliésido GM1 estaria asociado a la géne-
sis del acrosoma. En etapas posteriores, tanto el gangliésido
GM1 como el colesterol, predominan en el dominio acroso-
mal de la cabeza de los espermatozoides testiculares que son

espermiados.

| Mitocondria |
| Fibras densas externas I

I Doblate externo de microtubulos I

A:Pieza
intermedia

I Par central de microtubulos I

Membrana celular

Fibras densas externas
Costillas

| Columnas lengitudinales I

Membrana celular
Membrana celular

B:Pieza
principal

C:Pieza
terminal

Figura 3. Dibujo esquematico que representa tres cortes perpendiculares
al eje del flagelo de un espermatozoide de mamiferos basado en la repre-
sentacidén esquematica de Turner (2006). El superior corresponde a la pie-
za intermedia (A), el medio a la principal (B), y el inferior a la terminal (C).
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Capitulo 2

Origen del espermatozoide

Miguel Walter Fornés, Alfonsina Morales y
Elisa Olivia Pietrobon

El espermatozoide se origina a través de uno de los
procesos mas espectaculares que tienen lugar en el orga-
nismo. Partiendo de una célula madre® se culmina en una
célula haploide? altamente diferenciada funcional y morfolé-
gicamente. Estos cambios se producen dentro de los tubulos
seminiferos alojados en el testiculo. Veamos brevemente la
organizacion del testiculo para comprender el tema.

2.1 Organizacion general del testiculo

El testiculo es un érgano ovoide y par que se aloja den-
tro del escroto en la mayoria de los mamiferos. La localizacion
extra corporal le permite estar a una temperatura inferior en
2 a 39C a la corporal siendo ésta la temperatura ideal para
la espermatogénesis®. Esta delimitado por una capsula firme
de tejido conectivo denso denominada “Albuginea”. Desde
esta capsula se desprenden tabiques de tejido conectivo que
separan la cavidad en espacios denominados “lobulillos”.

1Se denomina asi a una célula que es capaz de generarse a si misma y a su vez
diferenciarse en células con funciones especificas. Luego de cada mitosis una de
las células hijas queda como célula madre y la otra se diferencia en un linaje tipico.
2 Se aplica a las células que tienen la mitad del material genético; también se puede
decir que sus cromosomas son simples, en lugar de dobles como en las células so-
maticas, o decir que tiene n moléculas de ADN en lugar de 2 n (el doble de cantidad
de ADN) de las células somaticas.

3patologias que comprometenlacirculacionoelascensodeltesticuloalacavidadabdo-
minalquemodificanlatemperaturapromuevenunadetencidondelaespermatogénesis.
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Dentro de estas cavidades se encuentran los tubulos semini-
feros. Los tubulos son largos cilindros en forma de herradura.
Ambos extremos se unen a la rete testis (red testicular) que
se ubica en el polo superior del érgano. Esta red es un sis-
tema de tubos interconectados que reciben, por un lado, el
producto de todos los tubulos seminiferos y, por su extremo
superior, originan otros conductos que salen del testiculo por
orificios en la albuginea denominados “tubulos eferentes”.
Estos tubulos desembocan en el epididimo (Fig. 1).

Entre los tubulos seminiferos quedan espacios dentro
de los lobulillos que se conocen como “intersticios”. Estos
espacios contienen células del tejido conectivo y las células
de Leydig o intersticiales. Las células intersticiales producen
testosterona, esencial para el sostenimiento de la esperma-
togénesis.

2.2 Tabulo seminifero y espermatogénesis

El tubulo seminifero esta delimitado por una membra-
na basal continua conformada por colageno y, por fuera de
ella, células como fibroblastos y mioides. Estas ultimas con
funcién contractil y una abundancia de elementos del citoes-
gueleto (Lossino y col. 2012).

La espermatogénesis se produce en el epitelio semini-
fero. Este epitelio estratificado es un tipo especial de epitelio
donde las células germinales se dividen y diferencian hasta
formar los espermatozoides que finalmente se liberan hacia
la luz tubular. El espermatozoide descamado continta siendo
vital. En otros epitelios estratificados, la ultima capa de célu-
las puede desprenderse normalmente, pero lo hacen como
células no viables.

En los epitelios, las células basales son las que sos-
tienen, mediante sucesivas divisiones mitdticas, el envio de
células a las capas superiores. En el tubulo seminifero, las
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Figura 1. Corte de testiculo para mostrar el interior del 6rgano. (Imagen to-
mada de internet: http://3.bp.blogspot.com/-x6E7Qu2pH2s/ Tu-8rhbTzjl/
AAAAAAAAAIU/iheEAFNOt1U/s1600/Testiculo+y+epididimo+anatomia+8.
JPG), julio 2014).

células basales se denominan “espermatogonias”. Las esper-
matogonias tienen citoplasma con poca capacidad tintorial,
por su pobreza en organelas, y un ndcleo relativamente gran-
de (Fig. 2).

Estas células madre se dividen por mitosis generando
nuevas células, que pueden continuar siendo células indife-
renciadas, las espermatogonias A, o bien quedar comprome-
tidas a entrar en meiosis y en el camino de la diferenciacion
hacia espermatozoides, que son las espermatogonias B. Tan-
to las espermatogonias A como las B se encuentran sobre la
membrana basal del epitelio.
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Las espermatogonias A, a su vez, se denominan “oscu-
ras” o “claras” de acuerdo a la coloracién que tome su nucleo
debido a la diferente compactacion del ADN (Fig. 2).

Las células de Sertoli, columnares altas, se distribu-
yen entre las espermatogonias a lo largo del epitelio (Fig. 2).
Estas células son una de las células mas grandes del organis-
mo y poseen una estructura realmente compleja. El nucleo
suele ser basal con respecto al epitelio y alargado en sentido
perpendicular a la membrana basal. Su membrana nuclear
tiene plegamientos o indentaciones y puede tener uno o dos
nucléolos muy evidentes

Figura 2. Tubulo seminifero de testiculo de conejo. Se puede observar la
ldmina basal (LB) y las células mioepiteliales (CM). En la zona basal del
tubulo se definen espermatogonias (Eg) y células de Sertoli (S). En un nivel
superior se observan los espermatocitos (Ec) y las espermatides (Em). En
una zona mas cercana al lumen (L) se observan diferentes etapas de la es-
permiogénesis notandose nucleos de espermatides compactos y alargados
(N) y gotas residuales (gr).
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Las células de Sertoli poseen prolongaciones laterales
que se unen fuertemente unas a otras por uniones ocluyen-
tes?*, dejando asi dos zonas: una superior, el compartimiento
adluminal —cerca de la luz tubular donde se desarrolla la es-
permatogénesis—y el compartimiento basal, por debajo de
las prolongaciones/uniones sertolianas. De este modo que-
da constituida la denominada “Barrera hemato-testicular”®,
donde las espermatogonias quedan aisladas en el compar-
timiento basal de las células germinales mas diferenciadas.

Las células de Sertoli poseen también prolongaciones
hacia el lumen —el centro del tubulo— muy largas, ramificadas
y con oquedades, en las que se alojan las células espermati-
cas en formacion.

La meiosis es el proceso que permite la reduccién a la
mitad del material genético con la formacién de las gametas
y la variabilidad de la especie. En un momento dado, las es-
permatogonias tipo B entran en meiosis® . Al final de la fase
S del ultimo ciclo celular?, cuando la célula tiene el doble del
ADN de una espermatogonia (4n), entra en la Profase | (la
primera profase de la meiosis). En este momento se transfor-
ma en espermatocito primario (cito ). Durante la profase, el
espermatocito | (leptotene) debera dejar el compartimien-
to basal, atravesar la barrera hemato-testicular y ascender
al compartimiento adluminal (como zigotene). Las células
de Sertoli reconocen sefiales especificas, desensamblan las

4 Estas uniones son similares a las descritas en los epitelios, incluso molecularmen-
te.

5 Se denomina asi al concepto o la idea que propone que sustan-
cias presentes en la sangre no pueden atravesar estas barreras. De-
terminando asi, un compartimiento separado del resto del organismo.
5 Proceso por el cual el material genético se reduce a la mitad pero que también
permite la variabilidad ya que en una de sus etapas se intercambian sectores de
las cromatidas.

7 Se conoce como ciclo las etapas por las que pasa una célula duran-
te su ciclo vital. No es la mitosis solamente sino el proceso por el cual
se prepara citopldsmica y nuclearmente para generar dos células hijas.

23



Enrique Castellén / Andreina Cesari / Walter Fornés

uniones por arriba y las ensamblan por debajo dejando pasar
al cito I. De ahora en mas, todas las etapas que se sucedan,
cambios morfoldgicos y funcionales, se daran en las cavida-
des que las células de Sertoli le ofrecen a estas células. Por
ello también se las denomina “nodrizas”, queriendo significar
gue no es un acompafiamiento pasivo sino una interaccion
estrecha entre ambas células la que permite el desarrollo de
la espermatogénesis.

Desde el espermatocito | en adelante se verifican dos
divisiones sucesivas de meiosis dentro del compartimiento
adluminal, por sobre la barrera hemato-testicular (aislado
del organismo) y soportado por la interaccion sertoli-gonia.

El cito | sufre la primera divisién por lo que de 4n pasa
a 2n (reduce el total de moléculas de ADN, por ello llamada
“reduccional”) originando los denominados espermatocitos
secundarios (citos Il), dificiles de visualizar porque inmedia-
tamente entran en la segunda division sin sintetizar DNA, es
decir, no tienen fase S en este ciclo celular. Asi se generan es-
permatides con 1n de DNA (una copia simple del DNA). Estas
espermatides son células redondas y entran en la etapa final
gque se denomina espermiogenesis.

Espermiogénesis

Como hemos visto, las espermatides son células haploides,
redondas y estan localizadas en las criptas de las células Ser-
tolianas. Un largo proceso le espera hasta ser un esperma-
tozoide listo para abandonar el testiculo. Al menos cuatro
grandes cambios se deben realizar en forma coordinada y
simultanea: transformacion nuclear, formacion del acrosoma
y flagelo, y redistribucion -con pérdida- del citoplasma.

El nucleo celular post meidtico (1n) ha sufrido también
un recambio de las proteinas nucleares clasicas —histonas—
por protaminas. Estas protaminas permiten un enrollamien-
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Cubierta de F-actina
de las celulas de Sertoli

Trans-golgi

Acrosoma Vesicula pro-acrosomal

Acroplaxoma
Anillo marginal Surco circular

Anillo perinuclear

Manchette
Envoltura nuclear
Transporte
intramanchette Acople cabeza-cola
, Axonema
Transporte

intraflagelar

Figura 3. Componentes principales de la transformacidn de espermatocito
a espermatide en elongacion -desde una célula y su nucleo- esféricos a
una célula alargada- por modificaciones simultaneas de los componentes
celulares. La espermatide se representa como una célula alargada con dos
zonas: una anterior, que origina el acrosoma Yy aloja al nucleo, y otra pos-
terior (mds ancha y aiin mas larga) que en parte sale del citoplasma de la
célula de Sertoli (superficie punteada en el esquema). Esta ultima forma
el nexo entre cabeza y cuello hasta el flagelo terminal.

to mayor del ADN espermatico. Ademas, también soporta
una compactacion de todo el material nuclear generando
uno de los nucleos celulares mas compactos del organismo.
Cabe recordar que esta célula serad exportada fuera del or-
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ganismo por lo que se debe proteger el material nuclear. El
nucleo también sufre una transformacién propia de cada es-
pecie ya que su forma final dentro de la forma que adquiere
la cabeza espermatica sirve para clasificar especies. El nucleo
entra en contacto con un aparato que actualmente se de-
nomina “acroplaxoma” —pero que en trabajos previos se re-
conocia como “perforatorio”— localizado en la region entre
membrana nuclear y acrosoma, especificamente membrana
acrosomal interna (Fig. 3). Este medio de unién entre ambas
estructuras permite que al ser traccionado por el sistema de
microtubulos, se los moldee hasta que se alcance la forma
tipica de la especie en cuestién. Entonces, la combinacién de
la compactacion del material nuclear mas el modelado por la
traccion del citoesqueleto genera un nucleo definitivo (Kiers-
zenbaumy col. 2011).

El acroplaxoma o perforatorio forma parte del citoes-
gueleto de esta célula. El citoesqueleto en el flagelo tiene
un inicio en el centrosoma, en la zona posterior u opuesta al
acrosoma. Este centrosoma tiene dos partes: los centriolos y
una nube de proteinas asociadas. Los centriolos se colocan
uno perpendicular a otro, siendo el que se orienta en el sen-
tido del flagelo, el activo en generar el esqueleto del flagelo.
En esta zona de unidn entre la cabeza en desarrollo y el fu-
turo flagelo se va estructurando la pieza de conexién entre
ambas estructuras. Esta pieza de conexion es variable segln
la especie pero en general tiene zonas electrén-densas que
rodean al par central de la estructura clasica de 9+2 de un fla-
gelo® (véase mas arriba). La condensacidén mayor tiene una
aposicién con una fosa delimitada por la membrana nuclear
en el nucleo. A medida que se sintetiza el material del flagelo

8 La estructura celular conocida como flagelo, similar a la de los cilios, es una pro-
yeccidn citopldsmica cubierta por la membrana celular. Posee un esqueleto interno
compuesto por un par central de microtibulos y nueve pares periféricos, uno de
ellos incompleto. Estos se insertan en el centriolo distal del par de centriolos loca-
lizados en el capitolio.
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comienza a elongarse la estructura de 9+2. Simultdneamen-
te, el aparato de Golgi se desplaza a la zona que sera el extre-
mo anterior de la cabeza opuesta al flagelo. Lo producido en
las cisternas del aparato se vehiculiza por vesiculas cargo que
se fusionan a la membrana del futuro acrosoma y descargan
su contenido. Esta cisterna gigante asociada al acroplaxoma'y
traccionada por los microtubulos se “amolda” a la forma del
nucleo quedando comprimida entre la membrana nuclear y
la citopldsmica generando el acrosoma.

Las células de la serie espermatica que sucesivamente
se van originando conforman un mosaico de células que se
asocian siguiendo un patrdn. Asi, por ejemplo, en la rata se
reconocen catorce asociaciones de células de la serie (Fig. 4).
Esta progresion y su duracion fueron descriptas por Clermont
y colaboradores en la década del 50 (Clermont y col., 1959).
Es interesante que también el tipo de proteinas reconoci-
das por Malditoff tiene un patrén tipico (Lagarrigue y col.,
2011). Esta distribucion celular debe ser tenida en cuenta al
momento de evaluar biopsias o estados nutricionales porque
pueden modificarse o malinterpretarse, ya que hay estadios
normales que sin embargo no muestran espermatozoides
luminales, y no significan una detencion de la espermatogé-
nesis.

2.3 Intersticio testicular

El espacio entre los tubulos seminiferos y los tabiques que se-
paran los lobulillos intratesticulares son también un espacio
linfatico que se conecta con los vasos linfaticos que abando-
nan los testiculos y que tienen relevancia en la diseminacion
de los canceres de origen testicular. Dentro de estos espacios
se localizan las células intersticiales de Leydig junto a otros ti-
pos como fibroblastos, células de Cajal y macréfagos (Fig. 4).
Las células de Leydig son productoras de tetosterona y por
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ello tienen las estructuras tipicas de las células que producen
hormonas de tipo esteroideas, un reticulo endoplasmico liso
muy desarrollado en intima relacidn a las mitocondrias y va-
cuolas que acumulan colesterol, por un lado, y secreciones
por otro. Las mitocondrias tiene un desarrollo de sus crestas
muy marcado, denominadas tubulares, y espacios intramito-
condriales bien definidos.

Figura 4. Ciclo del epitelio seminifero. En A se puede observar un corte de
testiculo. En B se muestra el citoplasma de la célula de Sertoli y en som-
breado mas oscuro, el nicleo. Se muestran las células de la espermatogé-
nesis. En la mitad del dibujo se delinea la lamina basal. Desde ésta hacia
abajo se representa el intersticio. La serie de fotos (I a XIV) del panel C y
la representacion de las mismas células en la linea inferior permiten definir
qué células se encuentran en cada estadio. Esta clasificacion se basa en la
morfogénesis del acrosoma. Se esquematizan espermatogonias (A1, A2,
A3, Ad), estadios intermedios (Inty B) y espermatocitos (preleptotene (PL),
leptotene (L), zygotene (Z), paquitene (P), diplotene (D), M1, y M2). Ima-
gen adaptada (http://www.mcponline.org/content/10/3/M110.005991.
full.pdf+ html, Fig 2A).
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2.4 Avances en el conocimiento del desarrollo del flagelo

Maria Eugenia Cabrillana

Las Fibras Densas Externas (ODF, del inglés “Outer Dense Fi-
bers”) son el mayor componente citoesquelético del flagelo.
Encontramos nueve de ellas en la pieza media y siete en la
pieza principal; cada una posee una forma y tamafio caracte-
ristico y se distingue por microscopia electrénica una region
cortical mas electrondensa y una region medular, menos
electrondensa. Del andlisis en geles de poliacrilamida, se de-
duce que al menos seis polipéptidos mayoritarios componen
las fibras densas externas, y sus pesos moleculares oscilan
entre los 11 a 87 kDa (Eddy 2006, Oko 1988).

La primera proteina en conocer su identidad fue ODF1,
cuya localizacién es medular. Esta tiene un peso molecular
de 27 kDa, posee dos dominios funcionales, uno amino ter-
minal anfipatico que presenta una estructura alfa hélice, tipo
cremallera de leucina, que funcionaria como cebo para la in-
teraccién con otras proteinas. En la porcion media de ODF1,
entre los aa 129 y 203, se determind un dominio conservado
alfa cristalino caracteristico de Heat Shock Proteins (Kappé y
col. 2003). La porcién carboxilo terminal es una repeticion de
cisteina, glicina y prolina (Van der Hoorn y col. 1990; Bhullary
col. 2003; Rosales y col. 2007). Por otro lado, su elevado con-
tenido en cisteinas la convierte en blanco de cambios redox
durante el transito epididimario (Calvin y col. 1971). Ademas,
espermatozoides de ratones heterocigotas (+/-) para el gen
odf1, poseen alterada su capacidad de moverse progresiva-
mente (Yang y col. 2011).

La oxidacion de los sulfhidrilos durante el transito
epididimario genera un aumento en los puentes disulfuro,
lo que se traduce en una mayor estabilidad de la proteina.
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Esta disminucion en tioles disponibles se ha evidenciado por
la disminucion en la solubilidad de la proteina al SDS y por
la disminucién en la afinidad a marcadores especificos de
tioles, como lo es el monobromobimane (mBBr). Este es un
fluoréforo permeable a la membrana plasmatica de células
vivas (Kosower y col. 1987).

La especificidad de mBBr por ODF1 fue determinada
por espectrometria de masas, a través de la cual se conocie-
ron las cisteinas involucradas en la reaccion. Finalmente, si se
observan espermatozoides moéviles en presencia de mBBr se
puede detectar una disminucion en el movimiento progresi-
vo de los mismos (Cabrillana y col. 2011).
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Capitulo 3

Maduracidn del espermatozoide

Miguel Walter Fornés

Luego de abandonar el epitelio seminifero, los esper-
matozoides avanzan a través de la rete testis y dejan el tes-
ticulo por los tubulos eferentes que los transportaran a la
primera parte del epididimo o segmento inicial de la cabeza
del epididimo. En este trayecto, si bien menos estudiado, co-
mienza a extraerse parte del agua que viene del testiculo —es
una zona rica en aquaporinas con dependencia de estrégeno
y tetosterona (Oliveira y col. 2005) y también se ha descrip-
to la fagocitosis de espermatozoides (Sutovsky y col. 2001).
Como consecuencia de la retencién de agua, los espermato-
zoides terminan altamente concentrados al final del transito
epididimario. Ya en el epididimo, la gameta masculina sufre
una serie de cambios estructurales, funcionales, bioquimicos
y asociativos conocidos como “maduracion espermatica”,
gue en términos sencillos indica que el espermatozoide que
paso por el epididimo estd en mejores condiciones de fecun-
dar al ovocito cuando se enfrente a él durante la fertilizacién.
Aln le queda otra etapa antes de llegar al dvulo que es el tra-
yecto que realizara por el tracto genital femenino sufriendo
aqui otra serie de cambios conocidos como “capacitacion del
espermatozoide”. Ahora si, luego de madurar y capacitarse,
estara en condiciones de fecundar al évulo.

El colesterol y los esfingolipidos asociados a protei-
nas como caveolinas u otras, conforman microdominios de
membrana denominados balsas (raft en inglés) dentro de
la membrana plasmatica, tanto en espermatozoides como
otras células del organismo.
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Los espermatozoides tienen estos microdominios o
subdominios (sDM), como se explicd en el primer capitulo.
Durante el transito epididimario presentan caracteristicas si-
milares de membrana a los testiculares, tanto para colesterol
como para el esfingolipido denominado ganglidsido GM1.
Es decir, existe un predominio de estos componentes en el
dominio acrosomal de la cabeza y la pieza media del flagelo
de los espermatozoides. Durante la capacitacion esperma-
tica en el tracto genital femenino o su equivalente in vitro,
los espermatozoides sufren una pérdida de colesterol desde
estos sDM que desencadena toda una via de sefalizacion,
mientras que gangliésido GM1 se limita al acrosoma apical.
Los espermatozoides que sufren reaccién acrosomal pierden
tanto gangliésido GM1 como caveolina 1 desde el acrosoma
apical. Ademas, el bloqueo de gangliésido GM1 por la toxina
colérica en ovocitos o espermatozoides presenta una dismi-
nucidn significativa en la unién entre las membranas, esper-
matica y ovocitaria.

Estos cambios indican que estos componentes tienen
un comportamiento dindmico durante la vida espermatica
lo cual indicaria que el ensamblaje o el desmontaje de estas
estructuras ocurren en respuesta a los diferentes ambientes
por los que transita el espermatozoide y que son necesarios
para la fertilizacién.

3.1 Organizacion general del epididimo

El epididimo es un érgano tubular Unico de una longi-
tud considerable que se dispone globalmente como un sis-
tema de curvas, contra curvas y sobrepasos sin conectarse
entre si manteniendo la continuidad. Por ello la direccidn es
Unica, el tubo también, y el epitelio también es un continuo
aunque con variaciones regionales. Estos tubos en “zigzags”
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se van acumulando en unas regiones mas que en otras y per-
mite observar un sector inicial engrosado, denominado “ca-
beza del epididimo” o “kaput”; seguido de otro sector con
menos curvas, mas alargado, denominado “cuerpo” vy, final-
mente, otra zona con mayor nimero de giros y mayor dia-
metro del mismo tubulo que da una regién mas gruesa de-
nominada “cola” o “cauda epididimaria”. Estas tres regiones
coinciden con diferentes funciones que ejerce el epididimo
sobre los espermatozoides que estan transitando.

El espermatozoide que llegd del testiculo via conductos
eferentes ingresa a la cabeza del epididimo acompafiado de
las secreciones del tubulo seminifero. Aqui se absorbe parte
de ese fluido —sobre todo agua— generandose un mecanismo
de corriente que explicaria en parte el transito desde la rete
testis al epididimo. No se puede descartar que células con
funcidén contractil de la pared de estos tubulos tengan efecto.

3.2 Histologia del epididimo

El epitelio, en general, es cilindrico seudoestratificado
con estereocilios® en la superficie luminal. La mayor parte de
estas células son las denominadas “células principales” que
tienen funciones absortivas y secretorias (Fig. 1).

El segmento de cuerpo también posee el mismo epite-
lio pero de menos altura, en tanto que en cauda, el epitelio

9 Seudoestratificado: Se aplica a epitelios de células cilindricas en los que parece
que las células estuviesen a diferentes alturas pero solo los nucleos se colocan a
diferentes niveles, todas las células contactan con la membrana basal y por su zona
apical llegan a la superficie luminal.

Esterocilios son microvellosidades gigantes, no son un cilio grande. No poseen
movimiento ya que no tiene los microtubulos centrales tipo 9+2. Si aumentan
notablemente la superficie de contacto/intercambio entre espermatozoides y el
epitelio. Estereocilio es una proyeccion de la membrana citoplasmica similar a una
vellosidad clasica pero su largo es muy superior tal es asi que en ocasiones parecen
llenar la luz del epididimo.
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comienza al inicio a disminuir de espesor y hacia el conducto
deferente es cubico simple.

Entre las células principales se han descripto otros tipos ce-
lulares como las denominadas células pincel, de Clara y otras
con funciones aun por definir.

3.3 Fisiologia del epididimo

El epitelio descripto debe cumplir con las funciones
principales de cada regién epididimaria. Tal es asi que la se-
crecidon, mayormente andrégeno dependiente, esta vincula-
da a las funciones que debe realizar cada una de las regiones.

La primera region —kaput— debe absorber el fluido que
acompafia a los espermatozoides mas arriba comentado. En
tanto que el cuerpo secreta una serie de proteinas, glicopro-
teinas y factores capaces de promover la maduracion esper-
matica. Mientras que la cauda epididimaria es la encargada
de almacenar los espermatozoides maduros hasta el mo-
mento eyaculatorio. Una revisidn reciente puede completar
estas ideas (Cooper 2011).

En el corpus se verifica que el epitelio vuelca sus se-
creciones, como proteinas (véase el review de Cohen vy col.,
2011 para una de ellas, la CRISP 1) y también de enzimas de
tipo hidroliticas, hidrolasas acidas, destinadas a asociarse a
la membrana del espermatozoide o regular funciones como
la asociacion de los espermatozoides y/o etapas posteriores
gue debe cumplir el espermatozoide como reaccién acroso-
mal o fertilizacion (véase “Avances” mas adelante). Pero si
resulta curioso que la secrecion contribuye a un ambiente
madurante —extracelular— por el que viajan las gametas, tam-
bién lo es que parte de la secrecion es por exocitosis en la
gue pequeias vesiculas abandonan el epitelio epididimario
(Review: Sullivan Ry col., 2007; Fornésy col., 1991 ay b).

38



Biologia de la gameta masculina

Caputepididimario Caudaepididimario

Figura 1. El tubulo epididimario se puede observar en cortes histolégicos
convencionales como tubos paralelos separados por espacios triangula-
res ocupados por tejido conectivo laxo con gran vascularizacion. El epite-
lio estd constituido por células denominadas principales —lejos, las mas
abundantes— cilindricas, altas y con un nucleo Unico y central. La altura
de ellas es maxima en la zona de caput y disminuye hacia la zona distal.
Entre las células principales aparecen otras mas claras en coloracion —de
alli su nombre de células claras— con su nucleo hacia la zona apical y gran
cantidad de vacuolas hacia basal (flecha). También se pueden observar
las llamadas células basales ubicadas sobre la membrana basal, discre-
tas de nucleo redondo y escaso citoplasma (cabeza de flecha blanca). Los
espermatozoides dentro de la luz del epididimo parecen desordenados o
en corrientes, a veces como remolinos, sin embargo, en tridimensién son
avenidas que aseguran que los espermatozoides entren en contacto con la
superficie ciliada de las células principales. Magnificacidon: A=25X; B=10X
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3.4 Avances en la asociacion de espermatozoides: Asocia-
cion de espermatozoides durante el transito epididimario:
éuna etapa en la maduracion?

Maria de los Angeles Monclus

En varias especies de mamiferos los espermatozoides
se asocian como consecuencia del transito epididimario, es
decir, la interaccién de espermatozoides entre si se observa
solo a partir de la regién del cuerpo del epididimo (Simeone
y col., 1931; Fawcett y col.,1963; Martan y col., 1973; Yanagi-
machi y col., 1976; Martan 1970; Heath y col., 1987; Brizy
col.,1995; Fornésy col., 1990y 1994; Monclusy col., 2007 y
2010). Esto sugiere una relacién estrecha entre la asociacién
de espermatozoides entre si y la maduracién epididimaria.
Hasta el momento, el significado biolégico de estas interac-
ciones no ha sido esclarecido ya que en la mayoria de los
casos, una vez liberados al tracto reproductor femenino es-
tas asociaciones de espermatozoides se desensamblan dan-
do lugar a la liberacién de espermatozoides no asociados. Se
han hecho muchas especulaciones al respecto: en cobayo las
uniones que se establecen entre las membranas de los es-
permatozoides que forman los Rouleaux podrian proveer un
direccionamiento en los eventos de fusién de membranas en
la reaccién acrosomal (Flahertyy col., 1991). También se ha
postulado que la formacidén de Rouleaux preserva la viabili-
dad espermatica y previene una posible reaccién acrosomal
prematura (Tungy col., 1980). Otros autores especulan acer-
ca de la implicancia de las asociaciones de espermatozoides
en las estrategias reproductivas masculinas. En algunas es-
pecies en las cuales las hembras exhiben un comportamien-
to “promiscuo”, la asociacion de espermatozoides de cada
macho entre si les confiere mayores chances de fecundacion
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gue los espermatozoides aislados, en el caso de que mas
de un macho copulara con la misma hembra (Cooper y col.,
2010; Pizzari y col., 2008; Foster y col., 2010). Un ejemplo
interesante es el ratdn Apodemus sylvaticus. En esta especie,
los espermatozoides conforman un “tren” de espermatozoi-
des que se desplaza a mayor velocidad que los espermato-
zoides aislados (Moore y col.,2002). Este autor sugiere que
este comportamiento es altruista, dado que cada esperma-
tozoide colabora con los demas para llegar a fecundar el ovo-
cito, aunque comprometa su propia capacidad fecundante.
No se ha logrado hasta el momento un consenso entre los
distintos trabajos respecto a la definicidon de “asociacion de
espermatozoides”, ni se ha podido establecer una denomina-
cién Unica en las distintas especies de mamiferos, lo cual ha
dificultado el estudio comparativo de este fendmeno. Desde
los cldsicos Rouleaux en Guinea pig hasta los trabajos mas
recientes en rata, ratdny echidna (Djakiew y col., 1983) los
autores se han enfocado principalmente en realizar una des-
cripcion morfolégica detallada de este fendmeno. Sin embar-
go, se han llevado a cabo algunas aproximaciones tendientes
a caracterizar la naturaleza del material presente entre ca-
bezas de espermatozoides que los mantendria asociados. En
una publicacién reciente, y basandonos en trabajos previos
gue describieron el aspecto de las Rosetas en los segmen-
tos distales del epididimo de la rata, consideramos que los
espermatozoides durante su transito deben tomar contacto
con un factor (o factores) presente/s en el lumen caudal para
asociarse el uno al otro. Mediante ensayos in vitro intenta-
mos recrear el fendmeno de asociacién de espermatozoides
en Rosetas que se verifica in vivo en el lumen epididimario.
La experiencia consistio en co incubar espermatozoides no
asociados extraidos de la cola del epididimo con varias frac-
ciones de proteinas obtenidas del fluido epididimario caudal.
Luego de establecer la fraccién mas activa en cuanto a su
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capacidad de re asociar espermatozoides, las proteinas pre-
sentes fueron caracterizadas por espectrometria de masas
MALDI-TOF. Entre las proteinas identificadas encontramos
dos miembros de la familia de inhibidores serin proteasas
(SERPINAS): Alfa -1 Antitripsina y una nueva proteina con un
dominio tipo Alfa -1 Antitripsina que incluye una secuencia
compatible con el centro reactivo caracteristico de esta fa-
milia proteica. Estas serpinas podrian desempefiar un papel
en el proceso de ensamble/desensamble de las Rosetas por-
gue modulan de este modo la actividad de proteasas pre-
sentes en el lumen. Al respecto existen antecedentes previos
(Cesari y col.,2010) en los que las Serina proteasas juegan
papeles claves en muchos procesos relacionados con la fer-
tilizacién, pero hasta el momento no ha podido establecerse
inequivocamente la relacion "una sola enzima- un Unico pro-
ceso". Esto podria deberse a que los espermatozoides tienen
multiples serin proteasas, reguladas a su vez por multiples
inhibidores como un mecanismo para asegurar el éxito de
fertilizacién.
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Capitulo 4

Adquisicion de la capacidad para fertilizar al

ovocito
Andreina Cesari

Como ya hemos visto, el espermatozoide, al abando-
nar el testiculo a través de los tubulos seminiferos, debe atra-
vesar el epididimo donde sufre un proceso de maduracion.
Ahora bien, estas células aiin no son capaces de fertilizar un
ovocito (denominado asi porque en la mayoria de los mami-
feros la gameta femenina es ovulada en un estadio de |la ovo-
génesis denominado metafase Il) sino que todavia requieren
de cambios que suceden justo antes del encuentro entre
las dos gametas. Esto se descubrié en el afio 1951, cuando
Chang y Austin (Eddy 2006) observaron que los espermato-
zoides eyaculados de varias especies de mamiferos no eran
capaces de fertilizar ovocitos si no permanecian un tiempo
en el tracto de la hembra durante el periodo previo a la ovu-
lacién. De sus observaciones dedujeron que los espermato-
zoides sufrian cambios en ese periodo que en su conjunto los
denominaron “capacitacion”.

La capacitacion hoy puede ser definida como una
suma de cambios que permiten al espermatozoide adquirir
la capacidad de fertilizar al ovocito. Estos cambios pueden
resumirse en una lista de reacciones en distintas partes de la
célula espermatica que vamos a detallar a continuacion.

Los procesos asociados a la capacitacidon espermatica
pueden ser descriptos de acuerdo a un numero de criterios.
Temporalmente, sefiales del medio extracelular se unen a re-
ceptores de la superficie y desencadenan eventos internos
de sefializacién que culminan en dos procesos fisioldgicos
fundamentales: la reaccién acrosomal y el cambio en el pa-
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tron de movilidad del flagelo, o hiperactivacion. Sin embargo,
para que comience este proceso la superficie espermatica es
remodelada de modo tal que se exponen moléculas que no
estaban disponibles en el espermatozoide eyaculado. Por
este motivo vamos a clasificar los eventos que ocurren du-
rante la capacitacion en: a) cambios en la superficie esper-
matica; b) cambios intracelulares, y c) cambios funcionales.

4.1 Cambios en la superficie espermatica

Como ya hemos visto, durante el transito por el epidi-
dimo, el espermatozoide adquiere moléculas en su superficie
y posteriormente se adsorben alli también macromoléculas
del fluido seminal. Probablemente, por un efecto de dilucion,
al ingresar en el tracto de la hembra se produce la desorcion
de estas moléculas y, como consecuencia, se exponen nue-
vas moléculas de superficie y se activan enzimas que estaban
inactivas por unién con ligandos de efecto inhibitorio. Este
efecto puede lograrse también in vitro por la eliminacion del
plasma seminal y posterior incubacion de espermatozoides
en un medio conteniendo moléculas con efecto “capacitan-
te” (seroalbumina bovina, bicarbonato, etc.).

Por otro lado, la composicidn lipidica de la membrana
plasmatica cambia durante la capacitacién. La membrana de
los espermatozoides, como ya hemos visto, esta constituida
por colesterol y fosfolipidos. Cuanto mas alta es la concentra-
cion relativa de los fosfolipidos respecto del colesterol, mas
fluida es la membrana. Previo a la capacitacion el colesterol,
por lo tanto, actla junto con proteinas integrales, como un
estabilizador de la bicapa. En el espermatozoide eyaculado
la cara externa de la membrana plasmatica esta enriquecida
en esfingomielina y fosfatidilcolina, y la cara intracelular con-
tiene esencialmente fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina,

48



Biologia de la gameta masculina

siendo esta asimetria mantenida por tres enzimas denomi-
nadas flipasa, flopasa y escramblasa. Durante la capacita-
cion, la distribucion asimétrica de los fosfolipidos colapsa y
se ha descripto que se expone fosfatidilserina que puede ser
detectada por medio de Annexina-V (Kotwicka y col. 2002).

Se ha observado que la adicion de HCO, a niveles si-
milares a los que se encuentran en el tracto de la hembra
resulta en la pérdida de la asimetria y consecuentemente,
el egreso de colesterol. No se conoce exactamente cual es la
funcién de esta pérdida de colesterol, sin embargo, para que
la que capacitacién ocurra in vitro, es necesaria la presencia
de moléculas aceptoras de colesterol como BSA, ciclodex-
trinas o lipoproteinas de alta densidad (Florman y Ducibella
2006). A su vez, la concentracion de colesterol y la exposi-
cién de fosfatidilserina varia entre las zonas de la membrana
plasmatica, siendo mas alta en microdominios ubicados en la
region del acrosoma (Cross 1998), por lo que se supone que
el eflujo de colesterol puede estar relacionado con la relo-
calizacidon o cambio conformacional de proteinas receptoras
gue regulan cascadas de sefializacién. Sin embargo, algunos
trabajos muestran que en estos microdominios el eflujo de
colesterol no se produce (Boerke y col. 2008).

Por el otro lado, la membrana espermatica en los ma-
miferos se encuentra polarizada a causa de la diferencia en
la concentracion idnica intra y extracelular que se mantiene
por la presencia de transportadores y canales idnicos presen-
tes en la célula (Visconti y col. 2011). Esta polaridad se altera
durante la capacitacién, aumentando 30 Unidades respecto
de un potencial en reposo de 235-245 mV cuando se incuban
los espermatozoides en un medio capacitante in vitro debido
a un aumento en la permeabilidad al K* elevacidon de la con-
centracidén de Ca? intracelular y disminucién en la concen-
tracion de Na* intracelular (De La Vega-Beltran y col. 2012).
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4.2 Cambios intracelulares

Los cambios en el interior de la célula se pueden dividir
en eventos tempranos y tardios, siendo ambos parte de una
cascada de transduccién de sefiales cuyos segundos mensa-
jeros son objeto de intensa investigacion en los Ultimos afios.

Al'inicio de la capacitacion, ingresa HCO_, al esperma-
tozoide por medio del cotransportador Na*/HCO, lo que pro-
duce un aumento del pH intracelular (mayor a 0.3 unidades).
Es importante sefalar que la concentracion de HCO3- es baja
en el epididimo y alta en el plasma seminal y el oviducto (Tra-
visy col. 2001). El aumento en la concentracion de HCO, acti-
va la adenilato cilclasa soluble (ACS), provocando una subida
de cAMP vy, consecuentemente, la activacion de la proteina
kinasa A (pKA), quien inicia una cascada de forforilaciones
gue culmina con la tipica fosforilacién de varias proteinas en
residuos tirosina (Salicioni y col. 2007).

Por otro lado, se produce un ingreso de Ca*? desde el
medio extracelular a través de distintos tipos de canales es-
pecificos regulados por los cambios de voltaje de la mem-
brana plasmatica o por ligandos especificos (progesterona,
proteinas de la zona pelucida, etc.). Este ingreso transitorio
de calcio es en si mismo una sefal que prepara a la célula
para los dos eventos mencionados: hiperactivacién y reac-
cién acrosomal.

Por otro lado, se ha reportado un incremento de éxido
nitrico (NO) en espermatozoides de varios mamiferos duran-
te la capacitacion (Zalazar y col. 2012; Revelli y col. 2002).
Este aumento provocado por la actividad de alguna de las
isoformas de la Nitrato sintasa (NOS) se ha asociado al acti-
vacién de una guanilato ciclasa de membrana (GCm); si bien
el rol del cGMP en espermatozoides aln no esta esclarecido
aunque algunos autores han propuesto que existe un cross-
talk entre cAMP y cGMP (Revelli y col. 2002). Estos eventos
intracelulares se resumen en la Fig. 1.
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Figura 1. Cambios de membrana e intracelulares que ocurren durante la
capacitacion espermatica. Basado en trabajos de distintos autores (Viscon-
ti y col. 2011; Witte y col. 2007; Salicioni y col. 2007) se pueden resumir
estos cambios de la siguiente forma: en presencia de moléculas acepto-
ras de colesterol (BSA, metilciclodextrina) sale colesterol de la membrana
plasmdtica, ingresa HCO, y Na* provocando hiperpolarizacién de la mem-
brana y aumento de pH intracelular. A su vez esto activa la adenilato clicla-
sa soluble (ACS) que induce la activacion de proteina kinasa A (PKA) quien
produce fosforilacion de proteinas en ser/thr y otras kinasas, que luego
provocan la activacién de tirosina kinasas con la consecuente fosforilacion
de proteinas en tirosina. La PKA a su vez activa la escramblasa que induce
cambios en la bicapa lipidica facilitando la salida de colesterol. El cambio
en la membrana permite el ingreso de Ca?" que participa en la activacion
de las kinasas y en la activacion del flagelo para la hiperactivacién. Otro
efecto de la hiperpolarizacion de la membrana es la activacién de la salida
de Ca*? de reservorios internos preparando a la célula para responder a los
inductores naturales de la reaccién acrosomal, la cual a su vez se induce
por el aumento en la concentracién de cGMP en respuesta a un aumento
de oxido nitrico (NO) que ocurre durante la capacitacién, probablemente
debido al aumento de calcio intracelular que activa las oxido nitricos sinta-
sas calcio dependientes.
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4.3 Cambios funcionales

Hiperactivacion: Cuando se incuban espermatozoides
epididimarios o eyaculados pero depletados de plasma se-
minal de mamiferos en un medio isotdnico no capacitante
(es decir sin BSA y sin bicarbonato) las mayoria de las células
baten sus flagelos de manera simétrica provocando un nado
recto progresivo. Sin embargo, luego de un periodo en me-
dio capacitante o en espermatozoides extraidos del oviducto
se produce un aumento en la frecuencia del movimiento y
flexion del flagelo, gran amplitud del desplazamiento lateral
de la cabeza describiendo una trayectoria curva y tortuosa,
gue es caracteristica de cada especie (Florman y Ducibella
2006) (Fig. 2).

Este cambio en el patron de movimiento otorga al es-
permatozoide la capacidad mecanica de atravesar medios
viscosos como el mucus del oviducto y la zona pelucida del
ovocito, ademas de permitirle liberarse de la adhesién transi-
toria al epitelio del oviducto, seleccionando de alguna forma
la poblacién que llegara finalmente al ovocito para la fertili-
zacion.

Reaccién acrosomal: Se trata de un evento exocitotico
mediado por sefiales especificas en el que el espermatozoi-
des pierde la membrana mas externa de la vesicula acroso-
mal, en la regién apical de la cabeza (Fig. 2). A nivel celular
reaccion acrosomal se ha caracterizado al microscopio elec-
trénico en cinco etapas (Gadella 2008):

Etapa 1) Acrosoma, membrana acrosomal externa y
plasmatica intactas, matriz acrosomal homogénea vy
compacta.

Etapa 2) Hinchamiento de la matriz acrosomal.

Etapa 3) Formacion de vesiculas dentro del capuchén
acrosomal por la fusién en multiples puntos entre la
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membrana acrosomal externa y la membrana plasma-
tica.

Etapa 4) Pérdida de la matriz acrosomal.

Etapa 5) Pérdida de las membranas plasmatica y acro-
somal externa en la regidn apical y exposicidn de re-
giones de la membrana en la zona ecuatorial.

Bioquimicamente la reacciéon acrosomal se caracteri-
za por la activacién y liberacion de las enzimas acrosomales,
muchas de las cuales son enzimas liticas que contribuyen
en la penetracion del ovocito. Si bien se ha demostrado que
la reaccién acrosomal es un pre-requisito para la fusién del
espermatozoide con el ovocito, probablemente debido a la
exposicién de dominios de la superficie espermatica claves
para la interaccion con el ovocito, el lugar especifico en el
gue ocurre la reaccién acrosomal depende de la especie. Re-
cientemente, en ratones se ha demostrado que la exocitosis
del acrosoma ocurre previamente a la unién con la zona pe-
lucida del ovocito (Hirohashi y col. 2011).

Capacitacion

Hiperactivation del flagelo Reaccionacrosomal

Figura 2. Representacion esquematica de los cambios desencadenados a
partir de la capacitacion espermatica.

53



Enrique Castellén / Andreina Cesari / Walter Fornés

4.4 Avances en el estudio de inhibidores de serina protea-
sas que regulan la fisiologia espermatica

Lucia Zalazar

Existen dos factores importantes que determinan el
potencial reproductivo del macho en la mayoria de los ma-
miferos: la eficiencia de la espermatogénesis y el funciona-
miento de las glandulas accesorias, las cuales, como ya se ha
mencionado, secretan sus componentes al plasma seminal.
Se tiene evidencia de que el balance estequiométrico entre
serina proteasas e inhibidores en este medio determina la
ocurrencia de dos procesos fisioldgicos importantes: la ma-
duracion y la capacitacién espermatica, eventos necesarios
para la adquisicién de la capacidad fertilizante del esperma-
tozoide (Cesari y col. 2010).

Las serina proteasas forman parte del grupo de pro-
teasas que mads recientemente se ha caracterizado y es la
familia proteolitica mas grande. Su nombre se debe al resi-
duo serina en el centro activo. La familia estd dividida a su
vez en: proteasas de tipo quimotripsina (incluyendo tripsina
y quimotripsina), subtilasas, carboxipeptidasas y proteasas
Clp. Estas proteasas actuan en forma secuencial y programa-
da promoviendo la maduracién y capacitacion de la gameta
masculina de modo que asegure el éxito en la fertilizacion
del ovocito a través de mecanismos moleculares poco cono-
cidos. La accidn de proteasas debe ser regulada para que su
actividad sea adecuada en intensidad, lugar y tiempo. Este
fendmeno de regulacién es llevado a cabo por inhibidores o
activadores que aun se encuentran parcialmente caracteriza-
dos, molecular y funcionalmente.

Una vez que abandonan el testiculo, los espermatozoi-
des se asocian durante el transito epididimario completando
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la maduracién y almacenamiento. En este proceso las células
adquieren proteinas en su superficie provenientes del flui-
do epididimario que forman asociaciones proteina-proteina
muy estables, en las cuales participan glico-proteinas que ad-
hieren las cabezas espermaticas, proteinas con dominios de
fibronectina, serina proteasas e inhibidores de tipo Serpina o
Kunitz (Monclus y col. 2007). Mas tarde, en contacto con el
plasma seminal, el espermatozoide sigue incorporando mo-
léculas provenientes de glandulas accesorias en su superfi-
cie, estabilizando las membranas y manteniendo la célula en
estado decapacitado.

Durante la capacitacion espermatica en el tracto re-
productor de la hembra, se desensamblan las asociaciones
y los espermatozoides pierden gran parte de las proteinas
adheridas a su superficie, lo cual podria estar mediado por
serina proteasas (extracelulares o asociadas a la membrana
plasmatica) e inhibidores. Por otra parte, en el momento en
el que los espermatozoides sufren la reaccion acrosomal se
liberan proteasas acrosomales, que participan en la lisis de
la zona peldcida permitiendo la fusién con el ovocito (fertili-
zaciodn). Estos eventos descriptos aseguran el éxito de la fer-
tilizacién y requieren que las serina proteasas participantes
sean reguladas adecuadamente.

Asi, la existencia de inhibidores de serina proteasas
presentes en el plasma seminal y en las glandulas sexuales
masculinas ha sido reportada en muchas especies de mami-
feros (Cesari y col. 2010; Cechova y Jonakova 1981). Sin em-
bargo, aun cuando las serina proteasas estdn ampliamente
distribuidas en la cabeza del espermatozoide y se ha demos-
trado que la fertilizacidn se inhibe en presencia de inhibido-
res de serina proteasas exogenos, las bases moleculares de
esta regulacién no han sido del todo elucidadas. Se conoce
parcialmente la relacidn entre la actividad inhibitoria de pro-
teasas y la regulacién de algunos procesos fisioldgicos que
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ocurren en el espermatozoide como la capacitacién, hiperac-
tivacion del flagelo y la reaccién acrosomal, procesos como
ya se ha mencionado, desencadenados principalmente por la
entrada de Ca*> y HCO, dentro de la gameta.

Los inhibidores de serina proteasas se encuentran cla-
sificados en la actualidad dentro de cuarenta y un familias de
inhibidores, segun la similitud en la secuencia de aminoaci-
dos entre los miembros de una misma familia. Las familias
de inhibidores: 11 (Kazal), 12 (Kunitz) e 14 (serpinas), estan
representadas por un gran numero de inhibidores y muchos
de sus miembros estarian asociados a la regulacion de la fer-
tilizacién. Mediante otra clasificacién los inhibidores de seri-
na proteasas se dividen en tres grandes grupos: inhibidores
candnicos, no candnicos e inhibidores de tipo serpina. Esta
clasificacion depende de su mecanismo de accién y de su ho-
mologia estructural (dominios caracteristicos) con proteinas
ya caracterizadas. Un rasgo caracteristico en los inhibidores
de serina proteasa es que son péptidos de bajo peso mole-
cular (3-21 kDa) ricos en puentes disulfuro, con excepcién de
las serpinas que pertenecen a un grupo de inhibidores cuyas
masas estan entre los 35 y 50 kDa. Hasta hace unos afios se
especulaba que los inhibidores de proteasas eran especifi-
cos para uno solo de los cuatro tipos de mecanismos de pro-
tedlisis que existen de proteasas (serina, cisteina, aspartil o
metaloproteasas). Sin embargo, aunque se conocen de estos
ejemplos, existen en la actualidad multiples casos de protei-
nas que son capaces de inhibir varios tipos de proteasas.

Los primeros estudios sobre inhibidores de serina pro-
teasas en espermatozoides surgieron a partir del estudio de
la serina proteasa acrosomal: acrosina. Se creia que la acti-
vidad proteolitica descripta para esta proteasa le permitia al
espermatozoide unirse y penetrar la zona pelucida del ovo-
cito. Los primeros inhibidores de acrosina descriptos corres-
pondian a polipéptidos secretados desde la vesicula seminal
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estructuralmente similares a inhibidores de la familia 11 que
interactuaban con la proteasa de una forma sustrato-rever-
sible. Estos péptidos han sido localizados en la membrana
acrosomal externa y solubles en el fluido epididimario y el
plasma seminal (Cesari y col. 2010). Luego se identificaron
SPINK2 y SERPINA5 (PCl) como inhibidores de acrosina. El
primero es un inhibidor de tipo Kazal que inhibe tripsina/
acrosina (I1) y es sintetizado principalmente en vesicula se-
minal y testiculo. Esta proteina ha sido reportada en huma-
no, ratén, rata, mono, entre los mas importantes y predicha
en bovino (Cesari y col. 2010). Recientemente se demostro
gue ratones mutantes con niveles de SPINK2 disminuidos ex-
hibian alteraciones en la fertilidad y en la integridad del testi-
culo afectando la espermatogénesis (reduccidn en el nimero
de espermatozoides) y apoptosis de las células germinales
acompafiado por una elevada actividad de serina proteasas
(Lee y col. 2011). El inhibidor SERPINA5 (SERPINA A5, PCl)
gue pertenece a la familia 14 se encuentra en el plasma se-
minal y se expresa en varios tejidos reproductivos como en
testiculo, epididimo, prostata y principalmente en vesicula
seminal (humanos y ratones) en dénde es activo. Una vez
gue se produce la eyaculacién, SERPINAS pierde su actividad
al unirse e inhibir a activadores de plasmindgeno (urokinase-
type and tissue-type plasminogen activators) y al antigeno
especifico prostatico (PSA o kallikreina 3). Asi, este inhibidor
esta involucrado en la regulacion de la licuefaccién del se-
men. Por otro lado, también inhibe acrosina protegiendo los
componentes del tracto reproductor de ser degradados por
una liberacién excesiva de esta proteasa (Uhrin 2000).

Por otra parte, otro inhibidor de serina proteasas muy
similar a SERPINA5S que fue encontrado en el acrosoma es
NEXIN (serpin 1 o plasminogen activator inhibitor-1), el cual
también pertenece a la familia de las serpinas (familia 14). Se
expresa en vesicula seminal de ratones adultos y se ha repor-
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tado también en humanos, bovinos y ratas. Se ha demostra-
do que el silenciamiento tanto del gen de SerpinA5 como de
Nexina produce infertilidad, sugiriendo que estos inhibidores
de serina proteasas estarian involucrados en algunas de las
etapas de la reproduccion incluyendo las del proceso de fer-
tilizacién (Cesariy col. 2010).

Otro miembro de la familia de las serpinas, HongrES1,
fue reportado en epididimo de rata y cobayo. HongrES1 ac-
tuaria como un factor decapacitante ya que por un lado se
vio que al regular negativamente su expresion mediante
ARNi, el porcentaje de espermatozoides capacitados aumen-
to significativamente, aunque en ensayos in vivo se redujo la
fertilidad acompafado por alteraciones fenotipicas en fetos
y crias. Por otro lado, se reportd que prevendria la entrada
de calcio al espermatozoide desde el medio extracelular (Niy
col. 2009). Un inhibidor de tipo serpinas que también forma
complejos estables de inhibicién con proteasas de tipo trip-
sina es SPI3/SERPINB6. El mismo fue encontrado en testicu-
lo principalmente en células germinales de ratén (Charron y
col. 2006).

La familia Kunitz también esta representada en el
tracto reproductor masculino. En testiculo (humano, ratén y
rata), se ha encontrado al inhibidor de serina proteasas de
tipo Kunitz (familia 12) SPINT2 (Odet y col. 2006).

El inhibidor de serina proteasas epididimario, EPPIN
(SPINLW1) pertenece tanto a la familia de inhibidores de tipo
Kunitz (12) como de tipo WAP (117) por poseer dos dominios.
EPPIN se expresa bajo regulacion androgénica en epididimo
y testiculo (en humano, ratéon y mono principalmente). En el
eyaculado humano se lo encuentra formando un complejo
macromolecular de unidn a la cabeza del espermatozoide
compuesto a su vez por lactotransferrina, clasterina y se-
mengolina (SEMG1). EPPIN es el componente central de este
complejo, por lo que este inhibidor tendria un rol fisioldgi-
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co tanto en la defensa antimicrobiana, en la inhibicion de la
actividad proteolitica de PSA y la modulacién de la unién a
SEMG1 (O’Rand y Widgren 2012).

En cuanto a inhibidores de serina proteasas pertene-
cientes de familia Kazal (11) de importancia para la regulacion
de procesos asociados a la fertilizacion, ademds de SPINK2
ya mencionado, se conoce la existencia de otros inhibidores
(Cesari y col. 2010) entre los mds destacados: SPINK3 (vesi-
cula seminal de rata y ratdn), SPINK8 (epididimo de ratén y
humano), SPINK10 (epididimo de ratdn), SPINK11 (epididimo
y vesicula seminal de ratén), SPINK12 (epididimo de ratdn),
SPINK9 (testiculo humano), SPARC (secreted acidic cysteine
rich glycoprotein, testiculo de ratén) y FSTL (Follistatin-like 1,
epididimo de humano, ratdn, rata y bovino).

Mediante dos aproximaciones experimentales --elec-
troforesis bidimensional y cromatografia de afinidad tripsi-
na-agarosa- nuestro grupo reporté la presencia de SPINK3
en vesicula seminal de ratén. Se trata de un inhibidor que
se expresa en vesicula seminal bajo regulacidon androgénica
pero es constitutivo en pancreas. Ademads de poseer carac-
teristicas que definen a SPINK3 como un inhibidor de serina
proteasas de tipo tripsina, se une a la regidn acrosomal de
la cabeza de espermatozoides (Fig. 3). El mismo es conside-
rado un factor decapacitante ya que inhibe la incorporacion
de aproximadamente entre 30% y 50% del Ca** extracelular
(zalazar y col. 2012; Coronel y col. 1992), si bien aun no se
conoce ni el mecanismo mediante el cual regula la entrada
de calcio al espermatozoide ni cudl es la proteina blanco de
este inhibidor.
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anti-SPINK1

FITC

Figura 3. Inmunolocalizacién de SPINK3 unido a la cabeza del espermato-
zoide. (Tomada de Zalazar y col. 2012)

Algunos trabajos han sefialado que los inhibidores de
serina proteasas del tracto reproductor del macho, como es
el caso de SPINK3, se unen a los espermatozoides durante
la eyaculacién y son removidos de la superficie espermatica
durante la capacitacién que ocurre en el tracto reproductor
de la hembra (Ou y col. 2012). SPINK3 disminuye el porcen-
taje de células que experimenta reaccién acrosomal dada la
inhibicidn de la entrada de calcio y altera el patrdn de protei-
nas fosforiladas en residuos tirosina, evento involucrado en
la capacitacién del espermatozoide, sin embargo la actividad
inhibitoria de tipo tripsina de este inhibidor seria indepen-
diente de los efectos que tiene sobre la reaccién acrosomal y
la capacitacion. Por otra parte, nuestro grupo demostré que
los procesos fisiolégicos en los que estd involucrado SPINK3
se regulan a través de una reduccién del éxido nitrico endo-
geno (Zalazar y col. 2012). Por otra metodologia (empleando
un marcador que se fija a proteinas acrosomales del esper-
matozoide y fluoresce en presencia de calcio), recientemente
se reporté que SPINK3 no afectaria la capacitacién esperma-
tica (Ou y col. 2012).
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Asi, SPINK3, secretada desde la vesicula seminal, es
considerada en la actualidad una proteina multifuncional ya
gue tiene dos actividades reportadas. Por un lado, la activi-
dad inhibitoria de serina proteasa, la cual ain no ha sido bien
caracterizada ni se conoce la proteina blanco sobre la que
SPINK3 estaria actuando. Por otro, la actividad de tipo caltrin
(calcium uptake inhibitor) que podria considerarse un impor-
tante punto de regulacion en las cascadas de sefalizacion es-
permatica manteniendo al espermatozoide en un estado la-
tente hasta el momento de la reaccion con el ovocito (Fig. 4).

BSA/ progesterona
Efiujo de colestersl ca’ SPINK3

'[cd'\'-r }

tf[Ca‘’:] CaM _H"\{ 1 . arginina
Resarvorio det cuslio Ca.CaM —NOS
' €Nl)t-\_

ﬁ‘

* . Tug A . "
Reaccion (™Y Acrosomal ~ Cambiodel patron de
proteinas
fosforiladas en
residuos Tyr

Figura 4. Esquema que representa el efecto del inhibidor SPINK3 sobre la
fisiologia del espermatozoide. El eflujo de colesterol de la membrana del
espermatozoide (mediado por BSA o progesterona) promueve cascadas de
sefializacion. La unidn de SPINK3 a la superficie espermatica reduce la en-
trada de Ca? disminuyendo la actividad de la oxido nitrico sintasa (NOS)
calcio-dependiente, y provocando la reduccion de la concentraciéon del
oxido nitrico (NO). Bajo condiciones capacitantes, la presencia de SPINK3
produce una reduccidn en el porcentaje de células que sufren reaccion
acrosomal, y un cambio en el patrén de proteinas fosforiladas en tirosina,
eventos que puede ser suprimidos por la adicién directa de donantes de
NO. La adicidn de SPINK3 no tiene efectos sobre la motilidad espermatica
sugiriendo que las vias de sefalizacidn son distintas.

Reconocimiento: Parte de la investigacion de nuestro laboratorio
ha sido financiada por los proyectos PIP 273/11, PICT 2155/11 y
EXA 566/12
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Capitulo 5

Ambiente del espermatozoide

Lucia Zalazar y Andreina Cesari

Como ya hemos visto, el estado fisioldgico del esper-
matozoide se va modificando a medida que este atraviesa los
distintos drganos principales y secundarios de conducto mas-
culino y entra en contacto con sus productos de secrecidn.

Luego que el espermatozoide sale del epididimo y en-
tra en el conducto deferente hacia el tramo final donde sera
liberado como producto de la eyaculacidn, entra en contacto
con nuevas secreciones que provienen de las glandulas ac-
cesorias. Estas secreciones conforman el fluido seminal que
tiene gran importancia en la capacidad fertilizante de la ga-
meta masculina.

5.1 Glandulas anexas

Las glandulas sexuales accesorias no contienen ni
transportan espermatozoides pero son de gran importancia
para su funcionalidad. Las secreciones de estas glandulas
constituyen un pool que conforma la mayor parte del plasma
seminal rico en carbohidratos, sales de acido citrico, protei-
nas, aminoacidos, enzimas, vitaminas hidrosolubles y sustan-
cias minerales con un poder tampdn relativamente elevado.
La mayor proporcion del fluido seminal estd conformada por
las secreciones de la préstata y las vesiculas seminales, con
un aporte menor de las glandulas peri y bulbouretrales. De
aqui que el plasma seminal constituye un medio liquido es-
pecialmente apto para el desarrollo de las funciones vitales
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de los espermatozoides. Las glandulas anexas del aparato
genital entran en actividad tras la aparicién de la pubertad,
tienen un desarrollo variable de acuerdo con la especie, son
palpables, en parte, por via rectal en animales mayores, y en
los machos castrados son rudimentarias.

Las secreciones de estas glandulas se vierten a la ure-
tra en el momento de la eyaculacidn gracias a la contraccion
de las fibras de musculo liso presentes en su paranquima vy
gue estan inervadas por el sistema nervioso vegetativo.

Si bien no todas las especies poseen todas las glandu-
las accesorias, la mayoria de las glandulas accesorias del ma-
cho se describen como tubulo-alveolares ramificadas o com-
puestas. Sin embargo, la variacidn estructural entre especies
es muy grande. En los carnivoros, puede estar presente solo
la préstata, la cual cumple con las funciones secretoras de
todas las glandulas ausentes (Suarez 2006).

En el hombre se encuentran las vesiculas seminales, la
préstata, las glandulas bulbouretrales o de Cowper vy las glan-
dulas uretrales de Littre. En roedores, ademas, existen las
glandulas coagulantes, ampulares y prepuciales (Rugh 1990).

5.1.1 Vesicula seminal

La vesicula seminal o glandulas vesiculares son dos es-
tructuras en forma de saco, ubicadas en la cavidad pelviana
sobre la superficie postero-inferior de la vejiga urinaria. Se
caracterizan por sus estructuras tortuosas formadas por epi-
telio estratificado columnar y células cubicas ubicadas sobre
la lamina basal (Fig. 1).

En el hombre, el desarrollo de las vesiculas seminales
comienza a las 12 semanas del desarrollo fetal a partir del
mesonefro al igual que el epididimo y el conducto deferente.
La morfogénesis de las vesiculas seminales es dependiente
de los andrégenos testiculares, por lo que no hay un érgano
homologo en la mujer (Suarez 2006).
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Figura 1. Histologia de la vesicula seminal. Seccidn transversal de una ve-
sicula seminal humana. Se muestra la region del lumen vy el epitelio que
contiene los granulos secretorios. Magnificacion= 400X. (Foto: F. Cifuentes

Ph.D., LACYM).

Las vesiculas seminales del individuo maduro se en-
cuentran revestidas de epitelio secretor que produce un ma-
terial mucoide rico en fructosa, proteinas y pequefas canti-
dades de acido ascérbico, inositol, ergotonina, aminodcidos,
fosforilcolina y prostaglandinas. En medicina legal, tiene gran
importancia el contenido de flavinas en la secrecion de estas
glandulas. Las flavinas son pigmentos fluorescentes que de-
latan la presencia de manchas de semen.

La morfologia glandular y los productos de su secre-
cion son dependientes de los niveles de testosterona. Su
secrecién participa en el volumen del eyaculado. Contiene
células musculares lisas, que al contraerse durante la eya-
culaciéon vuelcan sus productos acumulados en el conducto
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deferente (Suarez 2006).

Mediante un mecanismo secretor denominado “apo-
crino”, las vesiculas seminales de algunas especies (conejo,
toro, caballo) son responsables de la formacion de particulas
membranosas denominadas “vesiculosomas”, muy similares
a los prostasomas (Aumdiller y col. 1999).

En los rumiantes, las glandulas tienen aspecto com-
pacto. En los equinos, en cambio, se observan estructuras
saculares externas verdaderas y el conducto central estd muy
dilatado. En los roedores, la secrecién de estas glandulas es
rica en moco y contribuye a la formacion del tapén vaginal.
En todos los carnivoros, las glandulas vesiculares estan au-
sentes.

5.1.2 Prostata

La prostata es una de las principales glandulas anexas
o0 accesorias del tracto reproductor masculino (Fig. 2). Su pre-
sencia es comun a todos los mamiferos, sin embargo, difiere
en sus caracteristicas anatdomicas, histoldgicas, bioquimicas
y funcionales entre las distintas especies. Su secrecidn cons-
tituye una fracciéon variable del volumen seminal y propor-
ciona una serie de sustratos, iones y enzimas que son im-
portantes para la sobrevida y funcién espermatica. Dada su
importancia, desarrollaremos este tema en un capitulo apar-
te (Capitulo 6).

5.1.3 Glandulas bulbouretrales o de Cowper

Estas glandulas estan presentes en casi todos los ma-
miferos, con excepcién de los caninos. En el desarrollo em-
brionario se originan a partir de proyecciones del sino uro-
genital que invaden el mesénquima adyacente de la uretra
primitiva. Tiene un origen similar a la prdstata y, al igual que
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Epididimo

Figura 2. Esquema de tracto reproductor masculino mostrando la ubica-
cién de la préstata y su relacién con las demas estructuras. (Imagen toma-
da de internet:http://urologiaperuana.blogspot.com/2011/06/cancer-de-
prostata.html)

ésta, se encuentra bajo el control de los andrégenos.

Una vez maduras, son glandulas ovoides y pares, de
2-3 cm de largo en el hombre. Sus secreciones son vaciadas
en la uretra y contindan hacia el plasma seminal. En los roe-
dores, se cree que son importantes en la formacion del tapén
mucoso luego de la copula. Estan envueltas en el musculo
bulbo-cavernoso y desembocan por separado en la uretra
con la que se encuentran en contacto a la altura del estrecho
posterior de la pelvis. Tienen una estructura lobulosa y los
I6bulos se encuentran divididos por tabiques ricos en tejido
conectivo. Su secrecion tiene como funcion limpiar y lubri-
car la uretra antes de la cépula, con el objetivo de facilitar
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el transito de los espermatozoides por este segmento que
constituye una via comun de los sistemas genital y urinario.

Su desarrollo varia de acuerdo con la especie, siendo
mas voluminosas en el cerdo, mientras que en el caballo y el
toro tienen aproximadamente el tamafio de una nuez, para
disminuir proporcionalmente en pequefios rumiantes y en el
gato, en tanto que estan ausentes en el perro.

5.1.4 Glandulas uretrales de Littre

Son estructuras tubulares localizadas en las invagina-
ciones de la mucosa de la uretra. En la mujer, las glandulas
homologas se denominan “Glandulas de Skene”, cuyo origen
embrionario es similar al de la préstata.

Las glandulas de Littre estan a su vez constituidas por
dos tipos de glandulas: las intra mucosas, que son pequenas,
muy numerosas en la regidn cavernosa de la uretra y locali-
zadas en la lamina propia; y las extra mucosas, de mayores
dimensiones con conductos que suelen abrirse en la uretra
formando dngulos agudos. Ambos tipos de glandulas segre-
gan una sustancia mucoide que conjuntamente con la secre-
cion de las glandulas de Cowper tienen la funcion de limpiar
y lubricar la uretra antes del paso de los espermatozoides.

5.1.5 Glandulas Ampulares

La ampulla o ampolla del conducto deferente consiste
en una zona engrosada de la porcién distal de este conduc-
to. El nombre “ampolla” es un tanto incorrecto por cuanto
no hay una significativa dilatacién de la luz central, si no un
aumento del grosor de la pared, causada por una ampliacion
del espesor de la lamina propia submucosa, la cual adquie-
re estructuras descritas como glandulas tubulo-alveolares
ramificadas, las cuales pueden tener aspecto sacular en los
rumiantes.
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Las glandulas ampulares secretan un liquido blanco le-
choso similar al de las glandulas vesiculares, cuya funcién no
es del todo clara. En los rumiantes, estas glandulas pueden
actuar como reservorios de espermatozoides viables, por lo
gue se puede justificar una funcién nutritiva para las secre-
ciones ampulares.

Existen variaciones entre especies: equinos, caninos y
rumiantes tienen ampollas bien desarrolladas; en los cerdos
el desarrollo es pobre y los felinos no la poseen.

ORGANO FUNCION

testiculo con tibulos

seminiferos duccion de

epididimo transporte y maduracién

conducto deferente transporte
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secreta un Muido que lubrica

glidndula de Cowper
y limpia la uretra

pasaje de la orina y los
espermatozoides

uretra

pene (N

chpula

Y

Figura 3. Representacion esquematica de la ubicacion y funcion de los 6r-
ganos del tracto reproductor masculino en los mamiferos. La distribucién
de los érganos varia con la especie. (Adaptado de http://en.wikibooks.org/
wiki/Anatomy_and_Physiology_of_Animals/Reproductive_System, con-
sultado el 15 de junio de 2013).
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5.2 Semen
5.2.1 Composicidn general del semen

El semen en humano es también conocido como fluido
seminal y estd compuesto en un 10% por espermatozoides
y en un 90% por plasma seminal (PS). Este ultimo en mami-
feros contiene las secreciones provenientes de las glandulas
accesorias (prdstata, vesicula seminal, glandulas bulboure-
trales o de Cowpery glandulas uretrales), del epididimo y del
conducto deferente. En el caso de animales como rata, ra-
tdn, conejo, cobayo y mono, ademas, poseen la glandula de
la coagulacidon que también libera sus secreciones al plasma
seminal.

El plasma seminal esta compuesto principalmente por
un 75% de agua y solutos que constituyen un medio isoto-
nico, cercano a la neutralidad, en el que la osmolaridad se
mantiene gracias a componentes organicos. Si bien la com-
posicién exacta depende de la especie y, a la vez, ésta cam-
bia luego de la eyaculacidn, se pueden encontrar electrolitos
(Na*, K*, Zn?*, Cu**y Fe?*), proteinas, péptidos y aminoacidos,
carbohidratos (principalmente fructosa), lipidos (fosfolipidos
y colestrol) formando microvesiculas, prostaglandinas, aci-
dos (citrico, piruvico, ascérbico y Urico), carnitina y acetilcar-
nitina, adrenalina, dopamina, entre otros. Recientemente se
reporto también la presencia de RNAs y micro-RNAs extrace-
lulares que provienen de varios drganos del sistema repro-
ductor masculino en concentraciones mayores a las reporta-
das para otros fluidos bioldgicos (1.75 mg/L) (Li y col. 2012),
cuya funcidn y origen no ha sido completamente elucidada.
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5.2.2 Funcion del fluido seminal

El plasma seminal provee un medio nutritivo y prote-
ge a los espermatozoides durante el transito de estas game-
tas a través del tracto reproductor de la hembra: modula la
respuesta inflamatoria tras la cépula (suprime la activacion
del sistema del complemento, la quimiotaxis de neutréfilos
polimorfonucleares (PMN) y la fagocitosis) (Troedsson y col.
2005), sus proteinas protegen selectivamente a los esperma-
tozoides vivos para no ser fagocitados por los PMN que estan
presentes en el utero. El PS juega un rol importante en el
transporte y eliminacién de espermatozoides muertos (Loo-
mis 2006), participa de manera importante en la maduracion
final del espermatozoide a través de cambios hormonales,
enzimaticos y modificacién de la superficie de membrana
espermatica; ademas de servir como vehiculo para los es-
permatozoides eyaculados (Muifio-Blanco y col. 2008). Dada
la composicion del semen el mismo tiene pH alcalino y por
esta propiedad permite neutralizar el medio acido (microflo-
ra propia que produce acido lactico) de la uretra y la vagina
de la hembra. Las aminas bdsicas, tales como putrescina, es-
permina, espermidina y cadaverina (mencionadas en detalle
en la préxima seccién) contrarrestan el ambiente acido de la
vagina, y protegen el ADN espermatico de la posible desna-
turalizacidn acida.

5.2.3 Aportes de drganos y glandulas accesorias al fluido
seminal

El testiculo de humanos aporta al fluido seminal apro-
ximadamente entre 200 y 500 millones de espermatozoides.
Mientras que la contribuciéon de espermatozoides al plasma
seminal en ratones es de 10-50, en la rata el eyaculado tiene
entre 10-60 millones de espermatozoides por ml (Sherwood

73



Enrique Castellén / Andreina Cesari / Walter Fornés

1997, http://www?2.0akland.edu/biology/lindemann/sper-
mfacts.htm , consultado el 15 de junio de 2013,)

Las glandulas bulbouretrales y uretrales de mamiferos
contribuyen al 3-6 % del contenido del semen (Fig. 4). Los
compuestos provenientes de estas glandulas son la galacto-
sa, acido sialico, galactosamina, espermina, la cual tiene acti-
vidad antimicrobiana y el mucus, el cual favorece el transito
de los espermatozoides a través de la vagina y el cérvix me-
diante la disminucion de la viscosidad del tracto reproductor.

Por otro lado, el 25-30% del total del semen es apor-
tado por la prdstata (Fig. 4) y consta principalmente de las
enzimas fibrinolisina, pepsinégeno, lisozima, amilasa, hialu-
ronidasa, fosfatasa acida y el ya mencionado antigeno espe-
cifico de prdstata (PSA), que esta involucrado en la catdlisis
de la reaccion bioquimica que provoca la licuefaccion del
semen coagulado. También forman parte del semen y son
de origen prostatico el acido citrico, fibrindgeno, iones cal-
cio, magnesio y zinc (ayuda a estabilizar el ADN en las células
espermaticas).

Por otra parte, los prostasomas son vesiculas mem-
branosas que son secretadas por las células epiteliales de
la glandula prostatica al plasma seminal mediante exoci-
tosis o diacitosis (Ronquist y Brody 1985). Sus membranas
lipoproteicas se caracterizan por tener una estructura muy
ordenada y fuerte similar a los raft de membrana. Los pros-
tasomas se fusionan a las células espermaticas en el medio
acido de la vagina de la hembra y modifica la composicion de
la membrana del espermatozoide. Estarian implicados en el
aumento de la motilidad de los espermatozoides (Stegmayr
y Ronquist 1982; Fabiani y col. 1994 y 1995), la licuefaccion
del semen (Carliniy col. 1997), la proteccién contra el ataque
de las defensas inmunes de la hembra durante el trayecto
del espermatozoide hacia el ovocito. Una amplia variedad
de proteinas han sido encontradas en los prostasomas: enzi-
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mas, proteinas estructurales y de transporte (actina, profilina
y anexinas), proteinas asociadas a transduccién de sefiales
(calmodulina, ubiquitina), chaperonas, ATPasas (permiten
el transporte de calcio hacia el interior de los prostasomas),
proteina kinasa, fosfatasa, fosfodiesterasa, PSA, entre otras.
El aporte de la vesicula seminal al semen es del 60-
75% de la composicién total del fluido seminal (Fig. 4). En-
tre los componentes de mayor importancia se mencionan:
aminoacidos, citrato, flavinas, vitamina C, fructosa, fosfo-
rilcolina, prostaglandinas, las cuales estan involucradas en
la supresion de la respuesta inmune desencadenada por la
hembra cuando el semen atraviesa el tracto reproductor de
la hembra (Remes Lenicov 2012). Las prostaglandinas tam-
bién influyen sobre el transito de los espermatozoides en el
tracto reproductor masculino y femenino facilitando el mo-
vimiento de los espermatozoides, ayudando a la contraccion
del musculo liso del utero y disminuyendo la viscosidad del
moco del cérvix; ademas de intervenir en la implantacién del
Ovulo fertilizado. También forman parte del semen, protei-
nas provenientes de las vesiculas seminales, muchas de las
cuales se unen a la superficie espermatica. Las proteinas se-
cretadas por las vesiculas seminales se pueden clasificar de
acuerdo a su funcién en:
e Proteinas de transporte: transferrina lactoferrina, etc.
e Proteinas estructurales: semengolina y fribronectina
¢ Proteinas decapacitantes
e Proteinas inmunosupresoras: translutaminasa, lacto-
ferrina, prostaglandinas
e Enzimas: anhidrasa carbonica, n-acetilglucosamini-
dasa, 5’-nucleotidasa, proteasas, fosfatasas, kinasas,
serina proteasas
¢ Inhibidores de enzimas: inhibidores de proteasas
e Antioxidantes, que protegen al espermatozoide en el
eyaculado de las especies reactivas de oxigeno
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Ademas de las proteinas incluidas en esta clasificacién,
en ratones se han reportado proteinas secretorias de la ve-
sicula (SVS | a VII), espermadhesinas (proteinas de unién a
heparina) y proteinas que contienen dominios de fibronec-
tina 1l, denominadas BSP (por Bovine Seminal Plasma don-
de se encontraron por primera vez). Estas ultimas tienen la
capacidad de interactuar con fosfatidilcolina de la superficie
espermatica, con lipoproteinas (de alta y baja densidad) y
con heparina. Estas caracteristicas les confieren a las BSPs
la capacidad de participar en la desestabilizacion y la esta-
bilizacion de la membrana espermatica. Las BSP son ubicuas
en el plasma seminal de mamiferos y estan funcionalmente
relacionadas con la capacitacién. En cuanto a las espermad-
hesinas se conoce que interactian con fosfatidiletamolamina
de la membrana espermatica, liberandose durante la capaci-
tacion, lo cual podria servir para el reconocimiento esperma-
tocito-ovocito.

Las secreciones provenientes de la vesicula seminal
contribuyen a la funcionalidad de los espermatozoides, como
es la coagulacién del semen dentro de los primeros cinco mi-
nutos. La formacion del codgulo ayuda a mantener al semen
en la vagina. Luego el semen se licua formando un liquido
viscoso (cinco a veinte minutos) y permite que los esperma-
tozoides puedan avanzar hacia ovocito.

En el caso de los roedores, como ratas, ratones y co-
bayos, el plasma seminal cuenta ademds con secreciones
proteicas de la glandula coagulante o Iébulo anterior de la
préstata (estructura muy desarrollada en la rata) que esta
localizada en la parte ventral de las vesiculas seminales y
adosada a ellas. La misma secreta al semen principalmente
dos proteinas, una de ellas una transglutaminasa conocida
como vesiculasa (Groos y col., 1999). La importancia de esta
proteina es que junto a otras proteinas de las secreciones
provenientes de la vesicula seminal permite, al momento de
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la expulsién del eyaculado, la coagulacion del semen forman-
do el ya mencionado tapdn vaginal en la hembra, evitando el
escurrimiento del semen por la misma, facilitando el pasaje
de los espermatozoides a través del cérvix uterino y evitando
gue pueda ser fecundada por otro macho. Se ha demostrado
una homologia entre el I6bulo medio de la préstata en huma-
nos y la glandula coagulante del ratén.

Glandulas
bulbo Liretrales
3-6%
II
l!
W Préstata
Aportesal 30%
Plasma Seminal

v -/}d}j’?.. L el
- /{Q . E<J|;ennat07bides

10%
'\\ /
Vesicula seminal

N/

N

60-75%

Figura 4. Aporte al plasma seminal de componentes provenientes de drga-
nos y glandulas accesorias.
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5.2.4 Caracteristicas generales del eyaculado

El volumen promedio de semen de una eyaculacion
en humanos es de 1,5 a 5 mililitros. Cuando el volumen es
constantemente menor a 1,5 ml se da una condicién de hi-
pospermia, y cuando es frecuentemente mayor a 5,5 ml la
condicidn se conoce como hiperspermia. La variacién en el
volumen depende de la abstinencia sexual previa y del nivel
de excitacidn durante la actividad sexual. El color del semen
en los mamiferos en general es normalmente blancuzco o
levemente amarillento, por las flavinas provenientes de la
vesicula seminal.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud se considera
normal a aquel semen humano que cumpla con los siguien-
tes parametros: volumen entre 2 mla 5 ml, pH de 7.2 a 8.0,
concentracion minima de espermatozoides de 15x10° esper-
matozoides/ml, es decir un total mayor a 40x10° espermato-
zoides por eyaculado, movilidad total mayor al 40% (motili-
dad progresiva + no progresiva), motilidad lineal progresiva
de al menos el 32% (medido dentro de los 60 minutos tras
haber colectado la muestra), y viabilidad (espermatozoides
vivos) no inferior al 75%. Al menos el 58% de los espermato-
zoides debe mostrar una morfologia normal. Niveles norma-
les de fructosa son de alrededor de 13 pumol por muestray la
licuefaccién completa del semen debe efectuarse dentro de
los primeros 60 minutos.

Los factores que pueden causar infertilidad en el ma-
cho son: la baja calidad del semen (bajo numero de esper-
matozoides, baja movilidad del mismos, espermatozoides
con morfologia anormal), las anomalias estructurales (eya-
culacién retrograda, bloqueo o extraccién de los testiculos
u otras estructuras reproductivas pueden tener efecto nega-
tivo sobre la fertilidad), desequilibrios hormonales que po-
drian interferir con la produccion de espermatozoides, tras-
tornos genéticos, sedentarismo, diabetes, entre otros.
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5.2.5 Avances en la utilizacién de plasma seminal para me-
jorar la calidad del semen congelado en especies de interés
pecuario

Federico Andrés Hozbor y Alba Veronica Ledesma

En los Ultimos afios, se ha prestado especial interés en
la capacidad del plasma seminal (PS) para modular la apti-
tud fertilizante de los espermatozoides, y cémo se relacionan
con los procesos asociados a la biotecnologias reproductivas.
Uno de los problemas que se ha abordado, esta relaciona-
do con la sobrevida y funcionalidad de los espermatozoides
luego de la congelacién. Durante la criopreservacion, las ga-
metas masculinas deben enfrentar tres puntos criticos: 1) el
descenso de temperatura, 2) el incremento en la osmolari-
dad de los medios intra y extracelulares, y 3) la formacién y
disolucion de cristales de hielo (Watson 2000).

El primer obstaculo para el espermatozoide tiene lugar
durante la etapa de enfriamiento, particularmente entre los
5y 209C, yseloconoce como “estrés por frio” o “cold shock”.
En condiciones fisioldgicas, la membrana plasmatica del es-
permatozoide responde al modelo del mosaico fluido, pero a
medida que desciende la temperatura, sus fosfolipidos cam-
bian de fase liquido/cristalino a gel, tomando una disposicién
mas compacta. Esto ocasiona una alteracién de la arquitectu-
ra de la membrana, formandose microdominios lipidicos con
una estructura de “no bicapa” y ambientes modificados de
proteinas (Watson 2000; Loomis 2011). Como consecuencia
de ello, la permeabilidad de la membrana al agua y a los
solutos se ve alterada, generandose un flujo de calcio hacia
el interior de la célula. Esto desencadena una cascada de se-
fializacion caracteristica de la capacitacién normal (Bailey y
col. 2000) que conduce a la reaccién acrosomal y una rapida
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muerte celular (Cormier y col. 1997; Gillan y Maxwell 1999;
Loomis 2011). La composicion lipidica de la membrana varia
entre especies, y esto determina que respondan de diferente
manera al estrés por frio (Holt 2000), siendo mas sensibles
aquellas cuyas membranas tengan bajo contenido de coles-
terol y mayor relacién de acidos grasos poliinsaturados/satu-
rados (ejemplos: toro, carnero vs. conejo y hombre) (Bailey
y col. 2000).

Los trabajos de Chang (1951; 1957), en los que se de-
mostrd que el PS puede revertir el estado de capacitacion
espermatica, sirvieron de base a una serie de investigaciones
orientadas a estudiar el rol del PS sobre la estabilizacién de
las membranas espermaticas, asi como en la identificacion y
aislamiento de dichos factores. Se han elegido como mode-
los bioldgicos a los espermatozoides de cerdos y ovinos, por
ser mas sensibles al estrés por frio. En los parrafos siguientes
haremos hincapié en los trabajos realizados en espermato-
zoides de carneros, destacando similitudes y diferencias con
otras especies domésticas.

Rol de las proteinas del plasma seminal

Numerosos trabajos han demostrado que el PS reduce
la pérdida de viabilidad y movilidad espermatica que ocurren
durante las etapas de dilucién (Pursel y col. 1973) y refrige-
racién en la criopreservacion (Catt y col. 1997; Barrios y col.
2000). Esto se deberia a que en ambas pasos del proceso se
produce una desestabilizacion de las membranas (Maxwell y
Johnson 1999). Uno de los componentes mayoritarios del PS
son las proteinas y han sido indicadas como responsables de
revertir (Ashworth y col. 1994; Maxwell y Johnson 1999; Ba-
rrios y col. 2000) o prevenir (Pérez-Pe y col. 2001) los dafios
ocasionados durante la criopreservacion. La capacidad del PS
para revertir los dafios ocasionados por el frio, acompafia la
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estacionalidad reproductiva propia del ovino, el cual se ve re-
flejado en su perfil proteico (Pérez-Pe y col. 2001; Dominguez
y col. 2008). En estos trabajos se observd que un grupo de
proteinas del PS se incrementaba en la estacién reproductiva
(otofio).

Se han identificado varias proteinas de bajo peso mo-
lecular (5-22 KDa) con capacidad de revertir los dafios ocasio-
nados por el estrés por frio (Barrios y col. 2005; Dominguez
y col. 2008). En carneros han sido estudiadas las RSVP14 y
RSVP20, de 14 y 20 KDa respectivamente, clasificadas dentro
de las fibronectinas con dominio tipo Il (Fn-2) (Caballero y
col. 2012) y sintetizadas exclusivamente en las vesiculas se-
minales (Fernandez-Juan y col. 2006). Las Fn-2 fueron des-
criptas por primera vez en bovinos, por lo que cominmente
se las conocia como proteinas BSP (bovine seminal plasma)
(Caballero y col. 2012). Proteinas homdlogas han sido iden-
tificadas en el plasma seminal de porcinos (Sanz y col. 1993;
Calvete y col. 1997), equinos (Menard y col. 2003), bovinos
(Manjunath y col. 2002), caprinos (Villemure y col. 2003), y
ovinos (Bergeron y col. 2005; Jobin y col. 2005; Bernardini y
col. 2009). Actualmente las siglas BSP han sido redefinidas
como “binder seminal plasma” para incluir en esta familia de
proteinas a las de todos los mamiferos (Leahy y Graaf 2012).
Nuestros trabajos (Bernardini y col. 2011) determinaron en
ovinos que ademas de RSVP20, hay otro grupo de proteinas
(lactoferrina, proteina secretoria del epididimo E1 y SNAP-29)
con capacidad de revertir los dafios de membrana en esper-
matozoides criopreservados. Contrariamente, en bovinos, se
determind que las BSP favorecen la capacitacion. Esto seria
posible debido a su afinidad por la heparina y lipoproteinas
de alta densidad (reconocidos factores capacitantes), y su
efecto estimulante sobre el eflujo de colesterol y fosfolipidos
de la membrana plasmatica (Manjunath y Thérien 2002).
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En conejos, la adicidon de PS posdescongelacion, me-
jord la motilidad y la integridad de la membrana plasmati-
ca en espermatozoides criopreservados (Bernardini y col.
2009b). Al igual que en el ovino, los perfiles proteicos del PS
mostraron variacion estacional, tanto en la proporcion rela-
tiva de proteinas analizadas segln su peso molecular como
en la abundancia de proteinas individuales (Bernardini y col.
2010).

Por otro lado, el plasma seminal del macho caprino
contiene fosfolipasas (EYCE y SBUII) sintetizadas en las glan-
dulas bulbouretrales. Estas enzimas hidrolizan la lecitina de
la yema de huevo (presente en los diluyentes seminales) en
acidos grasos y lisolecitina, que alteran la membrana plas-
matica de los espermatozoides induciendo la reaccién acro-
sémica y la decondensacion de la cromatina (Purdy 2006).
Por lo tanto, para criopreservar semen caprino se debe pro-
ceder a la eliminacidon del PS mediante lavados o emplear
diluyentes a base de lecitina de soja.

Rol de los lipidos del plasma seminal

Los lipidos como colesterol, esteroles analogos vy cier-
tos fosfolipidos, podrian ser considerados componentes crio-
protectores naturales del plasma seminal. Sin embargo, es
limitada la informacidn disponible sobre la funcion poten-
cialmente protectora del componente lipidico del plasma
seminal. Bernardini (2008) hallé que en ovinos, los fosfolipi-
dos mayoritarios (fosfaditilcolina, fosfaditilserina, fosfatidile-
tanolamina), fosfatidilinositol y colesterol del PS disminuian
después de la estacién reproductiva (otofo). En bovinos, el
colesterol presente en PS estd asociado a la calidad esperma-
tica, con una significativa variacion estacional (Beer-Ljubi¢ y
col. 2009).
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Si bien no es el tema de este apartado, podemos men-
cionar que se han realizado trabajos usando lipidos exdge-
nos (principalmente colesterol) para modificar la fluidez de
la membrana y disminuir los dafios ocasionados por el estrés
por frio a través del uso de B-ciclodextrinas (He y col. 2001;
Purdy y Graham 2004; Moore y col. 2005; Moce y col. 2010).
Recientemente se ha demostrado que el agregado de coles-
terol o colestanol a las membranas de espermatozoides me-
jora la supervivencia espermatica posdescongelacién en toro
(Moraes y col. 2010), carneros (Mocé y col. 2010) y padrillos
(Moore y col. 2005). Sin embargo, todavia no se han realiza-
do estudios de fertilidad in vivo.

Plasma Seminal y fertilidad de espermatozoides criopreser-
vados

Los estudios sobre fertilidad in vivo realizados con es-
permatozoides criopreservados tratados con PS son escasos
y contradictorios. Maxwell y Evans (1999) y McPhie y col.
(2000), reportaron que en ovinos la adicion de PS a esper-
matozoides congelados/descongelados y depositados en el
cuello uterino, incrementd las tasas de gestacion. Estos resul-
tados se contraponen con los de O’ Mearay col. (2007), quie-
nes no hallaron diferencias en la tasa de prefiez. En aquellos
trabajos donde se reportd un efecto positivo sobre la fertili-
dad, se elimind el diluyente antes de agregar el PS. Esto nos
hace pensar que podria producirse algun tipo de competen-
cia por los sitios de unién en la superficie espermatica.

En conejos, el incremento de la viabilidad y movili-
dad espermatica observado in vitro, no se vio reflejado en
la funcionalidad espermadtica. Los estudios sobre fertilidad y
prolificidad in vivo con espermatozoides incubados posdes-
congelacién con 10% de PS homalogo (de la misma especie),
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evidenciaron un efecto negativo del PS sobre los dos para-
metros (Gémez Vitolo 2012). Algo similar ha sido reportado
en cerdos, donde la suplementacidon con 10% de PS revirtio
la capacitacion en espermatozoides criopreservados, pero no
incrementd el nUmero de gametas masculinas en los reser-
vorios Utero-tubdricos ni la tasa de pariciones (Kirkwood y
col. 2008).

Debemos tener presente que en los eyaculados coe-
xisten subpoblaciones espermaticas que poseen diferentes
estados de maduracidn, capacitacién y edad (Abaigar y col.
1999; Muifio Otero 2008) y que esta heterogeneidad se redu-
ce durante la criopreservacién (Ollero y col. 1997). Pensamos
gue los factores capacitantes y decapacitantes del PS pueden
jugar un papel decisivo en la fertilidad del semen, a través de
la regulacién de las subpoblaciones espermaticas. Evidente-
mente, al perderse la heterogeneidad espermatica durante
la criopreservacion, modificamos la capacidad de regulacion
del PS. Esto nos obliga a trabajar en la identificacion de la
accion de cada componente para posteriormente poder ma-
nipular la sobrevida y funcionalidad espermatica.

Reconocimiento: Una gran parte de la investigacion de nuestro la-
boratorio ha sido financiada por los proyectos PIP-CONICET 114-
201001-00273, 112-200801-00232 y EXA 566/12.
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Capitulo 6

La Prdéstata

Enrique Castellon

Como ya hemos mencionado la prdstata una de las
principales gldandulas anexas o accesorias del tracto repro-
ductor masculino.

6.1 Anatomia y morfologia de la préstata

La glandula prostatica estd compuesta por tejido epi-
telial y estromal que estan en intima relacién estructural y
funcional. Tiene la forma de una castaia, su tamafio en el
humano es de aproximadamente 20 a 30 cc, y su peso alre-
dedor de 25 gr. Se situa por debajo de la vejiga y rodea una
parte importante de la uretra. Estd envuelta por una capsula
fibrosa que es una caracteristica exclusiva de la especie hu-
mana. En la préstata del hombre se distinguen cuatro zonas
histoldgicamente distintas (Fig. 1): Zona de transicion: repre-
senta menos del 10% del volumen glandular y se encuentra
rodeando la uretra. Es importante ya que es en esta zona
donde se desarrolla la hiperplasia benigna de la prdstata.
Zona central: corresponde a cerca del 20% de la glandula y se
sitla cercana a las vesiculas seminales. Posee acinos grandes
de contornos irregulares y un estroma laxo. Zona anterior:
corresponde principalmente a estroma fibromuscular y re-
presente cerca de un 15% del la glandula. Zona periférica:
representa el mayor porcentaje de la prdstata y se sitda en
la cara posterior de la glandula. Posee acinos pequefios y re-
dondos y un estroma compacto. Es importante ya que en ella
se desarrolla el 90% de los carcinomas prostaticos.
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Uretra prostatica

omeiheg

A - Zona central
B - Zona fibromuscular
C - Zona de transicién
D - Zona periférica

E - Regi6n de la glandula periuretral

Conducto
eyaculador

Figura 1. Esquema de las zonas de la prostata. (Imagen tomada de Inter-
net:. http://www.elurologo.es/imagenes/imagenes_texto_2/ grandes/zo-
nas_de_la_prostata.jpg).

6.2 Desarrollo embrionario

La prostata se origina desde el seno urogenital a partir
del tercer mes del desarrollo fetal en el humano y su desarro-
llo es absolutamente dependiente de la dihidrotestosterona
(DHT). Esta hormona es producida a partir de la conversiéon de
la testosterona fetal por la enzima 5-alfa-reductasa presente
en el seno urogenital. Diferentes brotes epiteliales formados
desde el seno urogenital invaden el tejido mesenquimati-
co adyacente para formar las distintas zonas de la glandula
prostatica. A partir de estos brotes se forman los acinos y los
conductos prostdaticos que luego se arborizan y desembocan
en la uretra. Este proceso estd controlado por importantes
genes homedticos como “sonic hedgehog” (Shh) y “forkhead
box Al1” (FoxAl). Durante el desarrollo embrionario de la
prostata se establece una estrecha relacién paracrina entre
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el epitelio y el estroma que es determinante en la madura-
cion final de la glandula. El epitelio produce la mayor con-
version de testosterona en DHT, sin embargo, son las células
estromales las que poseen receptores para andréogenos en
esta etapa del desarrollo. De este modo, son estas Ultimas
las que, estimuladas por DHT, producen una serie de factores
de crecimiento que paracrinamente inducen el desarrollo de
la organizacion epitelial. A estos factores de crecimiento esti-
mulados por la DHT suele llamarseles andromedinas.

6.3 Organizacion celular de la préstata

Desde el punto de vista histoldgico, la glandula pros-
tatica adulta estd formada por un epitelio secretor irregular
gue presenta muchos pliegues y limenes muy amplios (Fig.
2). Puede presentarse simple o pseudoestratificado y varia
desde una forma cilindrica a cubica, exhibiendo una lamina
basal poco definida. Es frecuente que las secreciones pros-
taticas se condensen y calcifiquen en el lumen de los aci-
nos formando estructuras laminares denominadas cuerpos
amilaceos. El estroma es fundamentalmente fibromuscular
e incluye fibroblastos, células inmunes, células nerviosas y
bandas de fibras musculares lisas, cuya contraccién es fun-
damental en la expulsion del contenido prostatico en el mo-
mento de la eyaculacién. El epitelio esta constituido por dife-
rentes tipos celulares:

e (Células basales: se presume que son las precursoras de
las células secretoras. Forman una capa asociada a la
[dmina basal y presentan marcadores tipicos de células
progenitoras, no posen receptores para andrégeno ni
tampoco sintetizan los productos de secrecién prostati-
ca.
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e Células luminales: son las células secretoras propiamen-
te. Son el componente mayoritario del epitelio y repre-
sentan las células mas diferenciadas, poseen receptores
para andrégeno y sintetizan los productos de secrecién
prostatica.

e Células neuroendocrinas: su presencia es escasa y se ubi-
can entre las células secretoras hacia la base del epitelio.
Su funcién no es del todo conocida, expresan marcado-
res como cromogranina Ay sinaptofisina y no poseen re-
ceptores para andrégeno.

e (Células troncales: son células pluripotentes capaces de
originar todos los tipos celulares anteriores y se encuen-
tran en nimero reducido en el epitelio prostatico. No
poseen receptores para andrégeno y expresan los prin-
cipales marcadores de troncalidad.

Figura 2. Microfotografia de una glandula prostatica normal. Se muestran
destacadas (tonalidad oscura) mediante inmunohistoquimica las molécu-
las de adhesion (E-cadherina). (Foto: J. Vergara, MSci. y H.R. Contreras,
PhD. LACYM).
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6.4 Fisiologia prostatica

Secrecidn prostatica: La prdstata secreta 500 a 750 ulL
de un fluido lechoso que representa entre un 20 a 25% del
volumen seminal. Entre los productos mas importantes estan
el acido citrico, la fructosa, la espermina, algunas prostaglan-
dinas, algunos cationes como calcio y zinc, y varias enzimas
como fosfatasa alcalina, calicreinas y proteasas, donde des-
taca la serinaproteasa conocida como el antigeno prostatico
especifico (PSA). No se conoce con exactitud el papel de cada
una de estas sustancias en la funcién gamética, sin embar-
go, se sabe que el zinc es un potente agente bacteriostatico
y estabiliza la cromatina del espermatozoide. Las proteasas,
particularmente el PSA, son fundamentales para licuefaccion
del plasma seminal.

Endocrinologia prostatica: El crecimiento y la funciéon
prostatica estan regulados principalmente por los andrége-
nos. La DHT es el principal andrégeno que regula la prdsta-
ta. Esta es producida a partir de la testosterona testicular
mediante la accidn de la enzima 5-alfa-reductasa que esta
presente en el epitelio prostatico. No obstante que la pros-
tata tiene las enzimas que pueden convertir los andrégenos
suprarrenales en testosterona, éstos solo tienen un efecto
marginal y la castracion, ya sea quirurgica o farmacoldgica,
produce una rapida atrofia de la glandula. Tanto las células
epiteliales como estromales poseen receptores para andro-
geno, en la préstata adulta, por lo que ambos tipos celulares
responden al estimulo androgénico. El mecanismo principal
de la regulacién androgénica es a través de sus receptores
citosolicos, que al activarse son transportados al nucleo don-
de se unen a elementos de respuesta especificos en el DNA,
regulando la expresion de los genes blanco. Los estrégenos
también tienen un papel regulador de la funcién protatica.
Tanto las células epiteliales como estromales poseen activi-
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dad aromatasa, que transforma testosterona en estradiol.
Ademas, ambos tipos celulares poseen receptores para es-
tradiol. Esta hormona mantiene el estado diferenciado de las
células epiteliales y modula la actividad de las células estro-
males.

Regulacién paracrina y autocrina de la préstata: Un as-
pecto relevante en la regulacion de funcidn prostatica es la
accion reguladora entre los distintos tipos celulares. El estro-
ma produce una serie de factores de crecimiento, tales como
EGF, FGF, NGF, neurotransmisores y citoquinas, ente otros,
gue mantienen la funcion epitelial. Por otra parte, las células
epiteliales, en respuesta a la DHT y a los factores paracrinos
del estroma, secretan sus productos al lumen glandular y
producen a su vez, factores de regulan el estroma vy, autocri-
namente, su propia actividad. Esto hace que la funcién pros-
tatica esté controlada en forma principal por la DHT, pero
modulada en forma local por una fina red de interacciones
celulares en las que también participan las uniones interce-
lulares y la matriz extracelular con sus respectivas moléculas
asociadas.

6.5 Patologia prostatica

La glandula prostatica es objeto de varias patologias
gue afectan al hombre, en mayor o menor grado, en diferen-
tes etapas de su vida. Entre las principales patologias que la
afectan se cuentan la prostatitis (aguda y cronica), la hiper-
plasia prostatica benigna (HPB) y cancer de proéstata.

Prostatitis: es una inflamacién a la prdstata cuyo agente
causal es una bacteria o un virus. Los agentes causales mas
frecuentes son los bacilos gram negativos. En su fase agu-
da pueden ser purulentas e incluso tener abscesos y afec-
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tan con mayor frecuencia a hombres menores de 40 afios.
Su presentacién clinica es tipica de un cuadro inflamatorio,
con sintomas urinarios, y se puede diagnosticar a través de
un tacto rectal, donde por medio de un masaje prostatico se
obtiene material para realizar un andlisis citoldgico. Su tra-
tamiento es usualmente en base a antibidticos. Es frecuente
gue luego del tratamiento la enfermedad se haga asintoma-
tica y luego recurra. La prostatitis cronica es mas frecuente
qgue la anterior y afecta en mayor medida a hombres ma-
yores de 50 afios. En el exudado prostético suelen aparecer
leucocitos polimorfonucleares y macréfagos. Su tratamiento
es mas complejo y largo. Existen prostatitis cronicas que no
son de origen bacteriano y la causa de la inflamacién crénica
no esta del todo precisada. En estos casos suele tratarse con
relajadores de la musculatura lisa prostatica (farmacos alfa-
bloqueadores).

Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB): La HPB es una pato-
logia que afecta a la gran mayoria de los hombres mayores
de 50-60 afios y es uno, aunque no el Unico, de los factores
gue produce una serie de molestos sintomas urinarios, ta-
les como aumento de la frecuencia de la miccidn, particu-
larmente en la noche, dolor e irritacion, alteraciones en el
vaciamiento de la vejiga, etc. La HPB se caracteriza por un
aumento en el nimero de células epiteliales y estromales en
la zona de transicién de la préstata (Fig. 3). Como se descri-
bié anteriormente, esta zona rodea la uretra y esta es una
de las razones por la cual su aumento causa los sintomas uri-
narios. La etiologia molecular de la HPB no esta totalmente
aclarada. Tampoco estd claro que el aumento del nimero de
células sea exclusivamente por un incremento exagerado de
la proliferacion celular. La evidencia reciente indica que es al-
tamente probable que esté desbalanceado el equilibrio entre
la proliferacién y la apoptosis (muerte celular programada)
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y es evidente que los andrdgenos y los factores paracrinos y
autocrinos de la préstata desempenan un papel fundamen-
tal en la etiopatogenia de esta enfermedad. Su fase inicial
se caracteriza por la aparicidon de pequefios nédulos que, en
la regidn periuretral, estan constituidos fundamentalmente
por estroma y en la zona de transiciéon propiamente tal es-
tan constituidos inicialmente por estroma y luego por tejido
epitelial. Es importante destacar que la HPB es un proceso
donde, en general, el aumento del estroma domina sobre
el posterior crecimiento glandular. A medida que va progre-
sando la HPB los nédulos en crecimiento van reemplazando
el tejido normal. Este proceso es entonces progresivo que se
inicia con la aparicion de nddulos pequenios, principalmente
de origen estromal, que luego inician una fase de crecimiento
rapido donde se recluta también tejido glandular, aumentan-
do de esta manera el tamano de la glandula y produciéndose
los sintomas ya descritos. Algunos estudios han establecido
que la préstata crece de 20 a 40 gr en promedio y el tejido
estromal aumenta de un 25 a un 60% en pacientes con HPB.
En cuanto al tejido glandular, éste también se encuentra au-
mentado de tamafio y en la hiperplasia de células basales
éstas pueden aumentar ocupando parte del lumen del acino.
La HPB puede ser clasificada en los siguientes tipos diferen-
tes de acuerdo a la proporcién de los tejidos que constitu-
yen sus nédulos: adenoma, fibromioma, adenofibromioma y
adenomioma, siendo el mas prevalente el adenofibromioma.
Los principales métodos de diagndstico para la HPB lo cons-
tituyen una buena anamnesis y examen fisico, el tacto rectal,
la determinacidn de los niveles plasmaticos de PSA y la flu-
jometria urinaria, entre otros. En cuanto a los tratamientos,
éstos pueden variar de acuerdo al estado de la patologia y
los sintomas del paciente. En estados iniciales y en pacien-
tes con pocos sintomas, suele recurrirse a la llamada “espe-
ra vigilante” que consiste en monitorear periddicamente al
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paciente y minimizar los factores de riesgo. En etapas mas
avanzadas y en pacientes con sintomas urinarios, se utilizan
los inhibidores de la enzima 5-alfa-reductasa para impedir la
produccion prostatica de DHT que, como se ha mencionado
anteriormente, estimula el crecimiento prostatico. También
se utilizan los bloqueadores de los receptores alfa-adrenérgi-
cos para relajar la musculatura lisa de la préstata y del cuello
de la vejiga. Hoy en dia es frecuente utilizar el tratamiento
combinado de estas drogas. Cuando la enfermedad ha pro-
gresado produciendo obstruccion de la via urinaria, o en los
pacientes que no mejoran con los tratamientos farmacolé-
gicos, esta la opcidn quirdrgica, en la que se reseca total o
parcialmente la glandula prostatica. En la actualidad también
existen otros métodos llamados “minimamente invasivos”
en los que se destruye el tejido hiperplasico localmente con
ultrasonido, microondas u otros agentes.
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Figura 3: Microfotografia de una glandula prostatica con hiperplasia benig-
na. (Foto: J.L. Tirapegui, MD. y H.R. Contreras, PhD. LACyM).

101



Enrique Castellén / Andreina Cesari / Walter Fornés

Cancer prostatico: El cancer prostatico es una patologia on-
coldgica de alta prevalencia en el mundo, siendo la segunda
causa de muerte por cancer en varones. A pesar que es mas
frecuente en hombres de edad avanzada (sobre los 50 afios),
recientemente se ha incrementado el nimero de casos en
hombres menores. Como se menciond anteriormente, mas
del 90% de los canceres prostaticos se originan en la zona
periférica (posterior) de la glandula, es por eso que, en su
etapa inicial, esta patologia es asintomatica y su diagnéstico,
por lo tanto, generalmente tardio, limitando seriamente las
posibilidades de una terapia curativa oportuna. Los factores
de riesgo mas importantes son la edad, los antecedentes fa-
miliares (factores genéticos), la etnia, la dieta y en general
los héabitos de vida (sedentarismo, tabaquismo, drogas, etc.).
El carcinoma prostdtico se caracteriza por una transforma-
cion de las células epiteliales, con pérdida de su polaridad
morfoldgica y funcional. También ocurre pérdida de la ar-
quitectura epitelial debido a la desorganizacién de las unio-
nes intercelulares como consecuencia de alteraciones en las
moléculas de adhesién. Esto hace que el PSA, entre otros
productos de secrecién, difunda hacia el estroma vy, por lo
tanto, a la circulacién sanguinea, aumentando sus niveles
plasmaticos. También existe un aumento muy importante en
la capacidad proliferativa de las células epiteliales luminales
y una disminucién significativa de las células basales. Esta
desorganizacion del tejido epitelial se puede graduar opera-
cionalmente mediante la escala de Gleason, que clasifica la
desorganizacion epitelial en 5 grados, siendo el 1 el mas dife-
renciado (mas similar al epitelio normal) y el 5 el mas indife-
renciado (mds desorganizado) (Fig. 4). Dado que el cancer de
préstata se presenta en forma multifocal, los distintos focos
neoplasicos pueden presentar diferentes grados de desorga-
nizacion epitelial, lo que complica el diagndstico patolégico.
Para resolver esto, se establecio el indice de Gleason que
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consiste en sumar los grados histolégicos de los focos mas
prevalentes en una biopsia diagnéstica. Es decir, para la cla-
sificacion de un paciente de acuerdo al indice de Gleason la
escalavade2a10.

Como en todo proceso carcinogénico, el cancer pros-
tatico comienza con la transformacidn de un conjunto de cé-
lulas que acumulan cambios en su genoma. Estos cambios
afectan a genes criticos que influyen en el control de la proli-
feracidn, conocidos como oncogenes y genes supresores de
tumores. Entre los genes mas frecuentemente afectados en
esta etapa inicial de la transformaciéon maligna se cuentan
Ras, c-myc, c-fos, Her2, PI3K (oncogenes) y PTEN, p53, APC
(supresores de tumores), entre otros. La manifestacién mor-
folégica de estas alteraciones se evidencia al comienzo con
la desorganizacidon epitelial antes mencionada, el aumento
de la proliferacion celular, la pérdida de contactos intercelu-
lares y cambios en el fenotipo celular. Estos cambios o “ati-
pias” celulares, van transformando a una célula diferenciada
y polarizada morfoldgica y funcionalmente en una que se
asemeja mucho a una célula mesenquimal. Es por esta razén
gue a este proceso de transformacion maligna se le conoce
también como “transicion epitelio-mesenquimal”. Cuando la

Figura 4. Microfotografias de una glandula prostatica con cancer. lzquier-
da. Lesion de bajo grado histolégico. Derecha: Lesidn de alto grado histolé-
gico. (Fotos: J.L. Tirapegui, MD. y H.R. Contreras, PhD. LACyM).
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lesién esta circunscrita al epitelio se le denomina neoplasia
intra-epitelial prostatica o PIN (pos su sigla en inglés) (Fig.
5). En una etapa posterior, las células adquieren, debido a
nuevas alteraciones genéticas, propiedades invasivas y mi-
gratorias, las que las habilitan para degradar la ldmina basal
gue separa el epitelio del estroma e invadir este Ultimo tejido
(Fig. 6). En este momento se habla de un carcinoma invasivo
drgano confinado, ya que el tumor esta circunscrito aun a la
glandula prostatica.

Si el cancer protatico es detectado en esta etapa, el
prondstico es bueno ya que el tratamiento mas frecuente
es la reseccién quirlrgica de la préstata, con intencién cu-
rativa. Sin embargo, con células malignas en el estroma, con
eventual acceso a capilares sanguineos y linfaticos, el riesgo
de que algunas de ellas, con capacidad iniciadora de tumor,
alcancen tejidos distantes es alto y, por esta razén, un por-

Figura 5. Microfotografia de una glandula prostética con una lesién neopla-
sica intra-epitelial (PIN). (Foto: J.L. Tirapegui, MD. y H.R. Contreras, PhD.
LACYM).
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centaje de pacientes sometidos a tratamientos quirdrgicos
con intension curativa, recaen al cabo de cierto tiempo. La
probabilidad de acceso de células malignas al torrente san-
guineo se eleva rapidamente debido a que éstas comienzan
a producir factores pro-angiogénicos, como el VEGF, que fa-
vorecen la neo-angiogénesis y la consecuente irrigacion del
tumor. Si el cancer prostatico no es detectado en esta etapa
localizada y se disemina por los nédulos linfaticos vy, por via
sanguinea, a otros tejidos, usualmente los huesos, el trata-
miento ya es sdlo paliativo. En un comienzo, la opcién es la
hormono-terapia que consiste en bloquear la produccion
de andrégenos testiculares a través de un farmaco (andlogo
del neuropéptido GnRH) que inhibe la produccién de gona-
dotrofinas. Esto produce una atrofia testicular y una caida
en los niveles plasmaticos de testosterona. Como se explico
anteriormente, esta hormona es indispensable para la sin-
tesis prostatica de DHT que, tal como regula el crecimiento
normal de la proéstata, estimula también el crecimiento tu-
moral, por lo que su disminucién hace mas lento el avance
del cancer. Sin embargo, en un tiempo que suele ser variable
entre los distintos pacientes, las células malignas, a través de
nuevas alteraciones genéticas que afectan tanto al receptor
de andrégeno como a otros ejes autocrinos de factores de
crecimiento, se hacen insensibles a los andrégenos, y en ese
momento la hormonoterapia deja de ser efectiva. La qui-
mioterapia, herramienta terapéutica importantisima en la
mayoria de los cédnceres, en el caso del cancer de préstata
es muy poco efectiva ya que esta patologia presenta una ele-
vada resistencia intrinseca a las drogas. El cancer prostatico
metastizado y hormono-resistente es, entones, el de peor
prondstico. No obstante todo lo anterior, los canceres pros-
taticos no se comportan todos de la misma manera y al mo-
mento del diagndstico es dificil predecir como evolucionara
cada paciente. Esto dificulta la decisidén terapéutica, espe-
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cialmente para canceres localizados. En la actualidad existen
algunas herramientas como los nomogramas que, a través
del analisis de una variedad de parametros clinicos, permiten
predecir aproximadamente el curso de la patologia, pero su
eficacia en la prediccion del desarrollo tumoral es limitada.
Como la naturaleza tumoral es individual para cada paciente,
distintos pacientes presentaran un comportamiento tumoral
diferente, por lo tanto, es fundamental caracterizar de forma
precisa cada tumor y asi poder elegir la terapia mas adecua-
da al desarrollo de éstos. Los andlisis gendmicos y proteémi-
cos han provisto de muchos nuevos marcadores que pueden
ayudar a definir pardmetros prondsticos relacionados con la
progresion del cancer prostatico a nivel molecular. Estos mar-

Epitelio Normal Neoplasia prostatica intraepitelial (PIN)

Independiente
de Androgenos

Pirdicn de PTEN - RB
Dependiente de

Andrégenos

Carcinoma Invasivo

Figura 6. Esquema que muestra la secuencia del proceso de desor-
ganizacion del epitelio prostatico durante el proceso carcinogénico.
(Dibujo gentileza Marisa Clementi, MSci. Tesis de Magister, LACyM).
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cadores moleculares, dentro de los que se cuentan aquellos
relacionados con proliferacidn, apoptosis, migracion, inva-
sién, angiogénesis, metdstasis y resistencia a drogas, repre-
sentan una herramienta muy Util para aumentar la precision
del diagndstico, mejorar el prondstico y optimizar el trata-
miento. La tasa de crecimiento tumoral del cancer prostati-
co varia de muy lenta a moderadamente rapida, y algunos
pacientes tienen una sobrevida de cinco o mas afos incluso
después de que el cdncer ha hecho metastasis a sitios dis-
tantes, como el hueso. La etiologia del cancer prostatico no
esta completamente comprendida, por lo que el enfoque del
tratamiento estd determinado por la edad y los problemas
médicos coexistentes. Los efectos secundarios de las diver-
sas formas de tratamiento se deben considerar seriamente al
seleccionar la terapia apropiada. A pesar de la alta incidencia
del cancer de préstata, todavia existe controversia en cuanto
al valor de los exdmenes de deteccidn, a la evaluacion mas
apropiada de clasificacion y al tratamiento éptimo para cada
etapa de la enfermedad. El método diagndstico actualmente
en uso combina el tacto rectal y la determinacion de los nive-
les plasmaticos del PSA, debiendo confirmarse a través de la
evaluacion anatomopatoldgica de biopsias prostaticas. Cabe
destacar que el PSA, a pesar de ser un marcador relativa-
mente bueno para tamizaje o screening diagndstico, su valor
como elemento predictivo de evolucion tumoral y respuesta
a terapia es bastante mas modesto.

En la actualidad hay consenso en que el cancer prosta-
tico y su progresion, y por lo tanto también su tratamiento,
son altamente dependientes de las caracteristicas de cada
paciente. Por lo que la idea de un andlisis diagndstico per-
sonalizado ha ido creciendo en la comunidad cientifica y cli-
nica. Este andlisis adecuado a cada enfermo permitiria pre-
decir, dentro de cierto rango, el prondstico de la evolucion
del paciente y la eleccién del mejor tratamiento disponible.
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Sin embargo, aun no se ha desarrollado en el mercado diag-
néstico, un producto o sistema de analisis personalizado de
marcadores adecuadamente validados ni de sistemas que
permitan ensayar in vitro las diferentes opciones terapéuti-
cas disponibles y/o adecuarlas a cada paciente. Varios grupos
de investigacion en el mundo trabajan para desarrollar sis-
temas de analisis tumoral personalizado que permitirian un
diagndstico mas preciso a nivel molecular, un prondstico mas
acertado y un analisis de la sensibilidad de cada tumor a los
distintos tratamientos.

6.6 Avances en nuevos enfoques terapéuticos para el can-
cer prostatico

Sensibilizaciéon de las células de cancer prostatico a la
hormonoterapia

En el Ultimo tiempo se ha extendido el uso de analo-
gos de la hormona hipotaldmica liberadora de gonadotrofi-
nas (GnRH), con el objeto de inhibir la secrecién de gonado-
trofinas y bajar los niveles plasmaticos de testosterona. En
pacientes tratados con estos analogos se ha observado que,
adicionalmente al freno del crecimiento tumoral por la de-
privacién de andrégenos, existe una disminucion de los focos
cancerosos pre-existentes. Este hecho, junto a la presencia
de receptores para GnRH en la membrana plasmatica de las
células del tejido epitelial, tanto normal como maligno, ha
llevado a proponer alguna accién local para estos péptidos.
En nuestro laboratorio (LACyM), hemos demostrado un efec-
to inhibidor de la proliferacién y estimulador de la apoptosis,
de agonistas y antagonistas de GnRH. Este estudio se realizo
en un sistema de cultivos primarios bicamerales en los cua-
les se mantiene, en gran medida, la relacién paracrina entre
el estroma y las células epiteliales (Fig. 7). También, hemos
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encontrado evidencias de que los efectos de los andlogos de
GnRH estarian mediados por la regulacién de la expresion de
receptores para neurotrofinas (NGF).

Desafortunadamente, los tratamientos antiandrogéni-
cos no son efectivos cuando el cancer prostatico se hace in-
sensible a los andrégenos y esto ocurre en etapas avanzadas
del cancer cuando los pacientes presentan metastasis. En es-
tos casos, las posibilidades terapéuticas se limitan seriamen-
te debido a que el cancer prostatico es especialmente poco
sensible a la quimioterapia. Por otra parte, en estas etapas
avanzadas del tumor, la presencia de receptores para GnRH
también disminuye haciendo el efecto local de esta droga
mucho menos efectivo. Nuestro grupo ha abordado también
este problema, encontrando que el receptor para GnRH en
células de céncer protatico se encuentra, en una buena me-
dida, retenido en el reticulo endoplasmico (RE) debido a su
plegamiento proteico. Con la ayuda de una farmacoperona

Figura 7. Fotografia de células de cancer prostatico en cultivo vistas al mi-
croscopio de contraste de fase. (Foto: E.A. Castellén, PhD. LACyM).
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liposoluble hemos logrado recuperar la sensibilidad de estas
células al efecto de los analogos de GnRH. La farmacoperona
es una molécula que difunde por la membrana celular, llega
al RE, se une al receptor para GnRH retenido alli, cambia su
plegamiento y le permite seguir su via hasta la membrana
plasmatica donde es funcional. Como resultado de este tra-
tamiento, las células cancerosas aumentan la cantidad de re-
ceptores para GnRH expuestos en su membrana plasmatica
haciéndose sensibles al efecto apoptdtico de los anadlogos de
GnRH. Estos resultados pueden tener importantes proyec-
ciones clinicas en el tratamiento de pacientes andrégeno-
resistentes.

Sensibilizacidn de las células de cancer prostatico a la qui-
mioterapia

La quimioterapia es aun uno de los pilares fundamen-
tales en el tratamiento contra el cancer. Sin embargo, el can-
cer prostatico es uno de los pocos que presenta una elevada
resistencia intrinseca a las drogas quimioterapéuticas, por lo
gue esta herramienta es muy poco efectiva. Por esta razon,
se ha hecho necesario emprender estudios que conduzcan a
una mejor comprension de los mecanismos que llevan a esta
resistencia las drogas, lo que permitiria interferir o bloquear
estos mecanismos y recuperar la sensibilidad de las células
malignas a las drogas antineopldsicas, poniendo a disposi-
cion esta poderosa herramienta terapéutica, especialmente
para los casos de canceres prostdticos avanzados.

El escaso éxito de la quimioterapia en el caso del can-
cer protatico, puede deberse a mecanismos de multiresisten-
cia a drogas que podrian ser distintos en diferentes pacientes.
Recientemente, se han elaborado arreglos (arrays) de genes
para varias vias conducentes a la multiresistencia a drogas o
MDR (por su sigla en inglés). La evidencia indica que algunos
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mecanismos conocidos de MDR podrian estar operando en
el cancer prostatico. Esto ha reforzado el interés de los inves-
tigadores por estudiar mas en detalle la relacion entre estos
mecanismos y el grado de progresién tumoral, por lo que la
posibilidad de bloquear estas vias para mejorar la sensibili-
dad de las células tumorales prostaticas a nuevas drogas qui-
mioterapéuticas se abre como una herramienta factible para
emplear en pacientes avanzados. En general, existe poca in-
formacion acerca de las proteinas involucradas en la multire-
sistencia a drogas en cancer prostatico. Nuestro grupo de in-
vestigacion ha estudiado este problema y hemos encontrado
gue existe una correlacién positiva entre el grado de maligni-

Figura 8. Fotografia de células de cancer prostatico en cultivo que sobre-
expresan proteinas de multiresistencia a drogas (transportador ABC) de-
tectadas por inmunofluorescencia (tonalidad brillante). (Foto: V. Castillo,
MSci y E.A. Castellon, PhD. LACyM).
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dad de los tumores y la sobre-expresién de varias proteinas
de MRD, entre ellas Gp-P y la MRP1, que pertenecen a una
familia de transportadores de membrana denominados ABC,
gue trabajan como bombas efusoras transportando sustratos
especificos y drogas hacia el exterior de la células. Ademas,
hemos encontrado que esta sobre-expresada la proteina LRP,
que es un complejo transportador asociado a la membrana
nuclear, que dificulta que muchas drogas antineoplasicas
gue actuan sobre el DNA de la célula cancerosa puedan ser
retenidas en el nicleo (Fig. 8). Para abordar este problema,
utilizando nuestro modelo de cultivo de células cancerosas,
hemos logrado inhibir farmacolégicamente estas proteinas
logrando una sensibilizacién parcial de las células a diferen-
tes drogas. Por otro lado, utilizando técnicas moleculares
con pequefios RNAs de interferencia (siRNA), que bloquen
la traducciéon de RNAs mensajeros especificos, en este caso
de las proteinas MDR de interés, hemos podido inhibir par-
cialmente su sintesis recuperando, en parte, la sensibilidad
de las células de cédncer prostatico a la quimioterapia. El uso
futuro de estos tratamientos combinados podria ser de gran
utilidad terapéutica para pacientes con canceres resistentes.

Células troncales tumorales como potencial blanco tera-
péutico

Uno de los grandes problemas que enfrentamos, tanto
los investigadores basicos con nuestros distintos modelos de
estudio como los médicos oncdlogos en la terapia de sus pa-
cientes, es que tratamientos inicialmente efectivos, se vuel-
ven luego inefectivos, debido a que las células tumorales
remanentes pueden volver a crecer y generar mas focos tu-
morales en forma recurrente. Hoy se sabe que un tumor ma-
ligno no es una masa celular homogénea, sino que esta com-
puesto por poblaciones celulares diferentes. Muchas de estas
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células son sensibles a los diferentes tratamientos y drogas
hasta hoy desarrollados. Sin embargo, se ha identificado en
la mayoria de los canceres, una pequefia poblacién celular,
resistente a todas las terapias, que tiene una caracteristica
muy particular: una sola de estas células es capaz de generar
un tumor completo, con toda su heterogeneidad celular. Por
las caracteristicas celulares, moleculares y funcionales de es-
tas células, se les ha denominado células troncales tumorales
0 CSCs (por su nombre en inglés, “cancer stem cells”). Esto
porque en los aspectos mencionados se asemejan bastante
a las células troncales normales, que son capaces de originar
toda la variedad celular de un dérgano o tejido. Sin embargo,
algunos investigadores han discutido este nombre, debido
a que existe alguna controversia acerca de su origen. Algu-
nos postulan que provendrian de la trasformacién maligna
de una célula troncal normal y otros piensan que, a través
del proceso de transicion epitelio-mesenquimal, una pobla-
cion seleccionada de células tumorales expresaria genes de
pluripotencialidad constituyendo esta poblacién de CSCs. Es
por esto que muchos investigadores prefieren identificarlas
por su principal caracteristica: capacidad de iniciar tumores,
y por ello también se conocen con el nombre de “células
iniciadoras de tumores” o “TICs” (por su nombre en inglés,
“tumor-initiating cells”). Independiente de su nombre, hay
mucha evidencia de que esta poblacion celular tumoral es la
responsable de la metastasis, la recurrencia y la resistencia
a los distintos tratamientos. Por esta razon, estas células se
han convertido en el blanco de muchas investigaciones en
los ultimos afos. La idea principal de la mayoria de los estu-
dios en este campo es identificar estas células, luego aislarlas
y caracterizarlas desde el punto de vista genético, molecu-
lar y funcional, con el objeto de buscar potenciales blancos
para eliminarlas o transformarlas en células sensibles. Nues-
tro grupo ha emprendido esta tarea en el cancer prostati-
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co y hemos identificado, a través de marcadores especificos
(proteinas de superficie) estas CSCs o TICs en muestras de
pacientes con cdnceres de distinto grado. Ademas, hemos
logrado aislar y caracterizar parcialmente estas células, con
el propdsito de seleccionar algunos genes que le confieren
esta caracteristica de troncalidad. En la actualidad estamos
trabajando para manipular genéticamente estas células con
el fin de lograr que se hagan sensibles a los tratamientos an-
tineopldasicos.

Hacia una terapia personalizada contra el cancer

Los nuevos enfoques basico-clinicos en la investigacion
cientificay médica en el drea del cancer han dado lugar al cul-
tivo de lo que se ha bautizado como “medicina traslacional”.
El término es un anglicismo adaptado de translational medi-
cine, que significa una traduccion de la informacidn generada
en los laboratorios de ciencia para su aplicacion a la practica
médica, es decir, una medicina basada en la evidencia cienti-
fica. Esto ha obligado a generar grupos multidisciplinarios de
investigadores para resolver problemas de la medicina a tra-
vés de la ciencia bdsica. Esta relacidn esta dando sus frutos
y en la actualidad esta bastante claro que cada paciente pre-
senta tumores con caracteristicas moleculares distintas, que
deben ser estudiados individualmente para poder hacer un
prondstico mas acertado de la progresion de la enfermedad y
la respuesta de cada uno de ellos a los distintos tratamientos.
Ademas, no solo es indispensable conocer las caracteristicas
individuales del tumor, sino, ademas, la genética de cada pa-
ciente. Por ejemplo, se sabe que cada uno de nosotros meta-
boliza las drogas de manera diferente, ya que los genes que
codifican esas enzimas metabolizantes presentan variaciones
individuales (polimorfismos) que hacen que las dosis efecti-
vas de las drogas puedan ser muy distintas para cada indi-
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viduo, aun cuando presenten el mismo tipo de cancer. Esto
genera la necesidad de una mirada individual a cada paciente
y una terapia personalizada para los distintos tipos de cancer.
A esto es lo que debiera apuntar la medicina moderna en el
futuro préximo.

Reconocimiento: Parte importante de la investigacion de nuestro
laboratorio aqui resumida ha sido financiada por los proyectos
FONDECYT 1100183, 1070827 y 1020969.
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