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Summary

Spermatogenesis occurs in a series of proliferation and differentiation stages. There is
a tight relationship between fertility and changes in cholesterol and lipids metabolism
during spermatogenesis. Cholesterol is required for steroidogenesis and spermatogenesis,
and is essential for germ cell development and fertility. Leydig cells require a continuous
supply of cholesterol as a precursor for the synthesis of steroid hormones, while in the
seminiferous tubules, cholesterol is involved in the proliferation and differentiation of
germ cells to spermatozoa.

In testis, scavenger receptor class B (SR-B) mediates selective uptake of cholesterol
esters from HDL, which are hydrolyzed to unesterified cholesterol by hormone sensitive
lipase (HSL). HSL is an intracellular neutral lipase that hydrolyzes triacylglycerols,
diacylglycerols, monoacylglycerols, cholesteryl esters and retinyl esters. In mice, HSL
deficiency results in male sterility caused by a major defect in spermatogenesis. In the
present study we found that HSL knockout (HSL -/-) mice testis presented altered
spermatogenesis associated with decreased sperm counts, sperm motility and infertility.
Defects included multinucleation of spermatides, abnormal shapes and reduced elongating
spermatids. Many epithelial cells in the seminiferous tubules were vacuolated and the
amount of Leydig cells was increased. In Wildtype (HSL +/+) testis, HSL is expressed in
elongating spermatides; SR-BI in Leydig cells and spermatides; SR-BII is expressed in
spermatocytes and spermatides but not in Leydig; and LIMPII is present in both Sertoli
and Leydig cells. The lack of HSL induced augmented expression of SR-BI, SR-BII and
LIMPII in mice testis, this allows an increased uptake of cholesterol esters from HDL
mediated by these receptors, and prevents their hydrolysis to free cholesterol, which
facilitates the accumulation of cholesterol esters in the epithelial cells of the testis and
limits the availability of free cholesterol required for steroidogenesis and spermatogenesis
in the mice testis. The lack of HSL also induces an activation of several intracellular
signaling pathways mediated by class B scavenger receptor such as ERK, AKT and SRC,
important in the processes of differentiation and cell proliferation during
spermatogenesis.

HSL is a key enzyme in the mobilization of cholesterol esters and fatty acids from
intracellular stores. In our study we found that the lack of HSL results in a change in the
composition of sterols in the testis, an increase of total cholesterol and FF-MAS, a LXR
(liver X receptor) ligands.

The testes contain high concentrations of polyunsaturated fatty acids (PUFAs) and
specific PUFA are essential for spermatogenesis. We determined the fatty acid
composition and the mRNA levels of key enzymes involved in fatty acid metabolism in
testis of HSL -/- mice. HSL deficiency altered fatty acid composition in the testis but not in
plasma; a decrease in the essential n-6 PUFA linoleic acid and the n-3 PUFA linolenic acid,
and an increase in the corresponding synthesis intermediates C22:4n-6 and C22:5n-3
without changes in docosapentaenoic or docosahexaenoic acids. Mead acid, which has
been associated with an essential fatty acid deficit leading to male infertility, was
increased in the testis from HSL -/- mice. Moreover, the expression of SCD-1, FADS1, and
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FADS2 was increased while expression of ELOVL2, an essential enzyme for the formation
of very-long PUFAs in testis, was decreased. It is suggested that the changes in fatty acid
metabolism observed in testes from HSL -/- male mice contribute the infertility of these
animals.

Lipid raft are cholesterol-rich membrane domains and constitute major platforms for
initiation, propagation and maintenance of signal transduction events, and are involved in
cholesterol traffic. Ours results show that the absence of HSL in the testes of mice alters
the structure of plasma membrane microdomains, lipid raft. Caveolin-1, a lipid raft
associated protein, was shifted to non-raft fractions in membranes from HSL -/- testis.
This redistribution of caveolin-1 from lipid rafts to denser membrane domains (non-raft)
indicated a disruption of lipid rafts. Moreover, SR-BI and SR-BII are anchored to plasma
membrane lipid rafts. The lack of HSL results in an increase of expression SR-BI in plasma
membrane domains, lipid raft and non-raft in testis. The sterols membrane domains
composition also is altered: desmosterol content decreases in the lipid raft domain, while
in non-raft, cholesterol and T-MAS increase in testis of HSL -/-. These changes confirm the
alteration of plasma membrane domains, lipid raft and non-raft.



Resumen

La espermatogénesis se desarrolla en una serie de etapas de proliferaciéon y
diferenciacion celular. Existe una estrecha relacién entre la fertilidad, los cambios en el
colesterol y el metabolismo de los lipidos que ocurren durante la espermatogénesis. La
esteroidogénesis y la espermatogénesis requieren un aporte de colesterol que es esencial
para el correcto desarrollo de las células germinales. Las células de Leydig requieren un
aporte continuo de colesterol que actiia como precursor de la sintesis de las hormonas
esteroideas, mientras que, en los tdbulos seminiferos, el colesterol esta implicado en la
diferenciacion de las células germinales a espermatozoides.

En el testiculo, los receptores scavenger de clase B (SR-B) median la captacion
selectiva de ésteres de colesterol de las HDL, las cuales son hidrolizadas a colesterol no
esterificado por accion de la lipasa sensible a hormonas (HSL). La HSL es una lipasa neutra
intracelular que hidroliza triacilgliceroles, diacilgliceroles, monoacilgliceroles, ésteres de
colesterol y de retinol. En los ratones, la deficiencia en la HSL tiene como resultado la
esterilidad masculina causada principalmente por una alteracién de la espermatogénesis.
En el presente trabajo hemos visto que los testiculos de los ratones knockout (HSL -/-)
tienen alteraciones en la espermatogénesis que van asociadas con un descenso en la
cantidad de espermatozoides, un defecto en la motilidad de los mismos e infertilidad. Las
alteraciones morfolégicas incluyen espermatidas multinucleadas, y la disminucién y
formaciones anormales de las espermatidas elongadas. Ademdas, en los tubulos
seminiferos hay muchas células epiteliales que contienen numerosas vacuolas y la
cantidad de células de Leydig estd aumentada. En los testiculos de los ratones wildtype
(HSL +/+) la HSL se expresa en las espermatidas elongadas; SR-BI se expresa en las células
de Leydig y en las espermatides, SR-BII se expresa en los espermatocitos y en las
espermatidas pero no en las células de Leydig; y LIMPII estd presente en ambos tipos
celulares, Sertoli y Leydig. La ausencia de la HSL induce a un aumento de la expresion de
SR-BI, SR-BII y LIMPII en el testiculo de raton, lo que permite una mayor captacién de
ésteres de colesterol de las HDL mediada por estos receptores, éstos se acumulan en las
células epiteliales del testiculo, donde la disponibilidad de colesterol libre necesario para
la esteroidogénesis y la espermatogénesis esta limitada. La pérdida de la HSL también
induce la activacién de varias rutas de sefializacion intracelulares mediadas por los
receptores scavenger de clase B tales como ERK, AKT y SRC, rutas importantes en el
proceso de diferenciacion y proliferacidn celular durante la espermatogénesis.

La HSL es una enzima clave en la movilizaciéon de ésteres de colesterol y acidos
grasos desde los depésitos intracelulares. En nuestro estudio hemos visto que la ausencia
de la HSL provoca un cambio en la composicidn de esteroles del testiculo y un aumento del
colesterol total y del FF-MAS, un ligando de LXR.

Los testiculos contienen elevadas concentraciones de 4acidos grasos
poliinsaturados (AGP) que son necesarios para la espermatogénesis. Nosotros hemos
estudiado la composicidn de acidos grasos y los niveles de ARNm de enzimas claves del
metabolismo de los acidos grasos en los testiculos de ratones HSL -/-. La carencia de la
HSL produce una alteracién de la composicion de los acidos grasos en el testiculo pero no
en plasma; observandose un descenso en los acidos grasos esenciales acido linoleico, n-6
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AGP, y acido linolénico, n-3 AGP, y un aumento de sus correspondientes intermediarios
C22:4n-6 y C(C22:5n-3, sin observarse cambios en los 4acidos grasos finales,
docosapentaenoico y docosahexaenoico. El Mead acid que esta asociado con la deficiencia
de acidos grasos esenciales que conlleva infertilidad masculina, estd aumentado en los
testiculos de los ratones HSL -/-. Ademas, la expresiéon de SCD-1, FADS1 y FADS2 estaba
aumentada, mientras que, la expresion de ELOVLZ2, una enzima esencial para la formacion
de los AGP de cadena muy larga en el testiculo, experimenté un descenso. Posiblemente
los cambios del metabolismo de los acidos grasos observados en el testiculo de los ratones
macho HSL -/- contribuya a la infertilidad de estos animales.

Los lipid raft son microdominios de membrana ricos en colesterol que constituyen
una de las principales plataformas para la iniciacién, propagaciéon y mantenimiento de los
mecanismos de transduccidon de seinales, y estan implicados en el trafico de colesterol.
Nuestros resultados ponen de manifiesto que la ausencia de la HSL en los testiculos de los
ratones altera la estructura de los microdominios de membrana lipid raft. La caveolina-1,
una proteina asociada a los lipid raft, estaba desplazada hacia fracciones non-raft en las
membranas de los testiculos de los ratones HSL -/-. La redistribucion de caveolina-1 desde
los lipid rafts hacia dominios densos de membrana (no-raft) indica una alteracién de los
lipid rafts. Ademas la carencia de la HSL conlleva un aumento de la expresion de SR-BI en
los microdominios de membrana plasmatica tanto lipid rafts como non-raft, en el testiculo.
La composicion de esteroles de los microdominios de membrana plasmatica esta alterada.
Nosotros hemos hallado un descenso del desmosterol en los dominios lipid raft; mientras
que, en los no-raft, el colesterol y el T-MAS estdn aumentados en los testiculos de los
ratones HSL -/-. Estos cambios confirman las alteraciones de los microdominios de
membrana plasmatica, lipid raft y no-raft en los testiculos de los ratones carentes de HSL.
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Introduccion

1. EL TESTICULO

1.1. Anatomia e histologia
En el embrién los testiculos se desarrollan a partir de las génadas que estan
indiferenciadas en el abdomen, desde donde emigran, y durante la vida extrauterina se
hallan contenidos en el escroto. La pared del escroto tiene una gran superficie que le
permite que su contenido se mantenga a la temperatura adecuada, para que en los
testiculos se puedan producir las células germinales, proceso que se conoce como
espermatogénesis y en el que entraremos en detalle mas adelante.

Los testiculos tienen doble funcién, por un lado la de producir células germinales, y
por otro la de sintetizar y segregar hormonas sexuales masculinas. Las células germinales
masculinas se denominan espermatozoos o espermatozoides y el nombre genérico para las
hormonas masculinas es andrégenos.

Cada testiculo es un cuerpo ovoide cubierto por una capsula gruesa, denominada
albuginea, muy rica en tejido fibroso blando. En el borde posterior de cada testiculo, la
capsula estd engrosada considerablemente y penetra en la sustancia de la glandula para
formar un tabique vertical incompleto denominado mediastino. Este estd lleno de
conductos revestidos de epitelio que constituyen el denominado rete testis. Todos los
tubulos seminiferos del testiculo vacian en los espacios del rete (Ham & Lesson 1963).

En los testiculos podemos hablar de dos partes funcionales importantes, por un
lado se encuentran los tibulos seminiferos (Ham & Lesson 1963) donde se localizan las
células germinales que migraran desde el lado adluminal del epitelio del tibulo hacia la
luz del mismo, desarrollaindose en espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y
espermatozoides; este proceso de desarrollo de los gametos masculinos es la
espermatogénesis (Ross & Pawlina 2006), y las células de Sertoli, que se sittian formando
parte del epitelio del tibulo y aportan nutrientes y otras moléculas necesarias para la
proliferacién y diferenciacion de las células germinales. Estas células secretan inhibina
(Skinner et al. 1989), que es un péptido inhibidor de la sintesis y secrecion de la hormona
estimulante del foliculo, FSH (Zonneveld et al. 2003), hormona que, como veremos mas
adelante (apartado 1.2.3.), participa en el proceso de la espermatogénesis. El segundo
componente funcional de los testiculos estd formado por las células intersticiales que se
hallan en el tejido conectivo que existe entre los tibulos seminiferos (Ham & Lesson
1963). Entre las células intersticiales encontramos células de Leydig, que sintetizan y
secretan testosterona y otros andrégenos, necesarios para el correcto desarrollo sexual
masculino, tanto para la espermatogénesis como para el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios (pelo facial, conducta sexual y libido), células de Leydig inmaduras,
macroéfagos intersticiales y células epiteliales (ver figural).

Es importante destacar que en los testiculos se requiere un aporte constante de
colesterol. Este, en las células de Leydig, es el precursor para la sintesis de las hormonas
esteroideas (esteroidogénesis); mientras que en los tibulos seminiferos, es necesario para
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la proliferacion y diferenciaciéon de las células germinales a espermatozoides
(espermatogénesis o gametogénesis) (Kabbaj et al. 2003).

Espermatocitos

Espermatogonias

Células de Leydig

Espermatozoides

A Tubulos seminiferos

Células de Sertoli Espermatidas
Figura 1. Corte histologico del testiculo de raton.

1.2. Hormonas esteroideas

Las hormonas esteroideas juegan un papel regulador critico en algunos aspectos
de la fisiologia de los mamiferos entre los que se incluyen los mecanismos de respuesta al
estrés, el desarrollo de caracteres sexuales secundarios, el control del ciclo menstrual y la
espermatogénesis (Eacker et al. 2008). Existen cinco clases principales de hormonas
esteroideas: testosterona (andrdégenos), estradiol (estrégenos), progesterona
(progestinas), cortisol/corticoesterona (glucocorticoides) y aldosterona
(mineralocorticoides). La testosterona y su metabolito mas potente la dihidrotestosterona,
la progesterona y el estradiol se clasifican como esteroides sexuales, mientras que el
cortisol/corticoesterona y la aldosterona pertenecen a los corticoesteroides (Payne &
Hales 2004, Pikuleva 2006, Miller 2008). La glandula adrenal sintetiza tanto
corticoesteroides como andrégenos (deshidroepiandosterona y androstendiona); la
aldosterona se genera principalmente en las células de la capa glomerulosa, mientras que
el cortisol/corticoesterona se produce en las células adrenocorticales de la zona
fasciculada y la deshidroepiandosterona asi como la androstendiona se sintetizan en las
células de la capa reticular. En el ovario, las células de la granulosa sintetizan
principalmente progesterona (y su metabolito 20a-hidroxiprogesterona) y estradiol; las
células de la theca secretan principalmente andréogenos y las células luteales progesterona
(v su metabolito 20a-hidroxiprogesterona), mientras en el testiculo las células de Leydig
son las encargadas de sintetizar testosterona (Holm et al. 1988, Stocco & Clark 1996,
Azhar & Reaven 2002, Payne & Hales 2004) La progesterona se sintetiza también en el
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cuerpo luteo durante las primeras 6-8 semanas de gestacién, pero durante el embarazo la
principal fuente de progesterona es la placenta (Conley & Mason 1990, Strauss et al
1996). En cerebro también sintetizan esteroides de novo a partir de colesterol a través de
mecanismos que son, al menos en parte, independientes de las células esteroidogénicas
periféricas, éstos se conocen como neuroesteroides (Mellon & Vaudry 2001, Tsutsui 2008,
Do Rego et al. 2009).

1.2.1. Biosintesis de las hormonas esteroideas

Todas las hormonas esteroideas derivan del colesterol, éste se modifica por la
adiciéon de diversos grupos funcionales, como carbonilos e hidroxilos o cadenas
hidrocarbonadas. Las hormonas esteroideas utilizan la misma numeraciéon atémica que el
colesterol. La conversién del colesterol, Cz27, a las hormonas esteroideas de 18-, 19- y 21-
carbonos consiste en la degradacion irreversible del residuo del carbono-6 del colesterol
que ademas establece la velocidad de reaccidn para producir pregnenolona (Cz1). Los
esteroides C21 se conocen como pregnanos, mientras que, los C19 y C18, se conocen como
androstanos y estranos, respectivamente (Holm et al. 1988, Miller 2008).

Aunque el esteroide final sintetizado difiere segtn el tipo celular, el primer paso de
la reaccidn de biosintesis de hormonas esteroideas es el mismo y consiste en la conversion
de colesterol a pregnenolona, un esteroide de 21 carbonos (ver figura 2). Este paso
determina la velocidad de la biosintesis de esteroides y est4 altamente regulado (Dorfman
et al. 1957). El sistema enzimatico que lo cataliza se conoce como la enzima de
degradacién con una cadena lateral ligada al P450 (P450ssc [P450 cholesterol side-chain
cleavage] 6 CYP11A1) o también llamada desmolasa. P450 es un complejo enzimatico
compuesto por una flavoproteina (NADH [nicotinamida adenina dinucleétido]-
adrenodoxina reductasa), una ferredoxina (adrenodoxina) y un citocromo P450 que se
localiza en la membrana interna de la mitocondria (Holm et al. 1988, Miller 2008). P450
cataliza tres reacciones diferentes: 20a-hidroxilacion, 22-hidroxilacién y la escision de la
cadena lateral de colesterol convirtiéndolo en pregnenolona (Holm et al. 1988, Miller
2008). La conversion del colesterol a pregnenolona es el paso limitante de la biosintesis
de esteroides. La naturaleza limitante de este paso no es debida a la actividad de la P450
en si misma, sino a la limitacién del acceso del colesterol al lugar de unién de dicha
enzima, por ejemplo la liberacion del sustrato colesterol desde la cara externa hacia la
interna de la membrana mitocondrial, donde se localiza P450 (Davis et al. 1968, Simpson
et al 1978, Toaff 1979, Sheriff 1980, Mori & Marsh 1982, Privalle et al. 1983).

La pregnenolona formada en el paso limitante pasa después al reticulo
endoplasmico (RE) y a la mitocondria donde sufre posteriores modificaciones (Payne &
Hales 2004, Pikuleva 2006, Sanderson 2006, Miller 2008). Primero es convertida a
progesterona por mediacion de la enzima isomerasa AS5-33 hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3-BHSD), la cual también participa en el mantenimiento de la produccion
de los principales esteroides de las células esteroidogénicas del ovario. En la zona
fasciculada de las células del cortex adrenal, la progesterona es hidrolizada a 17a-
hidroxiprogesterona que despues es metabolizada a 11-deoxicortisol (o
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deoxicorticosterona) (Figura 2). Y por ultimo, en la mitocondria, se produce la conversiéon
del 11-deoxicortisol (deoxicorticosterona) a cortisol, o corticoesterona en roedores. Los
dos pasos siguientes en la sintesis de aldosterona estan catalizados por la aldosterona
sintasa (CYP11B2), la cual convierte la 11-deoxicorticosterona en corticoesterona y,
posteriormente, en aldosterona. En el testiculo, concretamente en las células de Leydig, la
pregnenolona es transformada a testosterona por dos rutas conocidas como las rutas Aty
A5 (Figura 2). La actividad relativa de estas dos rutas varia segin la especie (Payne & Hales
2004). La A*implica la conversién secuencial de pregnenolona a progesterona, de ahi a
17a-hidroxiprogesterona, a androstendiona y finalmente testosterona, mientras en la ruta
A5 ]la pregnenolona es convertida a 17a-hidroxipregnenolona, a deshidroepiandrosterona
y a testosterona ambas a través de androstendiol o androstendiona. En el ovario la
testosterona es metabolizada a estradiol (ver figura 2) (Al-Jarallah & Trigatti 2010).

MINERALOCORTICOIDES
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Figura 2. Esquema de la biosintesis de hormonas esteroideas a partir de colesterol.
Adaptado de (Al-]Jarallah & Trigatti 2010).

1.2.2. Regulacion de la biosintesis de las hormonas esteroideas

La tasa de esteroidogénesis o produccién de hormonas esteroideas esta controlada
por hormonas troéficas (hormona luteneizante [LH], FSH, hormona adenocorticotrépica
[ACTH]) (Marsh 1976, Sanborn et al. 1980, Simpson & Waterman 1983, Strauss et al. 1988,
Waterman & Keeney 1996, Kierszenbaum & Tres 2004). El tipo de hormona esteroidea
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que se sintetiza en una clase particular de célula viene determinado por el complemento
peptidico del receptor de la hormona, por la respuesta a la estimulacién hormonal y por la
expresién génica de las enzimas que intervienen en la esteroidogénesis. Asi, la ACTH
estimula el cortisol/corticoesterona en las células adrenocorticales, la angiotensina Il y el
potasio regulan la sintesis de aldosterona en las células adrenales, la FSH regula la sintesis
de progesterona y estrégenos en las células del ovario, mientras que la LH regula la
sintesis de progesterona en las células ltiteas del ovario, la produccién de andrégenos en
las células theca-intersticiales del ovario y la sintesis de testosterona en las células de
Leydig (Al-Jarallah & Trigatti 2010). Las gldndulas adrenales son también las encargadas
de sintetizar androgenos adrenales (McKenna et al. 1997, Miller 2002). Las hormonas
tréficas como la LH, la FSH o la ACTH inducen esteroidogénesis adrenocortical y gonadal
mediante su unién a receptores acoplados a proteinas G, esta uniéon tiene como
consecuencia la activacién de la adenilato ciclasa, la cual genera adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) que activa la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA) (Marsh 1976,
Sanborn et al. 1980, Simpson & Waterman 1983, Strauss et al. 1988, Waterman & Keeney
1996). La estimulacién de la cascada de sefializacion AMPc-PKA tiene un efecto tanto
crénico como agudo en la regulacién de la produccién de hormonas esteroideas. La
respuesta aguda de la esteroidogénesis, la cual transcurre en el orden de minutos, se
caracteriza por la rapida movilizacién de gotas lipidicas que almacenan ésteres de
colesterol y por el incremento de la liberaciéon de colesterol mediante la enzima P450
mitocondrial seguida de una rapida sintesis de nuevos esteroides. La regulacion crénica, o
a largo plazo, de la esteroidogénesis consiste en la elevacion de la transcripcién de genes
que codifican enzimas que participan en la esteroidogénesis, lo que resulta en un aumento
de la capacidad de sintetizar de las células (Simpson & Waterman 1988, Moore & Miller
1991, Lauber et al. 1993, Parker & McConnell 1995, Payne & Youngblood 1995) .

1.2.3. Eje hipotalamico-pituitario-gonadal

Es un sistema de regulaciéon por retroalimentacién, en el que la liberacion de
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) del hipotdlamo estimula a la glandula
pituitaria para sintetizar y liberar LH (Figura 3) (Tilbrook & Clarke 2001). La LH,
secretada por la glandula pituitaria, se une al receptor LH/gonadotropina coriénica (CG)
acoplado a proteinas G, y que se localiza en la superficie de las células de Leydig (Dufau et
al. 1997). La activacion de éste receptor estimula la sintesis de testosterona en las células
de Leydig, ya que se produce un aumento de la concentraciéon de AMPc dando como
resultado el aumento de la produccién de las proteinas necesarias para la
esteroidogénesis. La testosterona, a su vez, reduce la sintesis de LH en la glandula
pituitaria por represion directa de la subunidad  de LH (Figura 3) (Jorgensen & Nilson
2001). Muchos estudios sugieren también que la testosterona puede regular la liberacién
de GnRH del hipotdlamo, sefial que, como dijimos anteriormente, estimula a la glandula
pituitaria para sintetizar y liberar LH (Tilbrook & Clarke 2001).

La sintesis de FSH esta estimulada también por la GnRH (Figura 3). La FSH actta
sobre las células de Sertoli aumentando la producciéon de proteinas que se unen a los
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androgenos, induce a las células de Sertoli para que secreten inhibina, y estimula la
formacién de uniones estrechas Sertoli-Sertoli.

La inhibina, sintetizada en las células de Sertoli, y la testosterona, en las de Leydig,
regulan a su vez esta secreciéon de gonadotropinas; la inhibina disminuye la secrecién de

FSH y la testosterona controla la produccién de LH (ver figura 3) (Tilbrook & Clarke
2001).

¥ Hipotalamo
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Figura 3. Diagrama del eje hipotilamo-pituitaria-gonadal en el ser humano. Abreviaturas,
FSH: hormona estimulante del foliculo, LH: hormona luteneizante, GNRH: hormona liberadora de
gonadotropinas.

La transcripcién de genes que codifican para proteinas como la proteina
reguladora aguda de la esteroidogénesis (StAR), el citocromo P450 11al (Cypllal) y el
citocromo P450 17a1l (Cypl17al), que estan implicadas en la esteroidogénesis, se estimula
por accién del AMPc (Clark et al. 1994, Clark et al. 1996, Payne & Hales 2004); y la sintesis
de testosterona, estan regulados por este sistema de retroalimentacion negativa, es decir,
la testosterona misma es la que reprime la transcripciéon de estos genes implicados en la
esteroidogénesis ( Hales et al. 1987, Burgos-Trinidad et al. 1997).
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1.3. Espermatogénesis

La espermatogénesis es el mecanismo encargado de la produccién de
espermatozoides o gametos masculinos. El desarrollo del linaje espermatogénico es un
proceso complejo que se produce de una manera ordenada y se denomina el ciclo de
espermatogénesis (Clermont 1972), el cual se divide en un ndmero de fases, o
asociaciones de células, especifico de cada especie, es decir, 12 etapas en el raton (Oakberg
1956), 14 etapas en la rata (Leblond et al. 1952) y 6 etapas en los monos (Clermont &
Leblond 1959). La duracién de cada etapa tiene un tiempo especifico, y por lo tanto
completar el ciclo espermatogénico requiere alrededor de 8.6 dias en el ratén (Oakberg
1956),y 12.8 dias en la rata (Hilscher et al. 1969).

Este desarrollo espermatogénico sincronizado puede venir facilitado por una
citocinesis incompleta durante las divisiones mitdticas que dan lugar al mantenimiento de
los puentes de citoplasma entre las células germinales. Las proteinas y el ARNm (4cido
ribonucleico mensajero) se intercambian a través de estos puentes citoplasmaticos
ayudando a coordinar el desarrollo sincronizado de las copias de células germinales
(Braun et al. 1989). Cada etapa se caracteriza por una combinacién de los tipos de
espermatogonias, espermatocitos y espermatidas que se producen de forma sincrénica en
el proceso espermatogénico (Phillips et al. 2010).

La espermatogénesis se desarrolla en las génadas, aunque la maduracién final de
los espermatozoides se produce en el epididimo. Este proceso tiene una duracién
aproximada de 64 a 75 dias en la especie humana y consta de 3 fases o etapas: fase
proliferativa, meiosis o espermatocitogénesis y espermiogénesis (Hermo et al., 2010).

1.3.1. Origen de las células madre de espermatogonias

Las células madre de las espermatogonias (SSCs) son la base de la
espermatogénesis y de la fertilidad masculina (Phillips et al. 2010). Como otras células
madre especificas de otros tejidos, las células madre de espermatogonia son raras, y
representan s6lo un 0.03% de todas las células germinales en los testiculos de roedores
(Tegelenbosch & de Rooij 1993). Las SSCs aumentan en niumero gracias a la diferenciacion
de las espermatogonias a espermatocitos, estos a espermdtidas y, por ultimo, a
espermatozoides; por lo tanto se caracterizan, como todas las otras células madre, por su
capacidad de auto-renovacion mediante divisiones y por su diferenciacion a otras células
(Phillips et al. 2010).

Las SSCs derivan de los gonocitos en los testiculos después del parto, los cuales a
su vez provienen de las células germinales primordiales (PGC) durante el desarrollo fetal.
Las PGCs son una poblacién transitoria de células que en ratones, durante la formacion del
alantoides (8.5 y 12.5 dias post coito (dpc)) son arrastradas pasivamente fuera del
embrion, antes de que inicien la migracion a través del intestino posterior y lleguen a la
génada indiferenciada. Las PGCs se replican durante la fase migratoria vy,
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aproximadamente, unas 3000 colonizan las crestas genitales (Bendel-Stenzel et al. 1998).
En la gébnada masculina alrededor del dia 13.5 dpc, las PGCs dan lugar a los gonocitos, que
estdn cerca de los cordones testiculares formados por células precursoras de Sertoli y
células mioides peritubulares.

El gonocito es un término general que se clasifica en tres categorias:
proespermatogonia en mitosis, M-proespermatogonia y T1 y T2-proespermatogonias
(McCarrey 1993). Las M-proespermatogonias se localizan en el centro de los cordones
testiculares, lejos de la membrana basal, y siguen proliferando hasta aproximadamente el
16.5 dpc de desarrollo del ratén cuando son convertidas en T1-prospermatogonia y se
detienen en la fase GO de la mitosis (McCarrey 1993, Tohonen et al. 2003). Los gonocitos
reanudan la proliferacién durante la primera semana después del nacimiento (lo que
marca su transicién a T2-proespermatogonia) de forma concomitante con la migracién
hacia la membrana basal de los tibulos seminiferos (Clermont & Perey 1957). Las T2-
proespermatogonias colonizan la membrana basal y dan lugar a la primera ronda de
espermatogénesis; ademas, establecen el grupo inicial de SSCs que se mantienen a lo largo
de las espermatogénesis postpuberales el resto de la vida (Kluin & de Rooij 1981,
McCarrey 1993, Yoshida et al. 2006).

1.3.2. Desarrollo del linaje espermatogénico

Las espermatogonias son células germinales primordiales diploides que se sitian
en la membrana basal de los tibulos seminiferos. Hay tres tipos de espermatogonias que
fueron descritas basandose en su morfologia nuclear (Roosen-Runge & Giesel 1950,
Clermont & Leblond 1953, Monesi 1962). Las espermatogonias de tipo A, se consideran
el tipo mas primitivo porque carecen de heterocromatina en el ntcleo, una caracteristica
general de células indiferenciadas; las espermatogonias intermedias, cuyos nucleos
contienen una pequefla cantidad de heterocromatina; y el ultimo tipo son las
espermatogonias de tipo B, que contienen una gran cantidad de heterocromatina, lo que
indica un mayor estado de diferenciacién. A su vez, las espermatogonias de tipo A se
pueden subdividir en espermatogonias A sencilla o sola (As), A pareada (Apr) y A alineada
(Aal), que difieren sdlo en su disposicion topografica en la membrana basal del tubulo
seminifero. Cuando una espermatogonia As se divide produce una Apr que completa la
citocinesis para producir dos nuevas A (divisiones de auto-renovacion); o bien, no
completa la citocinesis y se mantienen conectadas por puentes citoplasmaticos
intercelulares produciendo una cadena de cuatro espermatogonias Aal en la siguiente
divisién (diferenciacion de la divisidon). Posteriores divisiones pueden conducir a la
formacion de cadenas de 8, 16 y 32 veces espermatogonias Aal. Cadenas de 4-16 Aal se
consideran, en general, comprometidas con el proceso de diferenciacidn. Asi, el grupo de
células madre incluye por lo menos algunas espermatogonias Apr (Yoshida et al. 2007,
Morimoto et al. 2009). Las espermatogonias As, Apr y cadenas pequefias de cuatro
espermatogonias Aal, se distribuyen uniformemente a lo largo del epitelio de los tibulos
seminiferos (Huckins 1971, Tegelenbosch & de Rooij 1993). Grandes cadenas de Aal (8, 16
y 32) se diferencian a espermatogonias Al en las fases IV y VIII del epitelio seminifero (no
hay division celular en esta transicién) y éstas dan lugar a espermatogonias A2 en la fase
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IX. Asi, al contrario que las espermatogonias indiferenciadas, las espermatogonias
diferenciadas (A1, A2, A3, A4, intermedios y B) se dividen de forma sincronizada y se
encuentran en fases especificas del epitelio (Oakberg 1971). Las espermatogonias B dan
lugar a espermatocitos primarios, que progresan en la meiosis (ver figura 4). A
continuacion, dos divisiones meidticas dan lugar a la formacién de los espermatocitos
secundarios y espermatidas haploides respectivamente, los cuales se someten a 16 pasos
de cambios morfoldgicos para finalmente convertirse en espermatozoides listos para ser
liberados desde el epitelio (ver figura 4) (Oakberg 1956).

Un espermatozoide estd compuesto de cabeza y cola. La cabeza esta formada por el
nucleo celular condensado revestido de una fina capa de citoplasma y de membrana
celular. En la parte anterior externa hay una capa gruesa, el acrosoma, formado
principalmente a partir del aparato de Golgi, éste contiene enzimas similares a las que se
encuentran en los lisosomas de las células tipicas entre las que se incluyen la
hialuronidasa, que digieren filamentos del proteoglucano de los tejidos, y enzimas
proteoliticas. La cola del espermatozoide se denomina flagelo y tienen tres componentes
principales que son un esqueleto central constituido por 11 microtibulos, denominados
axonema, una fina membrana celular que reviste el axonema y un depdsito de
mitocondrias que rodea el axonema de la porcién proximal de la cola, llamada cuerpo de la
cola (Guyton & Hall 1996).

Una alternativa al modelo de de la renovacion de las células madre As descrito
anteriormente, es el modelo A0O/A1 (Clermont & Bustos-Obregon 1968, Dym et al. 1970,
Clermont & Hermo 1975). Brevemente, las espermatogonias A0 se observan como células
solas o parejas que estan presentes en todas las fases del epitelio seminifero. Las figuras
mitdticas rara vez se observan en estas células, por lo que se consideran “las células madre
de reserva” que no contribuyen al estado de equilibrio de la espermatogénesis. Estas
células madre de reserva sélo se activan cuando la espermatogénesis es destruida por
efecto de téxicos. El pool de “células madre activas" estd compuesto por espermatogonias
A1-A4. Cuando las espermatogonias A4 se dividen, dan lugar o bien a las nuevas
espermatogonias Al (auto-renovacion) o espermatogonias intermedias (diferenciacion).
Si bien sigue habiendo un vigoroso debate entre los modelos As y A0/A1, 1a mayoria de los
investigadores en este campo estan a favor del modelo As (Phillips et al. 2010).

1.3.3. Elnicho de las células madre de espermatogonias

Las células SSCs residen en un microambiente especializado llamado "nicho" que
regula la homeostasis testicular manteniendo el equilibrio entre la auto-renovacion y la
diferenciacion de las células SSCs. Un nicho de células madre estd compuesto de células,
componentes de la matriz extracelular, y factores solubles locales presentes en la vecindad
de las células madre que regula el destino celular. La base estructural para el nicho de la
célula SSC en los testiculos de mamiferos esta en el compartimiento basal de los tubulos
seminiferos que se compone de las células de Sertoli y las células mioides peritubulares
(Dadoune et al. 2007). En conjunto, las células de Sertoli y las mioides peritubulares
secretan los componentes a la membrana basal a la que estan adheridas las SSCs mediante
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las moléculas de adhesién (Tung et al. 1984). Las células de Sertoli se polarizan hacia las
células epiteliales columnares y dan soporte a las células SSCs y también a las células
germinales diferenciadas, proporcionando nutrientes y mediando la sefializacién externa a
fin de apoyar la espermatogénesis (Griswold 1998). La importancia de las células de
Sertoli en la diferenciacién de las células germinales se demuestra mediante el trasplante
de las células de Sertoli normales en los testiculos de receptores mutantes infértiles, con
un defecto de las células de Sertoli, y por el inicio con éxito de la espermatogénesis que se
consigue con dicho trasplante (Kanatsu-Shinohara et al. 2003, Kanatsu-Shinohara et al.
2005). Ademas, las estrechas uniones entre las células de Sertoli adyacentes, constituyen
una barrera protectora sangre-testiculo (BTB), que divide el epitelio seminifero en
compartimento basal y adluminal, y juega un papel importante en la regulaciéon de la
diferenciacion de las células germinales (Cheng et al. 2002). La BTB mantiene un flujo
selectivo de sustancias entre el fluido luminal, el plasma sanguineo y el liquido intersticial.
Todo ello crea un entorno privilegiado e inmune para las células germinales haploides en
el compartimiento adluminal de los tdbulos seminiferos.

//
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del tubulo
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Espermatogonia S\

L7
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Figura 4. Diagrama esquematico de la espermatogénesis.
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A lo largo de la longitud del tibulo, se cree que las SSCs estan localizadas en las
zonas adyacentes al espacio intersticial (Chiarini-Garcia et al. 2003). Las espermatogonias
indiferenciadas se observan predominantemente en las areas del tibulo adyacentes a la
vasculatura (Yoshida et al. 2007).

El nicho de la SSC media en las sefiales endocrinas y paracrinas que regulan la
auto-renovacion y la diferenciacion. Un regulador clave del nicho de SSC es GDNF (Glial-
Derived Neurotrophic Factor), que es secretado por las células de Sertoli y actiia a través
del receptor de la tirosina quinasa Ret y el co-receptor GDNF family-receptor alpha, que
forman un complejo receptor en la superficie de As, Apr y Aal (Meng 2000). Mas abajo, las
vias de sefializacién que se activan por GDNF, en las espermatogonias indiferenciadas, son
la via fosfoinositol 3 fosfato kinasa/proteina kinasa B (PI3K/AKT), miembros de la familia
SRC quinasa y via de Ras/ERKj,, (proteina quinasa de senalizacion extracelular) (Bieri &
Prival 1965, Braydich-Stolle et al. 2007, Oatley et al. 2007). Se piensa que GDNF actta a
través de estas vias para regular la auto-renovacién de SSC. La interrupcion dirigida de la
variante del gen 5 (Etv5) resulta en un defecto del mantenimiento del pool de SSC,
mientras que, la diferenciacion de las espermatogonias no aparece afectada por esta
mutacion (Baranova et al. 2005). El factor de transcripcion Etv5 se expresa en las células
de Sertoli y la pérdida de Etv5 parece poner en peligro la capacidad de las células de
Sertoli para apoyar a las espermatogonias, posiblemente, por la interrupcién de la funciéon
de BTB, lo que se indica por la disminucién de los niveles de Claudina-5, que intervienen
en las uniones celulares estrechas y que se expresa en células endoteliales en los ratones
mutantes (Morita et al. 1999).

1.3.4. Factores que modulan la espermatogénesis

La espermatogénesis es por lo tanto un proceso de desarrollo en el que acontece la
transformaciéon de una célula diploide no diferenciada (célula madre), en una célula
claramente diferenciada y haploide, el espermatozoide, todo este proceso esta regulado
por accion endocrina. Esta diferenciacion de células germinales a espermatozoides, que
como ya dijimos ocurre en el epitelio de los tibulos seminiferos, depende de un complejo
didlogo paracrino entre las células de Sertoli (Skinner et al. 1991).

Como ya adelantamos en el capitulo de la esteroidogénesis, la testosterona es
secretada en las células de Leydig bajo la influencia de las hormonas secretadas en la
glandula pituitaria: las hormonas LH y FSH, que actian sobre las células de Sertoli
estimulando la activacion de genes necesarios para que se produzca la secrecion de
péptidos que promueven la diferenciacién de las células germinales. Se cree que la
estimulacién bioquimica de las células germinales ocurre a través de la secrecion de
moléculas encargadas de la regulacion, como factores de crecimiento o proteasas, a partir
de las células de Sertoli (Griswold 1998). FSH ejerce su efecto bioldgico a través de una
proteina G acoplada al receptor de FSH localizado en la membrana plasmatica de las
células de Sertoli (Simoni et al. 1997, Heckert & Griswold 2002). Esta unién de FSH a sus
receptores activa al menos cinco rutas de sefializacién: 1) AMPc y PKA, 2) proteina
quinasa activada por mitégeno (MAPK), 3) calcio, 4) PI3K y 5) fosfolipasa A2 (Walker &
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Cheng 2005). Estas rutas activan a una proteina responsable de unién de elementos de
respuesta a AMPc (CRE) y como resultado de esto se transcriben los genes necesarios para
la espermatogénesis. En cuanto a la testosterona, que como dijimos se sintetiza en las
células de Leydig, gracias a la estimulacion de las mismas por accién de LH (De Kretser et
al. 1971, Wahlstrom et al. 1983), ejerce sus acciones biolégicas a través de los receptores
de andrégenos que se localizan en las células de Sertoli (Ruwanpura et al. 2010).

La poblacién estable de células germinales estad determinada por el balance entre
la muerte celular (apoptosis) y la divisidon celular, ambos procesos estan influidos por
numerosos factores bioquimicos. La gran coordinacién necesaria en la espermatogénesis
requiere una intima unién y comunicaciéon funcional entre las células de Sertoli y las
células germinales (Kierszenbaum & Tres 2004, Mruk & Cheng 2004, Sluka et al. 2006).
Por tanto, para que la poblacion de células germinales se mantenga estable, una
subpoblaciéon de las espermatogonias sufrird apoptosis y, aproximadamente la mitad
continuara dividiéndose (de Rooij et al. 2001).

En la espermatogénesis, las espermatogonias, como ya se ha mencionado, sufren
un proceso de mitosis y dos divisiones meidticas, la segunda divisién meiética, en la que
los espermatocitos secundarios dan lugar a espermatidas haploides, coincide con una
oleada de transcripcién de genes, algunos de estos, esenciales para la meiosis de los
mamiferos como por ejemplo el complejo de sinaptonema de la proteina 3 (SCP3), quinasa
dependiente de ciclina, b-transducin repeat containing protein, Moloney murine sarcoma
viral oncogene homolog (Rosenberg et al. 1995, Yuan et al. 2000, Guardavaccaro et al
2003, Ortega et al. 2003).

Durante el desarrollo post-meidtico, las células sufren grandes transformaciones
morfogenéticas; en esta fase son necesarias proteinas especificas del nucleo de las células
germinales y el reemplazo secuencial de histonas que permitan la compactaciéon del ADN
(acido desoxirribonucleico) en el nicleo (Wouters-Tyrou et al. 1998). Todo este proceso
secuencial y ordenado que es la produccién de gametos masculinos, implica pasos precisos
de control transcripcional que determinan los patrones de expresién de genes (Kimmins
etal 2004).

1.3.5. Maduracion del espermatozoide en el epididimo

Una vez formados en los tiibulos seminiferos los espermatozoides tardan varios
dias en recorrer el epididimo. Cuando se localizan en los tibulos seminiferos y al comienzo
del epididimo, estos espermatozoides son inméviles. Una vez que permanecen entre 18 y
24 horas en el mismo y desarrollan la capacidad de moverse aunque proteinas inhibidoras
del liquido del epididimo, les impiden moverse realmente y no lo consiguen hasta que no
se produce la eyaculacién. Una vez que ésta se produce, los espermatozoides se vuelven
moviles, y capaces de fecundar el 6vulo, proceso que se denomina maduraciéon. Durante
este proceso las células de Sertoli y las células del epitelio del epididimo secretan un
liquido nutritivo especial que es eyaculado junto con los espermatozoides y que contiene
hormonas (testosterona y estrégenos), enzimas, y nutrientes necesarios para la
maduracion de los espermatozoides (Guyton & Hall 1996).
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1.3.6. Capacitacion de los espermatozoides

La capacitacidn consiste en una serie de complejos eventos moleculares que tienen
lugar tras la maduracion de los espermatozoides en el epididimo y confiere al
espermatozoide la capacidad de fertilizar al o6vulo. Durante este proceso el
espermatozoide esperimenta cambios fisiolégicos que ocurren en el tracto femenino
(Visconti et al. 2002).

Cuando los espermatozoides entran en contacto con los liquidos del aparato
genital femenino se producen multiples cambios que activan a los espermatozoides para
los procesos finales de la fecundaciéon (Guyton & Hall 1996). Los eventos moleculares
implicados en el inicio de la capacitacion incluyen el transporte de colesterol desde la
membrana del esperma, el flujo de iones resultante de la alteraciéon del potencial de
membrana del esperma y el aumento de fosforilaciéon de tirosinas implicadas en la
induccidén de la hiperactivacién y en la reaccién del acrosoma (Visconti et al. 2002).

2. LIPASA SENSIBLE A LAS HORMONAS
2.1. Funciodn, localizacion y expresion en diferentes tejidos

La lipasa sensible a las hormonas (HSL) (EC 3.1.1.3) (Fredrikson et al. 1981) hasta
la década de los 80, se consideraba la enzima clave de la lipdlisis en el tejido adiposo
(Yeaman 2004). Actualmente, se sabe que esta enzima es una lipasa neutra citosolica con
una amplia especificidad de sustrato (Kraemer & Shen 2002, Kraemer & Shen 2006). A
diferencia de otras lipasas neutras, como la lipoproteina lipasa (LPL) o la lipasa hepatica
(Behr et al. 1981), la HSL purificada de tejido adiposo presenta actividad triacilglicerol
hidrolasa, diacilglicerol hidrolasa, monoacilglicerol hidrolasa, colesterol éster hidrolasa y
retinol éster hidrolasa (Bickel et al. 1997); en un rango de 1:10:1:4:2 respectivamente (ver
figura 5) (Al-Jarallah & Trigatti 2010)Por tanto, la HSL es clave en la lipolisis del tejido
adiposo y en la esteroidogénesis en los tejidos esteroidogénicos (corteza de las capsulas
suprarrenales, ovarios, testiculos y placenta) (Cook et al. 1982, Stralfors 1987, Lee et al.
1988, Yeaman 1990); en los que cataliza la hidrolisis de los ésteres de colesterol
almacenados en los tejidos y facilita la disponibilidad de colesterol libre para la sintesis de
las hormonas esteroideas. Ademas, actualmente se piensa que la HSL, por su actividad
colesterol hidrolasa, podria facilitar el colesterol para la proliferacion celular.

Recibe este nombre porque responde a hormonas como insulina, catecolaminas, ACTH
y glucagon (Vaughan et al. 1964, Steinberg & Khoo 1977). La HSL se descubri6 en la
década de los 60 (Bjorntorp & Cramer 1961, Vaughan et al. 1964, Hollenberg et al. 1961) y
fue purificada 15 afios después (Belfrage et al. 1977, Fredrikson et al. 1981).

La lipolisis es un proceso esencial para la regulacion de la homeostasis energética, se
lleva a cabo por la accién de, al menos, tres enzimas especificas (Lampidonis et al. 2011) y
se realiza en tres pasos formandose como productos intermedios 1,2-diacilglicéridos y

23



1(3)-monoacilglicéridos, y como producto final glicerol; en cada uno de los pasos se
desprenden acidos grasos no esterificados (NEFAs) que son liberados a la circulacién para
ser utilizados por los tejidos periféricos (ver figura 5). HSL cataliza las dos primeras etapas
de la reaccién, y la monoglicérido lipasa (MGL) cataliza la ultima etapa del proceso
(Fredrikson & Belfrage 1983, Belfrage et al. 1984a, Yeaman 1990). Aunque HSL es capaz
de hidrolizar los 1(3)-monoacilglicéridos, debido a su baja afinidad por los 1(3)-
monoacilglicéridos (Fredrikson & Belfrage 1983), este proceso se lleva a cabo por accién
de la MGL (Fredrikson et al. 1986, Tornqvist & Belfrage 1976). En los ultimos 5 afios se
han identificado importantes enzimas y proteinas reguladoras de la lipolisis (Al-Jarallah &
Trigatti 2010). Estos hallazgos incluyen una triacilglicerol hidrolasa aislada en los
adipocitos llamada triglicérido lipasa de adipocitos (ATGL) (Zimmermann et al. 2004) que
también cataliza la hidrélisis de triacilglicéridos a monoglicéridos (Lampidonis et al.
2011).

ATGL

A. HSL HSL MGL
TAG =—— DAG =——— MAG =——> glicerol

NEFAs NEFAs NEFAs
B. Ester de colesterol }ﬁ> Colesterol + Acido graso
Catecolaminas Insulina
ACTH
Glucagon

Figura 5. Diagrama esquematico del proceso de lipolisis de triglicéridos (A) y esteres de
colesterol (B). Abreviaturas: ATGL; triglicérido lipasa de los adipocitos, DAG: diacilglicérido, HSL:
lipasa sensible a hormona, MAG: monoacilglicérido, MGL: monoacilglicérido lipasa, NEFAs: acidos
grasos no esterificados, TAG: triacilglicérido.

La funcién y el sustrato de actuacion de la HSL difieren segin el tejido donde se halle.
Esta enzima se detecta en tejido adiposo blanco y marréon (Cook et al. 1982, Holm et al.
1988, Kraemer et al. 1993), macro6fagos, corazén, musculo esquelético (Holm et al. 1988,
Kraemer et al. 1993), gldindula mamaria, leche de rata (Martin-Hidalgo et al. 2005, Lobo et
al. 2009), glandulas adrenales, ovario (Yeaman 1990, Kraemer et al. 1991, Hui 1996),
testiculo (Osuga et al. 2000), placenta, células  pancreaticas (Chung et al. 2001) y en
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higado de ratén (Sekiya et al. 2008). En el tejido adiposo marrén, la HSL interviene en la
termogénesis, hidrolizando los triglicéridos endégenos y aportando acidos grasos (AG)
para la B-oxidacién (Holm et al. 1987b). En musculo y corazén, también actda como
triglicérido lipasa dando como productos glicerol y AG siendo estos tltimos oxidados para
ser usados como fuente de energia para el mismo tejido (Holm et al. 1987ab). En los
tejidos esteroidogénicos, la HSL, a pesar de que también actia en la lipolisis, su papel mas
importante lo desempefia como colesterol éster hidrolasa neutra hidrolizando ésteres de
colesterol (ver figura 5). Por tanto en estos tejidos aporta colesterol para la sintesis de
hormonas esteroideas (Boyd et al. 1980, Beins et al. 1982, Cook et al. 1982), y también
creemos que provee de colesterol libre para la espermatogénesis. Por lo que una funcién
importante de la HSL en los tejidos esteroidogénicos es el mantenimiento de la
homeostasis del colesterol en la célula y la movilizacion del colesterol almacenado para
ser utilizado por la célula o para ser excretado (Kraemer et al. 1993). Las células necesitan
colesterol para la formacion de sus membranas celulares en los procesos de division
celular (Fernandez et al. 2005, Suarez et al. 2005). En la espermatogénesis, como hemos
mencionado anteriormente, hay una intensa proliferacién y diferenciacion celular
(Griswold 1998, Eddy et al. 2002) que requiere un gran aporte de colesterol (Parks &
Hammerstedt 1985, Rana et al. 1991, Sugkraroek et al. 1991, Haidl & Opper 1997), todo
ello sugiere una participacion importante de la HSL en estos procesos.

2.2. Estructura y caracteristicas de la proteina y el gen
2.2.1. Estructura de la proteina

Las propiedades fisico-quimicas de la HSL han sido estudiadas por Fredrikson y cols.
(Fredrikson et al. 1981, Fredrikson & Belfrage 1983). La enzima purificada en tejido
adiposo de rata tiene un peso molecular aproximado de 84 kDa, un punto isoeléctrico de
6.7-6.8 y un pH 6ptimo de actividad de 7. No tiene péptido sefial y no es una proteina
glucosilada. Su localizaciébn es citosdlica. Su actividad es inhibida por
diisopropilfluorofosfato, fluoruro sédico, cloruro merctrico y 4&cido fenilborénico
(Fredrikson et al. 1981).

La HSL no presenta homologia con otras lipasas de mamiferos (Contreras et al. 1996),
sin embargo, si presenta homologia con varias enzimas procariéticas, incluyendo lipasas
bacterianas (Langin et al. 1993).

Hasta la fecha no se dispone de la estructura tridimensional de la HSL. Segtin el modelo
estructural propuesto ésta puede ser subdividida en cuatro regiones funcionales (Holm et
al. 1994, Contreras et al. 1996, Osterlund et al. 1996, Osterlund et al. 1997, Osterlund et al.
1999):

1) El dominio amino terminal o N-terminal (1-300 aminoacidos), que se cree que
media la unién a lipidos, la dimerizacion de la enzima (Shen et al. 2000) y la
interacciéon con la proteina de uniéon de &acidos grasos 4 cuya uniéon aumenta la
actividad enzimatica de HSL (ver figura 6) (Smith et al. 2007).
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Figura 6. Estructura esquematica de HSL en ratén, adaptada de (Kraemer & Shen 2002).
Abreviaturas: Ser, serina; His, histidina; Asp, asparragina; PKA, proteina quinasa dependiente de
AMPc, AMPK, proteina quinasa activada por mitédgeno; ERK, proteina quinasa de sefalizacién
extracelular; N, amino terminal y C, carbono terminal.

2) El dominio carboxiterminal o C-terminal (301-768 aminoacidos), que contiene la
triada catalitica compuesta por una serina (Ser-423), una asparragina (Asp-693) y una
histidina (His-723) en humanos y la Ser-423, Asp-703 e His-733 en los murinos (ver
figura 6).

3) El dominio regulador de la enzima, que contiene los sitios de fosforilacion conocidos
en la HSL.

4) Un dominio de unidn lipidica, que puede estar posicionado en el dltimo residuo
desde el drea 658 hasta el final de la proteina (ver figura 6) (Osterlund et al. 1996).

El peso molecular de la HSL varia en las diferentes especies. Se ha descrito una
proteina de 88 kDa en tejido adiposo humano (Bjoerntorp 1964, Khoo et al. 1974), 84 kDa
en rata (Nilsson et al. 1989), 82 kDa en raton y en cerdo de guinea (Holm et al. 1994),y 76
kDa en oveja (Lampidonis et al. 2008). Esto indica la existencia de varias isoformas de
HSL. Sin embargo, la regulacion de la HSL en humano parece ser analoga a la de la rata, lo
que sugiere que se mantiene la funcién y la estructura general (Khoo et al. 1974).
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2.2.2. Estructura del gen

El gen de HSL ha sido clonado en varias especies, en la rata consta de 768 aminoacidos
(Arner 1988, Holm et al. 1988, Langin et al. 1993, Warden et al. 1993, Li et al. 1994) y en
humano de 786 (Holm et al. 1994). La secuencia completa del gen de HSL ha sido
traducida en humano (Holm et al. 1988, Langin et al. 1993, Holst et al. 1996), ratén (Li et
al. 1994, Sztrolovics et al. 1997), rata (Fredrikson et al. 1981, Osterlund et al. 1996), cerdo
(Harbitz et al. 1999) y en la especie bovina (Cordle et al. 1986, Garton et al. 1988).

El gen de HSL humano, denominado LIPE, ha sido mapeado en el cromosoma 19q13.2
(Holm et al. 1988) y su homélogo en ratén en el cromosoma 7 (Warden et al. 1993), en el
cerdo en el cromosoma 6 (Gu et al. 1992), y en la especie bovina en el cromosoma 18
(Cordle et al. 1986, Yonezawa et al. 2008). El gen en humanos (LIPE), abarca una regiéon de
25.9 Kb y el de ratén 10.4 Kb; y en humanos contiene 10 exones interrumpidos por 8
intrones. La proteina HSL en humanos es ligeramente mas larga que su homdloga en rata
ya que ésta ultima tiene una deleciéon de 12 aminoacidos (Arner 1988, Langin et al. 1993).
El ex6n 6 contiene la serina catalitica identificada en la mayoria de las lipasas (secuencia
patrén consenso: G-X-S-X-G). Se cree que esta serina forma parte de la triada catalitica
observada en numerosas lipasas, junto con los residuos Asp-703 e His-733 (Contreras et
al. 1996). El exén 8 alberga las dos serinas que se corresponden con los sitios de
fosforilacion, mientras que el ex6n 9 lleva la region de unién lipidica (Holm et al. 1994).

Ademas de los 10 exones que transcribe el ARNm en todos los tejidos de humano y de
ratén, el uso del ex6n alternativo da como resultado una variacién significativa en la
region 5° de los transcritos de HSL (Langin et al. 1993, Grober et al. 1997, Blaise et al.
1999, Blaise et al. 2001). En el testiculo hay dos exones especificos que tienen dos sitios de
comienzo trascripcionales T1 y T2. El exén T1 codifica una region adicional de 300
aminoacidos, mientras que T2 es una secuencia no codificable. Esta gran variabilidad de
exones da lugar a la formacién de varios ARNm de HSL y proteinas de distintos tamafios
que se encuentran en tejido adiposo, células 3 pancreaticas, ovario y testiculos. En el tejido
adiposo, las glandulas adrenales y en el ovario, la trascripcién de HSL comienza desde
multiples exones, que pueden ser exén A, B, C y D o ex6n 1 que ocupan una region de 13
Kb. Los exones B, C y D no son codificantes, por lo tanto el utilizar uno u otro no modifica
la composicién de aminoacidos de la enzima. En cambio, el exdn A contiene informacién
codificante para 43 aminodacidos adicionales, dando lugar a una isoforma alternativa de la
enzima (ver figura 7) (Lampidonis et al. 2011).

Mediante la técnica de Northern blot han sido caracterizadas varias especies de ARNm
de HSL (3.3, 3.5 y 3.9 kb) que se expresan en tejido adiposo, tejidos esteroidogénicos
(adrenales, placenta, ovario y testiculos), bazo, pulmén, corazén y musculo esquelético
(Cook et al. 1982, Cook et al. 1983, Fredrikson et al. 1987, Holm et al. 19873, Holm et al.
1987b, Holm et al. 1988, Arner 1988, Small et al. 1989, Yeaman 1990). También se ha
encontrado expresion en glandula mamaria, en higado (Liu & Severson 1995) y en
macroéfagos de raton (Khoo et al. 1993, Contreras & Lasuncion 1994, Martin-Hidalgo et al.
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1996). Las diferentes especies de ARNm en los diferentes tejidos podrian estar implicadas
en la regulacién especifica de cada tejido.
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Figura 7. Representaciéon esquematica del gen de HSL en humano, adaptada de Vallet-
Erdtmann et. Al 2004. Abreviaturas, E1: exén 1, E2: ex6n 2, E3: ex6n 3, E9: ex6n 9.

2.3. Regulacién

Esta enzima tiene dos formas de regulacion, una que podriamos denominar aguda o a
corto plazo y otra a largo plazo.

2.3.1. Regulacion aguda o a corto plazo

El sistema mejor estudiado es el de la regulacién de la HSL en los adipocitos. La
actividad de la HSL a corto plazo, en tejido adiposo, se regula de forma post-traduccional
por un mecanismo de fosforilacion-desfosforilacion (Belfrage et al. 1984b, Stralfors 1987,
Yeaman 1990). La forma activa de la enzima es la fosforilada. Este mecanismo de
fosforilacion es dependiente de la activacion de la PKA, que a su vez depende de un
sistema en cascada, en respuesta a la estimulacion -adrenérgica, iniciado por distintas
hormonas (Burns et al. 1980, Davies & Souness 1981, Fain 1982, Belfrage et al. 1985,
Arner 1988). La desfosforilacién no parece estar regulada hormonalmente.

Hormonas tales como las catecolaminas, la ACTH, el glucagén, y otras hormonas
lipoliticas, fosforilan la enzima mediante PKA dependiente de AMPc y estimulan la
actividad de esta lipasa intracelular (Vaughan et al. 1964). Estas hormonas se unen a un
receptor acoplado a una proteina G y via PKA (Shepherd et al. 1981, Yip & Goodman
1999), inducen la fosforilacion de HSL en la Ser-659 y en la Ser-660 en rata y la Ser-650 en
humano, activando la enzima (Londos et al. 1999, Holm et al. 2000). La actividad
hidrolitica de la HSL también se incrementa mediante la fosforilaciéon de un sitio,
identificado en rata, en la Ser-653 (ver figura 8) (Yeaman 1990). Todo ello a expensas de la
hidrélisis del adenosil trifosfato (ATP), que proporciona la energia para estas reacciones.
Pero ademas, las hormonas lipoliticas pueden ejercer su accién sobre la MAPK, activando
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esta ruta y a su vez activando a ERK. La activacion de la ruta de ERK parece capaz de
regular la lipdlisis en los adipocitos, mediante la fosforilacién de la Ser-600 de la HSL,
aumentando la actividad dicha enzima (Greenberg et al. 2001). En cambio, otras quinasas
como la glicégeno sintasa quinasa-4, la proteina quinasa Il dependiente de calcio y
calmodulina y la PKA, fosforilan la HSL en un sitio basal secundario, la serina-565 en la
HSL de rata (Yeaman 1990). La fosforilacion de Ser-565 desfavorece la fosforilacion de la
Ser-563 por PKA (Yeaman 1990). Aunque son varias las quinasas que pueden fosforilar la
HSL, s6lo las serinas que se encuentran en el médulo de regulacion son las que modulan la
actividad de la HSL (Figura 8) (Kraemer & Shen 2002).

Adrenaling ———»

Receptor ———» e Adenil-ciclasa
betaadrensrgico
‘-\ ATP
ui'd 1P
ipasa sensible
a hormaona

Lipasa sensible
a hormaona

Figura 8. Ejemplo esquematico de activacion, mediante fosforilacién, de HSL por acciéon de la
adrenalina. Abreviaturas: ATP: adenosiltrifosfato; cAMP: adenosilmonofosfato ciclico; PKA:
proteina quinasa A; P: fosfato.

Perilipina y HSL. Es importante destacar que la fosforilacion de la HSL
dependiente de PKA también promueve la translocacion de la HSL desde el citosol hasta la
gota lipidica. Estudios recientes sugieren que la translocacién de la HSL también requiere
la fosforilacion por PKA de la perilipina, una proteina esencial asociada a las gotas lipidicas
(Kraemer & Shen 2006). Por tanto, perilipina regularia asi la activaciéon de la HSL. La
capacidad de la perilipina de funcionar como represor de la lipolisis basal y como
activador de la lipolisis estimulada por PKA, se ha tratado de explicar mediante dos
modelos. Segtin el modelo 1, en ausencia de fosforilacién dependiente de PKA, la funcién
de perilipina seria actuar de barrera entre los lipidos neutros acumulados y las lipasas
como la HSL, manteniendo asi un nivel bajo de lipolisis basal (Brasaemle et al. 2000,
Souza et al. 2002, Zhang et al. 2003). El mecanismo por el que la perilipina funcionaria
como una barrera es desconocido. El modelo 2 permite explicar que la fosforilacién de
perilipina por PKA en los seis residuos de serina (sitios consenso de PKA) es necesaria
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para la activacion de la lipolisis (Souza et al. 2002, Holm 2003, Tansey et al. 2003),
presumiblemente porque esta fosforilacién induce cambios conformacionales de la
perilipina que permiten exponer los lipidos neutros almacenados y facilitan la
translocacion de la HSL a las gotas lipidicas (Figura 9) (Souza et al. 2002, Abifadel et al.
2003, Su et al. 2003). En las células no adiposas que carecen de perilipina-1 el papel de la
HSL estd menos caracterizado. Generalmente, la expresion de la HSL en estas células y
tejidos es baja. Sin embargo, en algunos de ellos la funcién fisiolégica de la HSL ha sido
descrita, por ejemplo en musculo y macréfagos (Holm et al. 1988, Kraemer et al. 1993).
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Figura 9. Modelo 2 de activacion de HSL en la gota lipidica, adaptado de (Kraemer & Shen
2006). Abreviaturas, FABP: Proteina de unidén a acidos grasos, ATGL: triglicérido lipasa, HSL: lipasa
sensible a hormona, HSL-P: lipasa sensible a hormona fosforilada.

Por otro lado, la HSL puede ser inactivada por acciéon de proteinas fosfatasas. Las
fosfatasas que actian sobre la Ser-563, son sobre todo la fosfatasa 2A y la 2C, mientras que
la Ser-565 es desfosforilada, preferentemente, por la fosfatasa 2A (Kraemer et al. 1991).
También, la HSL puede ser inactivada por hormonas y agentes antilipoliticos (Burns et al.
1978, Coppack et al. 1989, Wahrenberg et al. 1989, Coppack et al. 1990), tales como:
adenosina, fenil-adenosina, prostaglandina E1, insulina, AG libres, cuerpos ceténicos y
acido nicotinico, que ejercen su accion desfosforilando parcialmente la forma activa de la
HSL, eliminando los fosfatos que estan incorporados en los sitios reguladores de la misma
y convirtiéndola asi en la forma inactiva.

El proceso de accién antilipolitica es muy complejo y no se conoce ain en su
totalidad. La insulina ha sido estudiada con especial atencidn, debido a las implicaciones
fisioloégicas y patoldgicas que tiene esta hormona (Coppack et al. 1989, Coppack et al.
1990). La insulina disminuye la velocidad de fosforilacién de los sitios reguladores de la
HSL al inhibir la actividad de la PKA, lo que a su vez es consecuencia de la disminucién de
los niveles intracelulares de AMPc. Este efecto se produce porque la insulina activa la
fosforilacion de la enzima fosfodiesterasa (PDE) que cataliza la transformacién de AMPc
en 5’-AMP, e inhibe a la adenilato ciclasa, que cataliza la sintesis de este nucleotido ciclico,
la PDE se inhibe por guanosin monofosfato ciclico (Illiano & Cuatrecasas 1972, Londos et
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al. 1985, Shibata et al. 1991, Smith et al. 1991). Sin embargo, también existen evidencias
experimentales que apoyan que la insulina puede ejercer su accién antilipolitica por un
mecanismo independiente de AMPc, que estaria mediado por la activaciéon de proteinas
fosfatasas (Stralfors et al. 1984, Olsson & Belfrage 1987, Wood et al. 1993), que catalizan la
desfosforilacion parcial de la HSL.

Todo esto puede realizarse o bien de forma directa sobre esta enzima, o de manera
indirecta por la disminucién de las concentraciones intracelulares de AMPc que tiene
como consecuencia la inactivacion de PKA. Esta reduccion en la actividad de la enzima
impide que se fosforile un factor inhibidor de la fosfatasa conocido como factor inhibidor-
1. Asi, al disminuir la accién inhibidora de dicho factor sobre la proteina fosfatasa, ésta
ultima queda activada y facilita la desfosforilacién, por tanto la inactivacién de la HSL
(Stralfors et al. 1984, Olsson & Belfrage 1987, Wood et al. 1993). El papel de la insulina
como inhibidor de la lipolisis ademas de cursar mediante una disminucién de la
fosforilacion de la HSL (Stralfors et al. 1984, Stralfors & Honnor 1989), también lo hace
estimulando la desfosforilacion de la perilipina (Stralfors & Honnor 1989, Egan et al
1990) y de proteinas reguladoras de la lipodlisis localizadas en la periferia de la gota
lipidica (Egan et al. 1990).

Los AG libres pueden constituir un mecanismo de regulacion de la enzima. La HSL
es inhibida, de manera no competitiva por oleoil CoA, &acido oleico (C18:1n9) y 2-
monopalmitoilglicerol (Jepson & Yeaman 1992). Ha sido demostrado que los AG libres
inhiben la adenilato ciclasa, y por lo tanto, inhiben también la acumulacién de AMPc en el
adipocito (Fain & Shepherd 1975) y la activacién de la HSL por fosforilacion. Por otro lado,
los AG libres también pueden activar a PKA, que fosforilaria la HSL en un lugar distinto del
modulo regulador, impidiendo asi la fosforilacion de éste, y por tanto, impidiendo la
activacion de la enzima y la liberacion de AG libres (Garton et al. 1989, Grahame et al.
1989).

La regulacién hormonal de la HSL depende de cada tejido. Asi por ejemplo, la
insulina y las catecolaminas participan en la regulaciéon de la enzima en el tejido adiposo,
corazon y musculo; la ACTH estimula la actividad colesterol ester hidrolasa en la corteza
adrenal (Gorban & Boyd 1977); la LH y la FSH en los ovarios y los testiculos, y por ultimo
la gonadotropina coridnica en la placenta y el ovario durante la gestacion (Holm 1989).

Por ultimo destacar, que la HSL responde al frio de forma aguda, a través de la
liberacién de catecolaminas, mediante un aumento en la fosforilacién y activacion de la
enzima (Blanco Dolado 1997).

2.3.2. Regulacién a largo plazo

Este tipo de regulacidn es especifica de cada tejido y varia en relacion a la situacion
hormonal y nutricional. Esta regulacion puede ser ejercida de distintas maneras:
transcripcional, post-transcripcional y post-traducional. Los primeros estudios son del
grupo Wilson y cols. (Wilson et al. 1992) que encontraron que en el tejido adiposo de las
marmotas, durante el periodo de hibernacidn, es decir, en invierno y hasta principios de
primavera, la actividad y los niveles de ARNm de la HSL aumentan y disminuyen en verano
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y otofio (Wilson et al. 1992). Estos cambios pueden estar regulados por la insulina, que
aumenta durante la fase postpandrial e induce la desfosforilacion de HSL (Vernon & Clegg
1985).

Durante la gestacién, ocurren importantes cambios en el metabolismo de lipidos.
Durante el primer tercio de la gestacién se produce un aumento de los acimulos de grasa
en el tejido adiposo, que disminuyen durante las Gltimas fases de la gestacion (Herrera et
al. 1988). Estos cambios en el catabolismo neto del tejido adiposo durante la tltima fase de
la gestacidon se acompafian de un aumento en la actividad y el ARNm de la HSL y una
disminuciéon de la LPL (Martin-Hidalgo et al. 1994).

Otras situaciones en las que aparece este tipo de regulaciéon son, por ejemplo, el
ayuno y el ejercicio, donde la actividad de la HSL aumenta (Hollenberg et al. 1961, Patten
1970) paralelamente a un aumento en la trascripcién y traduccién enzimaticas (Holm
1989), lo que posibilita la movilizacién de la grasa almacenada para la obtencién de
energia. No obstante, hay autores que no han encontrado cambios en la actividad de HSL
durante el ayuno (Huttunen et al. 1970). El ejercicio, de la misma forma que en el ayuno
prolongado, son situaciones que requieren un elevado aporte energético (Havel et al
1963, Ahlborg et al. 1974, Bjorkman 1986). El estrés también incrementa la lipélisis a
pesar de la hiperinsulimemia (Wolfe et al. 1990, Klein et al. 1991); y por ultimo el
desarrollo, especialmente en los tejidos esteroidogénicos, los niveles de ARN de HSL
cambian de forma brusca con el desarrollo (Kraemer et al. 1991). Se ha estudiado que la
inyecciébn de gonadotropina coriénica humana en testiculos de ratas sexualmente
inmaduras aumenta la actividad de la HSL, al aumentar la expresion tanto a nivel de ARNm
como de proteina (Kraemer et al. 1993).

Por tanto, la regulacion de esta enzima no sélo se lleva a cabo por mecanismos
post-traducionales de fosforilaciéon y desfosforilacién, sino que también en la
transcripcion, que es especifica de cada tejido.

2.4. La HSL en el testiculo

Han sido descritas multiples isoformas de HSL en los distintos tejidos. En el caso
del testiculo, en ratén y humano, se ha visto que se expresa una isoforma llamada HSL
testicular (Osuga et al. 2000, Chung et al. 2001). E1 ARNm de la HSL testicular se encuentra
en las espermdtidas tempranas y la proteina en las espermatidas elongadas. Otras
isoformas de la HSL se expresan en las células germinales diploides y en las células
intersticiales del testiculo. La HSL testicular contiene un tinico domino N-terminal ademas
de los 775 aminodacidos que tiene en comun con todas las formas de la HSL (Langin et al.
1993, Grober et al. 1997). Este dominio adicional esta codificado por un exén especifico de
testiculo localizado 15 kb hacia arriba del primero de los nueve exones comunes con las
isoformas conocidas de la HSL. La region 5’ del ARNm de la HSL testicular difiere de la del
ARNm de la HSL humana expresada en células testiculares diploides. La organizacién
gendmica de la HSL testicular propuesta es aquella que utiliza distintos promotores que
gobiernan la expresion especifica de tejidos (Tabla 1) (Blaise et al. 1999, Blaise et al.
2001).
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En los testiculos, se ha propuesto que la HSL interacciona directamente con la proteina
StAR (Harada et al. 2003), dicha interaccién que ocurre en el citoplasma aumenta la
actividad de la HSL y facilita el movimiento del colesterol desde los depédsitos de gotas de
lipidos hacia la mitocondria para la esteroidogénesis (Kraemer et al. 2004).

Localizcion de 1a HSL . Especie

Espermatidas elongadas y de las células de Cerdo de Guinea, vison

Sertoli (lisosomas) (Kabbaj et al. 2001, Kabbaj et al. 2003)
Células de Sertoli y espermatidas Rata (Blaise et al. 2001, Mairal et al. 2002)
Espermatogonias tipo B y espermatocitos Ratén

primarios (Blaise et al. 2001, Mairal et al. 2002)
Espermatogonias tipo B, espermatocitos Humano

primarios y células de Sertoli (Blaise et al. 2001, Mairal et al. 2002)

Tabla 1. Localizacion de HSL en el testiculo segun la especie.

La importancia del papel de HSL en el metabolismo del colesterol en el testiculo, ha
sido desvelada gracias al estudio de los ratones deficientes en HSL (Osuga et al. 2000,
Chung et al. 2001). Los ratones HSL KO (HSL-/-) en un principio, fueron creados para
esclarecer el papel de HSL en la obesidad. Sin embargo, al contrario de lo que se pensaba,
estos estudios han demostrado que los ratones HSL-/- no son obesos pero si estériles
(Osuga et al. 2000). A pesar de que estos ratones tienen disminuida la capacidad para
liberar AG de los adipocitos, no s6lo no son obesos, sino que, manifiestan una notable
resistencia a desarrollar obesidad, incluso siendo sometidos a una dieta rica en grasas (
Harada et al. 2003, Strom et al. 2008). Los ratones machos HSL-/- son estériles, tienen
oligospermia y anormalidades en la morfologia del testiculo (Osuga et al. 2000). Todo ello
asociado a una reduccién del tamano de los testiculos, con grandes anormalidades
morfologicas en el epitelio de los tibulos seminiferos incluyendo la ruptura de puentes
intercelulares en las espermatidas, dando como resultado células multinucleadas, formas
anormales en la cabeza y el acrosoma de espermatidas alargadas y una aparente reduccion
de las mismas (Chung et al. 2001). Este fenotipo sugiere un papel esencial de esta enzima
en el testiculo y en la espermatogénesis (Osuga et al. 2000).

Hay varios estudios que han descrito que en los testiculos de los ratones HSL -/- se da
un aumento significativo del nivel de colesterol paralelo a la ausencia de la actividad
colesterol hidrolasa (Osuga et al. 2000). Estos estudios atestiguan la suma importancia de
esta enzima en el mantenimiento de la homeostasis de colesterol en las células del
testiculo (Kabbaj et al. 2001). Es interesante resaltar aqui que el contenido de colesterol
en el esperma se ve significativamente alterado durante la maduracién de los epididimos
(Rana et al. 1991) y que la deficiencia de los AG esenciales conduce a una degeneracion
testicular (MacDonald et al. 1984). Se ha demostrado que esta infertilidad se revierte en
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ratones transgénicos que expresan la forma testicular de HSL en células germinales
postmeiosis (Wang et al. 2004, Kraemer 2007).

Por otro lado, la HSL también tiene actividad retinil éster hidrolasa, y la ausencia de
esta actividad en los ratones HSL -/- podria causar un descenso en los niveles de acido
retinoico y ello podria estar asociado a la infertilidad observada en estos ratones. Diversos
estudios han permitido observar que la deficiencia de acido retinoico (Livera et al. 2000),
o de receptores o (Lufkin et al. 1993) y B (Kastner et al. 1996) de acido retinoico se
traduce en defectos en la espermatogénesis e infertilidad (Haemmerle et al. 2002).

3. COLESTEROL

El colesterol es un lipido indispensable para las células animales. Por si mismo, es
precursor de moléculas tan importantes como las hormonas esteroideas, los acidos
biliares, los oxiesteroles bioactivos (Chang et al. 2006) y de la vitamina D (van der Velde
2010). Su papel en el desarrollo y la diferenciacion celular durante la embriogénesis es
especialmente importante, puesto que actiia como modulador de la sefializacién mediada
por proteinas Hedgehog (Farese et al. 1998, Ingham 2001). En el sistema nervioso es
necesario para la diferenciacién neuronal y la correcta transmision en las sinapsis (Mauch
et al. 2001, Pfrieger 2003). En las células de los mamiferos, el colesterol es, por lo tanto,
esencial para el mantenimiento de la permeabilidad y la funcién de la membrana, para la
regulacion de la funciéon de proteinas integrales de membrana asi como para la
transcripcién y la formaciéon de los denominados lipid rafts de los que hablaremos en
detalle mas adelante (Tabas 2002). Ademas, el colesterol esta implicado en la proliferacion
celular (Brown & Goldstein 1974, Chen et al. 1974), no sélo para generar nuevas
membranas, sino como regulador del ciclo celular. A este respecto, nuestro grupo ha
demostrado que el colesterol controla la progresién de la fase G2 a la fase de mitosis (
Martinez-Botas et al. 1999, Fernandez et al. 2005).

La homeostasis del colesterol celular es un sistema estrechamente regulado; la
cantidad de colesterol no esterificado en las células esta controlado por la relacién entre la
captacion de colesterol y la sintesis, la esterificacién y la hidrélisis de los ésteres de
colesterol resultantes (Gwynne & Strauss 1982, Goldstein & Brown 1990). Las células
obtienen el colesterol bien a partir de la sintesis de novo, o bien captandolo de las
lipoproteinas del plasma (Ory et al. 2004).

3.1. Biosintesis de colesterol

La biosintesis de colesterol conlleva sucesivas reacciones enzimaticas en las que el
precursor, acetil coenzima A, de tan sélo dos carbonos, es convertido a escualeno, una
molécula de 30 carbonos aciclica y apolar. A continuacién, el escualeno sufre una
oxidacion y una ciclacion y da lugar al primer esterol de la ruta de biosintesis, el lanosterol
de 30 carbonos (C30). La conversion de lanosterol (C30) a colesterol (C27) se realiza a
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través de 18 reacciones enzimaticas de reduccion, desmetilaciéon y cambios de posicién de
dobles enlaces (Gurr & Harwood 1991). Las reacciones que se suceden a partir del
lanosterol pueden tener lugar a través de dos vias diferentes: via de Kandutsch-Russell o
saturada, donde el precursor inmediato del colesterol es el 7-deshidrocolesterol (7DHC) y
via de Bloch o insaturada, donde el udltimo precursor, antes del colesterol, es el
desmosterol (ver figura 10) (Clayton 1998). En la ruta de biosintesis las enzimas
responsables de los pasos de conversion de escualeno a colesterol se localizan en las
membranas del RE (Gurr & Harwood 1991). La enzima limitante de la ruta es la
hidroximetilglutaril CoA (HMG-CoA) reductasa, que cataliza la produccién de mevalonato,
esta enzima estd sujeta a regulacion por esteroles y responde a muchos otros estimulos
(Ikonen 2006).

Hay varios estudios que muestran que en las células de los mamiferos, ademas de
colesterol, se sintetizan cantidades importantes de esteroles precursores que tienen
funciones bioldgicas especificas que no pueden ser reemplazadas por colesterol. Por
ejemplo, el lanosterol y el dihidrolanosterol promueven la ubiquitinacién de la HMG-CoA
reductasa, que como dijimos anteriormente, es la enzima limitante de la biosintesis de
colesterol, la ubiquitinacién da como resultado una reduccion de la actividad de dicha
enzima (Song et al. 2005). El desmosterol y el 4,4-dimetilesterol, actian como ligandos de
los receptores X (LXRs) del higado (Janowski et al. 1996, Yang et al. 2006), que regulan la
transcripcion de muchos genes implicados en el metabolismo de lipidos, promoviéndola
(Yamauchi et al. 2007). O como el 7DHC que es un precursor de la vitamina D (Herman
2003). Otros intermediarios que son importantes en la biologia celular son los
isoprenoides no esteroidicos, generados en reacciones anteriores a la produccién de
escualeno, de los cuales derivan moléculas implicadas en la transcripcion (isopentenil
tARNs), la N-glicosilacién (dolicol) y prenilacion (farnesil y geranilgeraniol) de proteinas, y
en el transporte mitocondrial de electrones (ubiquinona) (Ikonen 2006).

Hay determinados intermediarios del colesterol que juegan papeles importantes
en la fisiologia celular. Asi, el FF-MAS (follicular fluid meiosis activating sterol) y el T-MAS
(testicle meiosis activating sterol) estimulan la meiosis en las gonadas. FF-MAS promueve
la transicién de metafase I a metafase Il en oocitos in vitro, facilitando la maduracion de los
mismos (Marin Bivens et al. 2004). Por otro lado, la actividad de la lanosterol 14a-
desmetilasa, que permite la sintesis de estos compuestos, varia a lo largo de la
gametogénesis (Rozman et al. 2005). Asi mismo, los progestagenos inhiben las enzimas A24
reductasa y lanosterol 14o-desmetilasa, causando la acumulaciéon de dichos esteroles
(Lindenthal et al. 2001).
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Figura 10. Ruta de biosintesis de colesterol a partir de lanosterol. Se indican la bifurcacion de

la ruta en la via de Bloch y Kandustch-Russell, los intermediarios sintetizados en las reacciones y las

enzimas que catalizan dichas reacciones.
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3.2. Mecanismos relacionados con la homeostasis de colesterol

La homeostasis del colesterol se mantiene a través de una red de programas de
transcripcién. En las células la sintesis de novo de colesterol y la captacién de las
lipoproteinas del colesterol estd regulada por un sistema de retroalimentaciéon negativa
que responde a la elevacién de los niveles intracelulares de colesterol (Ory 2004).

El metabolismo del colesterol estd regulado basicamente por los factores de
transcripcién SREBPs (Sterol Response Elements Binding Proteins), aunque también
contribuyen receptores nucleares como LXR, FXR (farnesoid X receptor), PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptor) y también microARN (miARN). Todos ellos también
participan en la regulaciéon del metabolismo de los AG y de multiples procesos fisioldgicos.

La regulacién del colesterol se lleva a cabo, principalmente, a través de los factores
de transcripcion SREBPs (Ikonen 2006). Han sido identificados tres miembros en la
familia de SREBPs: SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2 (Hua et al. 1995) que se sintetizan
como precursores inactivos localizados en la membrana del RE. Aqui se encuentran
formando un complejo con la proteina SCAP (SREBP Cleavage Activating Protein) (Sakai et
al. 1997) que actia como un sensor de colesterol a través de su SSD (Sterol Sensing
Domain). E1 SSD de SCAP cambia su conformacién cuando se une a colesterol u otros
esteroles (Radhakrishnan et al. 2004). Este cambio conformacional le permite
interaccionar con proteinas Insig integrales del RE que retienen el complejo SCAP-SREBP
en dicha localizacién (Espenshade et al. 2002, Yang et al. 2002). Cuando el contenido de
colesterol disminuye, la interaccién SCAP-Insig se debilita y el complejo SCAP-SREBP se
libera y se dirige al Golgi (Espenshade et al. 2002). En este nuevo emplazamiento, SREBP
sufre una protedlisis secuencial efectuada por dos proteinas del Golgi, S1IP y S2P (Site-1
protease y Site-2 protease). De esta forma queda liberado el extremo aminoterminal de
SREBP, que es su forma activa. Este fragmento viaja al nicleo donde se une a elementos
SRE (elemento de respuesta a esteroles) (Horton et al. 2002) o E-box (Zeng et al. 2004) de
las regiones promotoras regulando la expresiéon de algunos genes, entre los cuales se
encuentran el receptor de lipoproteinas de baja densidad (R-LDL), enzimas de la sintesis
de colesterol como la HMG-Coa sintasa, la HMG-CoA reductasa, la mevalonato quinasa, la
escualeno sintasa, la lanosterol 14a-desmetilasa, etc (Levine 2004). Es también capaz de
regular la expresion del transportador de colesterol ABCA1 (ATP-binding cassette
transporter A1), aunque, en este caso lo que hace es reprimirlo (Zeng et al. 2004). La
retencion de SREBP en el RE vuelve a tener lugar cuando se alcanza una concentracion
suficiente de colesterol en la célula (Horton et al. 2003).

Los LXRs juegan un papel importante en la regulacion del metabolismo del
colesterol (Peet et al. 1998, Tontonoz & Mangelsdorf 2003). Los receptores nucleares LXR
forman heterodimeros con receptores X retinoides y se activan por una gran variedad de
esteroles entre los que se incluyen oxiesteroles intermediarios; que se forman durante la
biosintesis de colesterol. Los LXRs activan genes de transcripciéon implicados en la salida
de colesterol de la célula, como son ABCA1l y ATP-binding cassette transporter G1
(Tontonoz & Mangelsdorf 2003, Fernandez-Hernando et al. 2011).
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Los PPARs, mediante la unién de su ligando, activan factores de transcripcion que
regulan la expresiéon de un amplio rango de genes cuyos productos estan implicados en el
metabolismo lipidico (Majdalawieh & Ro 2010). Han sido identificadas varias isoformas
de los PPARs (o, 3, 8 y Y) que tienen un patron tisular de expresion diferente (Majdalawieh
& Ro 2010).

Por otro lado, el producto final del catabolismo del colesterol, los acidos biliares,
son ligandos del FXR y actian activando la expresiéon de genes dependientes del FXR
implicados en la produccién de acidos biliares, triglicéridos y colesterol, controlando con
esto el mantenimiento de la homeostasis lipidica (Lee et al. 2006).

Los miARNs son cadenas pequeiias (alrededor de 22 nucleétidos) de ARN no
codificante que fueron descubiertas por primera vez en el nematodo Caenorhabditis
elegans (Lee et al. 1993, Wightman et al. 1993); y se encuentran en el genoma de la
mayoria de las células eucariéticas y de algunos virus. Los miARNs maduros derivan de un
precursor llamado pri-miARN compuesto de cientos o miles de nucledtidos que
constituyen unidades transcripcionales mono o policistrénicas (Ambros 2003, Ambros
2004, Filipowicz et al. 2008, Bartel 2009). La sobrexpresion de miR-122 provoca el
aumento en la expresiéon de genes implicados en la sintesis del colesterol (HMGCoA sintasa
1, escualeno epoxidasa y A7 reductasa) en el higado, y en consecuencia tiene lugar una
activacion de su biosintesis (Krutzfeldt et al. 2005).

Otro miARN que resulta relevante en el metabolismo lipidico es el miR-33, esta
localizado en el intréon 16 del gen sterol regulatory element-binding protein gen en
humano, y controla genes implicados en la sintesis y captacion de colesterol (Fernandez-
Hernando et al. 2011). miR-33 ha sido identificado como un regulador post-trancripcional
de la homeostasis del colesterol (Marquart et al. 2010, Najafi-Shoushtari et al. 2010,
Rayner et al. 2010).

3.3. Lipoproteinas

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares compuestos por proteinas y
lipidos. Los lipidos son insolubles en la sangre (medio acuoso) y para ser transportados se
asocian entre ellos y con las apolipoproteinas, excepto los AGs que se unen a la albimina,
formando asi las lipoproteinas plasmaticas. Las lipoproteinas tienen una estructura
semiesférica (pseudomicela) y albergan en su interior los lipidos mas apolares
(hidrofébicos) como triglicéridos y esteres de colesterol, mientras que los fosfolipidos, el
colesterol y las apolipoproteinas ocupan la superficie (hidrofilica), la cual facilita la
estabilidad en el medio acuoso. Las lipoproteinas transportan triglicéridos y colesterol de
unos tejidos a otros y también transportan otros lipidos como las vitaminas liposolubles
(acetato de retinol, tocoferol y carotenoides) (Fernandez et al. 2005).

En el plasma se pueden encontrar cuatro grandes clases de lipoproteinas segin su
densidad. Los quilomicrones (plasma postpandrial), con una densidad inferior a 0,95 kg/L,
VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad, d= 0.95-1.006 kg/L,) IDL (lipoproteinas de
densidad intermedia, d= 1.006-1.019 kg/L), LDL (lipoproteinas de baja densidad, d=
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1.019-1.063 kg/L) y las HDL (lipoproteinas de alta densidad, d= 1.063-1.21 kg/L). El peso
especifico de las distintas lipoproteinas viene determinado por la proporcion de lipidos
frente a proteinas que poseen y es decreciente, desde los quilomicrones hasta las HDL. En
general, en los quilomicrones y las VLDLs, los lipidos mas abundantes son los triglicéridos,
mientras que el colesterol es mas abundante en las LDLs, en los humanos estas
lipoproteinas transportan alrededor del 70% del colesterol plasmatico. En las HDLs el
componente mayoritario es la proteina, seguida de los fosfolipidos (Fernandez et al.
2005).

Las apolipoproteinas son las proteinas que forman parte de las lipoproteinas, son
esenciales ya que estabilizan su estructura y determinan el destino metabdlico de los
componentes lipidicos y del conjunto de la particula. Han sido identificadas numerosas
proteinas y su nomenclatura hace uso de las letras del abecedario precedido del afijo apo
(Fernandez et al. 2005).

3.3.1. Receptores de lipoproteinas

El receptor de lipoproteinas de baja densidad (R-LDL) es una glicoproteina de
839 aminoacidos presente en la membrana celular de la mayoria de los tejidos, que
permite la captacion y posterior degradacién de las LDL. EI R-LDL reconoce tanto la apo B-
100 como la apo E, apolipoproteinas que estan presentes, bien una o ambas, en las LDL,
VLDL, IDL y una subpoblacién de HDL (Fernandez et al. 2005).

Los receptores scavenger (SR) o receptores basureros son una superfamilia de
glicoproteinas integrales de membrana implicadas en el reconocimiento de estructuras
polianiénicas ya sean endogenas (por ejemplo LDL oxidadas) o bien exdégenas (por
ejemplo lipopolisacarido bacteriano. La familia de los SR tiene una gran diversidad
estructural y puede clasificarse en ocho clases diferentes (A-H) basandose en su estructura
multidominio (van Berkel 2005). En nuestro caso nos centraremos en los SR de clase B.

La familia de los SRs clase B (SR-B) que incluye a las proteinas: receptor de
trombospondina y colageno tipo I (CD-36), receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI),
receptor scavenger clase B tipo II (SR-BII), proteina lisosomal integral de membrana II
(LIMPII) y analogo-1 de CD36 y LIMPII (CLA-1) (Fernandez et al. 2005). Todas las
proteinas SR clase B tienen una estructura similar, fuertemente unida a la membrana a
través del extremo N-terminal que esta acilado y glicosilado, y que consta de un bucle
extracelular largo, dos dominios transmembrana y dos dominios citoplasmaticos o
intracelulares cortos N-terminal y C-terminal (ver figura 11) (Hoekstra et al. 2010).

CD36 y SR-BI representan dos proteinas distintas que derivan de dos genes
diferentes localizados en el cromosoma 5 en el ratén, y 7 y 12, respectivamente, en
humanos (Webb et al. 1998). Por otro lado, el clonaje en rata de la secuencia del ADNc de
LIMPII revel6 que comparte una secuencia estructural de aminoacidos con CD36, lo que
indica que ambas proteinas pertenecen a la misma familia de genes (Vega et al. 1991).
Ademas se identificd y aislé una secuencia de ADN en humanos que también correspondia
a esta familia de proteinas, conocido como CLA-1 (Calvo & Vega 1995).
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CD36 es una glicoproteina de 88 kDa participa en numerosos procesos biologicos
relacionados con la aterosclerosis y la trombosis. Pertenece a una familia de genes que se
han conservado durante la evolucion de los vertebrados (Calvo & Vega 1995).

CD36 se expresa en la membrana celular de plaquetas, adipocitos, musculo
esquelético y cardiaco, células endoteliales de los capilares, fagocitos, células epiteliales
del intestino, rifiones y mamas (Febbraio et al. 2001). El amplio rango de expresion de esta
proteina refleja su multifuncionalidad. CD36 fue identificada primeramente como una
proteina receptora de la glicoproteina de matriz trombospondina-1 (Asch et al. 1987), y
después se demostré que se unia a otras proteinas que contienen la llamada region
estructural homdloga a trombospondina-1, entre las que se incluyen la trombospondina-2
y el inhibidor-1 de la angiogénesis cerebral (Kaur et al. 2009). También se conoce a CD36
como translocasa de acidos grasos porque une AG libres de cadena larga (AGCL) y facilita
su transporte a las células (Abumrad et al. 1993).

LIMPII es una glicoproteina de 72 kDa que se expresa en la membrana de los
lisosomas sin un patrén limitado a un determinado tipo celular (Barriocanal et al. 1986,
Vega et al. 1991). La uni6én de los lisosomas a LIMPII depende de la secuencia de
aminodcidos de la cola citoplasmica (Vega et al. 1991).

En cuanto al receptor CLA-1, se clond en humanos (Calvo & Vega 1993) y comparte
una secuencia de 509 aminoacidos con la proteina SR-BI (Murao et al. 1997). Mediante el
analisis realizado con la técnica Northern blot, se demostrd que, en humanos, el mensajero
de 2.9 kb de CLA-1 se expresa en glandulas adrenales, higado y testiculos; esto sugiere que
CLA-1, al igual que SR-B], juega un papel en el metabolismo de las HDLs. CLA-1 se expresa
también en monocitos donde reconoce LDLs modificadas y nativas y fosfolipidos
anidnicos. Murao y cols., demostraron que CLA-1 se une de forma selectiva a los timocitos,
lo que sugiere que CLA-1 tiene un doble papel, por un lado actia como mediador en la
captacion de HDLs en el higado y en tejidos esteroidogénicos, y por otro lado, en leucocitos
tendra un papel alternativo (Murao et al. 1997).

SR-BI es una proteina de 509 aminoacidos, glicosilada de 82-85 KDa (Acton et al.
1994) con una estructura similar al resto de su familia (Al-Jarallah & Trigatti 2010). Ha
sido clonado en varias especies como son hamster (Acton et al. 1994), y murinos (Acton et
al. 1996).

SR-BI se une a una gran variedad de ligandos, entre los que se incluyen
lipoproteinas nativas y modificadas, proteinas modificadas del suero como la albiimina del
suero glicosilada y maleilada, vesiculas lipidicas que contienen fosfolipidos aniénicos,
células apoptoticas y componentes de la superficie de las bacterias como lipopolisacaridos
(Ohgami et al. 2001, Rigotti et al. 2003, Rhainds et al. 2004). A parte de unir todos estos
ligandos, el grupo de Krieger en 1997, utilizando ratones KO para SR-BI, esclarecié que
dicha proteina tiene un papel multiple en el metabolismo del colesterol y los esteroides
(Babitt et al. 1997), y un papel critico en el metabolismo de HDL (Acton et al. 1996, Rigotti
et al. 2003, Rhainds et al. 2004). Las particulas grandes de a-HDL, ricas colesterol
esterificado se unen a SR-BI con mas afinidad que las pequefias y que las pobres en lipidos
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pre-f HDL o lipidos libres de apo-Al (Liadaki et al. 2000, Lund-Katz et al. 2003). El
contenido relativo de apo-Al frente apo-All en las a-HDL afecta a la interacciéon de la
particula de HDL con SR-BI. Asi, SR-BI une con gran afinidad particulas de HDL
enriquecidas en apo-All (Pilon et al. 2000). Por lo tanto, el SR-BI media la captacién
selectiva de ésteres de colesterol, fosfolipidos, triglicéridos y vitaminas lipoliticas solubles
como el a-tocoferol a partir de las particulas de HDL (Rigotti et al. 2003). SR-BI también
media la salida de colesterol no esterificado intracelular a las lipoproteinas de forma
pasiva en un proceso independiente de energia (Ji et al. 1997, Jian et al. 1998, Yancey et al.
2000, de la Llera-Moya et al. 2001, Thuahnai et al. 2004, Pownall 2006). En resumen, SR-BI
media el movimiento bidireccional de lipidos entre células y lipoproteinas, la direcciéon
que tome depende del gradiente de concentracién ( Ji et al. 1997, Jian et al. 1998, Yancey et
al. 2000, von Eckardstein et al. 2001, de la Llera-Moya et al. 2001, Thuahnai et al. 2004,
Pownall 2006).

En las células en cultivo, SR-BI y SR-BII se localizan en los dominios de la
membrana celular ricos en colesterol y esfingolipidos, los lipid rafts (Babitt et al. 1997,
Webb et al. 1998, Uittenbogaard et al. 2000, Mineo & Shaul 2003).

SR-BI se expresa en tejidos donde hay una gran demanda de colesterol, como son
los tejidos esteroidogénicos; en éstos su regulacion esta coordinada con la produccion de
hormonas esteroideas; y en el higado donde su expresién, en ratas, se inhibe por
estrogenos (Acton et al. 1996, Landschulz et al. 1996, Rigotti et al. 1996).

En ratones se ha visto que, un incremento en la expresiéon de SR-BI en el tejido
hepatico se relaciona con un descenso en plasma de las HDLs y un aumento del colesterol
biliar (Kozarsky et al. 1997). Por otro lado, la alteracion del gen de SR-BI conlleva un
aumento de la concentracion de colesterol en plasma de ratones (Rigotti et al. 1997).
Ademas, estudios experimentales han demostrado que la deficiencia de SR-BI esta
asociada con la alteracion de la composicidn, la estructura y la abundancia de las
lipoproteinas. Se ha visto también, que los ratones hembra KO para SR-BI tienen una
alteracién del desarrollo de sus gametos y una muerte de los oocitos antes de la ovulacién
y, por este motivo, son estériles (Webb et al. 1997).

El SR-BII es una isoforma del gen de SR-BI, que se origina por un ayuste
alternativo del ARNm de SR-BI y representa un 40% del total de ARNm de SR-BI y SR-BII.
La proteina SR-BII difiere de SR-BI tnicamente en que tiene una cadena C-terminal
citoplasmica mas corta que SR-BI (Webb et al. 1998). SR-BII también une HDLs con alta
afinidad (Webb et al. 1997). Pero SR-BIl no moviliza los depoésitos intracelulares de
ésteres de colesterol, al ser menos eficiente promoviendo el flujo de salida de colesterol de
la célula (Webb et al. 1997).

3.3.1.1. Vias de seifializacion dependientes de SR-BI
El comienzo de la sefial por la unién a SR-BI requiere varios mecanismos:

- Elflujo de colesterol, es necesario para la iniciacion de la sefial (Saddar et al. 2010).
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- El dominio C-terminal de interaccion de SR-BI con PDZ (postsynaptic density
protein) (incluyendo K509), que media la interaccién directa con la proteina
adaptadora PDZK1 (PDZ postsynaptic density protein (PSD-95)/Drosophila dics-
large (dlg)/tight-junction protein Z0O1) (ver figura 11) (Saddar et al. 2010).

- El dominio transmembrana C-terminal (CTTM) de SR-BI, que es requerido para la
sefializacion. CTTM une colesterol celular y es importante en la sefializacion
desencadenada gracias a este receptor (Saddar etal 2010).
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PDZK1

Figura 11. Esquema de la membrana celular y una caveola en la que se representa la
ubicacion de SR-BI, se distinguen los dominios transmembrana, las dos colas citoplasmicas y el
bucle extracelular. Abreviaturas: HDL: lipoproteina de alta densidad, ApoA-1: apoliproteina A 1, SR-
BI: receptor scavenger clase B tipo I, PDZK: PDZ postsynaptic density protein (PSD-95)/Drosophila
dics-large (dlg)/tight-junction protein Z01, N: dominio amino terminal, C: domino carboxilo
terminal. Adaptado de (Al-Jarallah & Trigatti 2010).

3.3.1.1.1. Mediador de la captacion de lipidos

Entre los diversos lipidos bioactivos que transporta HDL se encuentra el S1P
(precursor de la esfingosina) (Rodriguez et al. 2009, Sattler & Levkau 2009). SR-BI podria
mediar la transferencia de HDL asociada a S1P a través de la membrana, permitiendo el
acceso de S1P a través de su receptor a una proteina G, iniciaria una cascada de
sefalizacion. Los receptores de S1P se han asociado con receptores de factores de
crecimiento, esto aumenta la probabilidad de que SR-BI esté, ademas, asociado directa o
indirectamente via proteinas de adaptacién, con uno o varios receptores de S1P
participando en el engranaje de la cascada de sefializacion (ver figura 12) (Al-Jarallah &
Trigatti 2010).
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Figura 12. Esquema en el que se representa a SR-BI como mediador de la captaciéon de
lipidos en la membrana celular. Abreviaturas: HDL: lipoproteina de alta densidad, SR-BI:
receptor scavenger clase B tipo I, PDZK: PDZ postsynaptic density protein (PSD-95)/Drosophila dics-
large (dlg)/tight-junction protein Z01, N: dominio amino terminal, C: domino carboxilo terminal.,
S1P: precursor de esfingosina, S1PR: receptor de S1P, Gi: proteina G inhibidora. Adaptado de (Al-
Jarallah & Trigatti 2010).

3.3.1.1.2. Regulador del colesterol de la membrana plasmatica

El colesterol de las caveolas depende de rutas que estan reguladas por la actividad
de un complejo fosfatasa de alto peso molecular. Este complejo fosfatasa PPA2A/HePTP
tiene una doble actividad serina/treonina y tirosina fosfatasa. El ensamblaje y la activacién
de este complejo depende del colesterol de las caveolas y la extraccién del colesterol de
dichas caveolas inhibe la formacién de dicho complejo. Esto disminuye la desfosforilacion
de las proteinas quinasa dianas como ERK1/2, prolongandose asi la activacion de las rutas
en las que estan implicadas estas quinasas (Harada et al. 2003). Se sabe que ERK1/2 es
diana de activacién de SR-BI (Mineo et al. 2003, Baranova et al. 2005, Zhang et al. 2007,
Osada et al. 2009). De este modo, el que HDL y SR-BI medien las alteraciones en la
distribucion/contenido del colesterol de la membrana plasmatica podria deberse, en
parte, a la activaciéon de ERK1/2 por accién de SR-BI (ver figura 13) (Al-Jarallah & Trigatti
2010).

1.1.1.1.1. Procesos de seiializacion e interaccién con proteinas

La proteina PDZK1 (también llamada CLAMP) es una proteina del citosol de 70 kDa
que se une al dominio C-terminal de SR-BI (ver figura 11) y, en hepatocitos, se ha visto que
esta union es importante para la estabilidad de SR-BI (Ikemoto et al. 2000). Ademas, en
células endoteliales se ha comprobado que es importante en la cascada de senalizacion
que surge a partir de SR-BI (Kimura et al. 2006, Yesilaltay et al. 2006). PDZK1 contiene
cuatro dominios PDZ, el domino N-terminal de PDZ es el que interacciona con el extremo
C-terminal de SR-BI (Ikemoto et al. 2000, Silver et al. 2002). Esta proteina, en humanos, se
expresa mayoritariamente en las glandulas adrenales y en los ovarios y testiculos; sin
embargo, en raton la expresion de PDZK1 en estos tejidos es minima, expresandose en
mayor cantidad en el higado, rifién y los intestinos (Acton et al. 1996, Ikemoto et al. 2000,
Kocher et al. 2003, Yesilaltay et al. 2006, Komori et al. 2008).
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Figura 13. Esquema en el que se representa a SR-BI como regulador del colesterol de la
membrana celular. Abreviaturas: HDL: lipoproteina de alta densidad, SR-BI: receptor scavenger
clase B tipo I, PDZK: PDZ postsynaptic density protein (PSD-95)/Drosophila dics-large (dlg)/tight-
junction protein Z01, N: dominio amino terminal, C: domino carboxilo terminal, PPA2A/HePTP:
complejo fosfatasa, ERK: quinasas regulada extracelularmente, MEK: quinasa MAPK/ERK. Adaptado
de (Al-Jarallah & Trigatti 2010).

Estudios realizados en endotelio de aorta bovina han revelado que la familia de las
quinasas SRC participa en procesos de sefializacion que son activados por HDL-SR-BI (Zhu
et al. 2008). Ademads, experimentos de coinmunoprecipitacién revelan que c-SRC
interacciona con SR-BI. Aunque la activacion de c-SRC y de la senalizacion es dependiente
de PDZK-1, la interaccién entre c-SRC y SR-BI no es dependiente de PDZK1. Estos hallazgos
sugieren que PDZK-1 modifica la localizaciéon o la funcién de las quinasas que son
requeridas para la fosforilacién de c-SRC que es inducida por HDL-SR-BI y, o bien es otra
molécula adaptadora la que media la uniéon de c-SRC a SR-BI, o es una interaccion
proteina-proteina directa entre c-SRC y el receptor (Saddar et al. 2010). La activacién de
SRC conlleva la activacion de la PI3K, y ésta induce la activacion de las rutas de MAPK y
Akt (ver figura 14) (Saddar et al. 2010).

La interaccion de HDL con SR-BI y la consecuente activacién de moléculas de
sefializacion ha sido demostrada en muchas de las acciones ateroprotectoras de HDL,
como por ejemplo, la activacién de la 6xido nitrico sintasa endotelial (Li et al. 2002,
Seetharam et al. 2006), la regulacion de la migracién endotelial de células (Seetharam et
al. 2006) y la inhibicién de moléculas de adhesiéon (Kimura et al. 2006, Mineo & Shaul
2007, Okajima et al. 2009).

Estudios realizados en células de ovario de hamster evidencian que la actividad
selectiva de SR-BI esta regulada por las vias de sefializacion de la proteina quinasa C (PKC)
y por PI3K. La activaciéon de PKC por un lado, y la inhibicién de PI3K por el otro, aumentan
la eficiencia de la mediacién de SR-BI en la captacion selectiva de lipidos, mientras que, la
inhibicion de PKC y la activacién de PI3K disminuye dicha eficiencia (Zhang et al. 2007).
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Figura 14. Esquema en el que se representa a SR-BI interaccionando con moléculas de
seifalizacion en la membrana celular. Abreviaturas: HDL: lipoproteina de alta densidad, SR-BI:
receptor scavenger clase B tipo I, PDZK: PDZ postsynaptic density protein (PSD-95)/Drosophila dics-
large (dlg)/tight-junction protein ZO1, N: dominio amino terminal, C: domino carboxilo terminal,
ERK: quinasas regulada extracelularmente, PI3K: fosfatidilinositol-3 quinasa, eNOS: 6xido nitrico
sintasa endotelial, AKT: proteina quinasa B. Adaptado de (Al-]Jarallah & Trigatti 2010).

1.2. El colesterol en el testiculo

La esteroidogénesis y la gametogénesis o espermatogénesis en los testiculos son
procesos intimamente ligados al metabolismo del colesterol. El papel del colesterol difiere
en los dos compartimientos de los testiculos. En el tejido intersticial o células de Leydig, el
colesterol es necesario para la sintesis de testosterona y otras hormonas esteroideas
(esteroidogénesis), mientras que en los tubulos seminiferos, el colesterol y alguno de sus
precursores son necesarios para la gametogénesis. El contenido de colesterol en la
membrana celular de las células germinales puede influir en la fertilidad de los gametos
(Kabbaj et al. 2003). En el testiculo durante la maduracion de los espermatozoides, que
tiene lugar en el epididimo, hay un aumento de los niveles de colesterol (Parks &
Hammerstedt 1985, Rana et al. 1991), mientras que éstos niveles descienden durante la
capacitacion (Go & Wolf 1983). Estas oscilaciones de los niveles de colesterol se asocian
con la induccién de la fertilidad y la motilidad en los gametos masculinos (Haidl & Opper
1997). Es mas, la alteracion en la proporcién del colesterol de membrana en los
espermatozoides se identifica como una causa de infertilidad en el humano (Sugkraroek et
al. 1991).

La homeostasis del colesterol celular es un sistema estrechamente regulado, en el
que la cantidad de colesterol no esterificado, que se encuentra en las células, esta
controlada por la relacién entre la captacién de colesterol y la sintesis, esterificacion e
hidrolisis de los ésteres de colesterol resultantes (Gwynne & Strauss 1982, Goldstein &
Brown 1990). Una de las vias para la obtencién de colesterol necesario para la
esteroidogénesis y la espermatogénesis es la captacion selectiva de los ésteres de
colesterol mediada por los SR-B. El colesterol, captado a través de estos receptores en las
células de los testiculos, ademas de ser utilizado para la sintesis de testosterona y otras
hormonas esteroides, es un metabolito necesario en la gametogénesis.
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El colesterol utilizado para la esteroidogénesis y espermatogénesis procede de
diferentes fuentes (Gwynne & Strauss 1982): i/ sintesis de colesterol de novo, ii/
movilizaciéon de los ésteres de colesterol almacenados por accién de las enzimas con
actividad colesterol éster hidrolasa o HSL, iii/colesterol de las lipoproteinas captadas por
endocitosis a través del R-LDL y los SR-B mediante una via de captacién selectiva de los
ésteres de colesterol que no implica la degradacién lisosomal de la lipoproteina (Rigotti et
al. 2003).

En los tibulos seminiferos hay una cantidad considerable de colesterol (Bartke 1971),
la membrana basal del tubulo bloquea la entrada de las LDL desde los capilares
sanguineos, mientras que permite la entrada de las HDL (Fofana et al. 1996). Las HDL son
la fuente principal de colesterol para las células de Sertoli (Fofana et al. 2000). La
concentracién de colesterol libre en el tejido intersticial es igual a la del interior de los
tubulos (Kabbaj et al. 2001, Kabbaj et al. 2003, Akpovi et al. 2006), ello sugiere la
existencia de mecanismos capaces de mantener el equilibrio entre la entrada y salida de
colesterol (Kabbaj et al. 2003). Aunque algunos investigadores sostienen que las células de
Sertoli poseen la capacidad de sintetizar colesterol in vitro (Wiebe & Tilbe 1979), esto no
se ha podido confirmar en estudios in vivo; por ello parece que estas células dependen del
colesterol extracelular. Una de las fuentes principales de colesterol para las células de
Sertoli es la fagocitosis de las células apoptdticas que se producen durante la
espermatogénesis. Asi, son internalizadas las gotas de lipidos ricas en colesterol
esterificado contenido en los cuerpos residuales de las espermatidas (Hermo et al. 2010),
y se mantiene la homeostasis de colesterol en los tiibulos seminiferos.

Sin embargo, la mayor parte del colesterol utilizado para la esteroidogénesis y
gametogénesis en los murinos, se obtiene de la captacion selectiva de los ésteres de
colesterol de las lipoproteinas HDL via SR-Bs. Los ésteres de colesterol son hidrolizados a
colesterol libre por la accién de las enzimas con actividad colesterol éster hidrolasa. Entre
ellas, la enzima principal en los testiculos, es la HSL. Por ello, la HSL es un regulador clave
del metabolismo del colesterol en los tejidos esteroidogénicos (glandulas adrenales,
ovarios y testiculos) (Arenas et al. 2004, Kraemer et al. 2004, Vallet-Erdtmann et al. 2004,
Lobo et al. 2009), donde se encuentra muy expresada y es responsable de la hidrolisis de
los ésteres de colesterol almacenados en el tejido, asi como de los ésteres de colesterol
captados selectivamente de las lipoproteinas a través de los SR-B(Kabbaj et al. 2003).

La dislipemia producida bien por la obesidad o bien por el sindrome metabélico
esta asociada a infertilidad, ademads, hay una estrecha relaciéon entre la fertilidad y los
cambios en el metabolismo del colesterol (Gorbachinsky et al. 2010, Saez Lancellotti et al.
2010).

Como dijimos en el apartado correspondiente a la regulacion del metabolismo del
colesterol, los receptores nucleares LXRs son importantes en la regulaciéon del
metabolismo del colesterol (Peet et al. 1998, Tontonoz & Mangelsdorf 2003). En estudios
realizados con ratones KO para LXRa y LXR[ se han encontrado afectadas varias funciones
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del testiculo como la esteroidogénesis, el metabolismo lipidico y el balance de
proliferacién-apoptosis de las células germinales (El-Hajjaji et al. 2011).

Los esteroles mediadores de la meiosis son intermediarios activos en la biosintesis
de colesterol y se acumulan fundamentalmente en las génadas (Byskov et al. 1995,
Rozman et al. 2005). La enzima lanosterol 14a-desmetilasa es la primera enzima, post-
lanosterol, en la ruta de biosintesis de colesterol, y en los ovarios convierte el lanosterol en
FF-MAS. Este es metabolizado por accién de la enzima A!* reductasa a T-MAS que se
acumula en los testiculos (Green et al. 2010). En ratas jovenes y adultas ha sido
demostrado que las células germinales post-meidticas expresan ARNm de la lanosterol
14a-desmetilasa y tienen una elevada actividad de dicha enzima (Stromstedt et al. 1998).

2. ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos (AG) son esenciales para la vida ya que son la principal fuente de
energia y el componente mayoritario de las membranas. Forman parte de una gran
variedad de moléculas entre las que se incluyen ceras, esteroles, glicerofosfolipidos,
esfingolipidos y triacilgliceroles. Algunos AG son claves en funciones bioldgicas tales como
la regulacién del metabolismo de lipidos, la division celular y la inflamacién, y actiian
como moléculas de sefalizacién (Duplus & Forest 2002, Cao et al. 2008, Zhu et al. 2009).

2.1. Clases de acidos grasos y nomenclatura

Los AG y los aceites forman parte de la dieta de los seres humanos, entre estos se
incluyen los AG saturados (AGS) y los AG mono- y poliinsaturados (AGM y AGP o PUFA,
respectivamente).

Los AGS carecen de dobles enlaces, mientras que los AGM presentan un doble
enlace y los AGP presentan mas de uno. Estos ultimos se clasifican en tres grupos basados
en su estructura quimica: omega-3 (w-3), omega-6 (w-6) y omega-9 (w-9); en los cuales el
primer doble enlace se sitda en el carbono 3, 6 y 9, respectivamente, contando desde el
grupo metil al final de la molécula. También se denominan como n-3, n-6 y n-9.

Los animales no pueden sintetizar de novo los AGP n-3 ni n-6 puesto que no poseen
la enzima AG desaturasa apropiada, por lo que se consideran esenciales. La ruta de sintesis
de los AGP se origina con el acido linoleico (LA, C18:2, n-6) en el caso de la serie n-6 y el
acido a-linolénico (ALA, C18:3, n-3) para la serie n-3 (ver figura 15). Ambos son aportados
por la dieta y son necesarios para numerosos procesos entre los que se encuentran el
crecimiento, la reproduccion, la visiéon y el desarrollo del cerebro (Lazar et al. 2004,
Wathes et al. 2007).

Existen numerosos sistemas de nomenclatura para los AG, sin embargo algunos
de estos sistemas no proveen de la suficiente informaciéon sobre la estructura de los
mismos. Uno de los sistemas de nomenclatura usados es “the International Union of Pure
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and Applied Chemistry” [IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature, 1978]. El
sistema IUPAC nombra a los AG basandose en el nimero de atomos de carbono, y el
ndmero y la posicién de las insaturaciones a partir del grupo carboxilo. El carbén del
grupo carboxilo se considera el primero (1) y los carbonos de la cadena del AG se numeran
consecutivamente desde éste.

Por convenio, una unién especifica a la cadena es identificada por el carbono de
menor nimero al que esta unido. Las dobles uniones se denominan como Z o E, segiin sean
el mismo o distinto lado, aunque es mas comun el uso de cis o trans, respectivamente.
Aunque la nomenclatura de la IUPAC es precisa y técnicamente clara, los nombres de los
AG son demasiado largos y, por convenio, se han adoptado nombres y anotaciones mas
cortas usadas frecuentemente en los escritos cientificos. Hay varias anotaciones cortas
para los AG pero todas adoptan la forma C:D, donde C es el nimero de atomos de carbono
y D es el numero de dobles enlaces de la cadena de carbonos. Los bioquimicos y los
nutricionistas utilizan habitualmente el sistema “n-nimero” referente a la posicion del
doble enlace mas proximo al grupo metilo final de la molécula de AG. La posicién de otros
dobles enlaces, si los hubiera, no se especifica. Asi por ejemplo, el LA seria C18:2 (n-6)
(Figura 15) porque el doble enlace estd en el carbono 6 desde el carbono metilo. Esta
nomenclatura no es aplicable para los AG trans (Ratnayake & Galli 2009).

12 9
1 COOH

A12 A9 /\/

n-6 n-9

18 n

Figura 15. Nomenclatura de los 4cidos grasos con el ejemplo del acido linoleico.
Cn:x(n-y) —» C18:2(n-6)

n = longitud de la cadena = 18 carbonos

x= 2 dobles enlaces

n-y=n-6 posiciéon del primer doble enlace desde el grupo metilo final

2.2. Sintesis de acidos grasos

Un elevado catabolismo de la glucosa da lugar a un exceso del producto final de la
glicdlisis, el piruvato. La mayoria del piruvato es convertido a lactato pero otra parte se
transforma en acetil-CoA; el cual es utilizado para la sintesis de novo de los AG (Mashima
et al. 2009). Asi pues, el acetil-CoA se combina con series de malonil-CoA para formar AGS
de diferente longitud de carbonos, dando como producto final acido palmitico (C16:0).
Este puede ser elongado a acido estearico (C18:0) e incluso a mayores AGS mediante mas
adiciones de grupos acetilos, gracias a la accion de las enzimas elongasas de AG (ELOVL)
(ver figura 16).
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Los AGM de la serie n-9 se originan por la acciéon de la A% desaturasa o esteroil
CoA desaturasa (A9D o SCD); la cual es una enzima de RE muy activa en mamiferos que se
encarga de introducir dobles enlaces en la posiciéon 9-10 de la cadena de AG. El principal
producto de la A% desaturacion es el acido oleico (C18:1, n-9), también se forman pequefias
cantidades de acido hipogeico (C16:1, n-9). Los AGM de mayor nimero de carbonos de la
serie n-7 y n-9 como el acido palmitoleico (C16:1, n-7) pueden ser sustratos de la enzima
ELOVL produciendo acido cis-vacénico (C18:1, n-7); o a partir del acido oleico (C18:1, n-9),
el &cido eicosenoico (C20:1, n-9), ertcico (C22:1, n-9) y nervonico (C24:1, n-9) (ver figura
16) (Ratnayake & Galli 2009).

Centrandonos en la enzima SCD, la alteraciéon en su actividad tiene como
consecuencia la afectaciéon de algunas variables fisiolégicas como son la diferenciacién
celular, la resistencia a insulina, la tasa metabdlica, la adiposidad, la aterosclerosis, el
cancer y la obesidad (Paton & Ntambi 2009). Ha sido clonada en diversas especies de
levaduras (Drosophila o Caenorhabditis elegans), en oveja, hamster, rata, ratén y humano.
En ratén se han identificado cuatro isoformas distintas de la enzima: SCD-1, SCD-2, SCD-3
y SCD-4. Mientras que en humanos solo se expresan dos isoformas: SCD-1 y SCD-5 (Paton
& Ntambi 2009). En el testiculo, la SCD-2 es la enzima predominante; expresandose
principalmente en las células de Sertoli. Mientras que en el epididimo de ratas
sexualmente maduras se expresan con altos niveles las enzimas SCD-1 y SCD-2, asi como
las A5 y A6 desaturasas (FADS1y FADS2) (Saether et al. 2003).

En cuanto a la sintesis de los AGP o PUFA, esta se origina con el LA(C18:2, n-6) en
el caso de la serie n-6 y el ALA (C18:3, n-3) para la serie n-3; ambos son AG esenciales
obtenidos de la dieta (ver figura 16) (Ratnayake & Galli 2009). En los mamiferos, los
acidos LA (C18:2, n-6) y ALA (C18:3, n-3) son transformados en los acidos araquidonico
(C20:4, n-6) y docosapentaenoico (DPA, C22:5, n-6) (Mohammed et al. 1995), y en el acido
docohexaenoico (DHA, C22:6, n-3), respectivamente; (Voss et al. 1991) mediante pasos
alternativos de elongaciones y desaturaciones (ver figura 16). Estas modificaciones
incluyen las desaturaciones en A5 y en Aé, donde la enzima FADS2 cataliza el paso inicial y
limitante en esta conversion (ver figura 16) (Brenner et al. 1977). Las enzimas FADS1 y
FADS2 se expresan en mayor nivel en las glandulas adrenales, el higado, el cerebro y los
testiculos y en menor medida en el tejido adiposo blanco y en los rifiones (Matsuzaka et al.
2002).

El LA (C18:2, n-6) abunda en aceites vegetales como el de maiz, de girasol y el de
colza (Lazar 2004). Mientras que los AGP n-3 se encuentran principalmente en los
cloroplastos de los vegetales verdes (Mashima et al. 2009).

Por otro lado, la sintesis de AG también se puede utilizar para la produccion de
energia a través de la $-oxidacion y la modificacion lipidica de las proteinas (Mashima et
al. 2009).
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Figura 16. Esquema de la ruta de sintesis de acidos grasos. Abreviaturas: LND: lipogénesis de
novo. Las enzimas de la ruta son: ELOVL: elongasa de cadena larga, A-6D: A6 desaturasa o FADS2, A-
5D: A5 desaturasa o FADS1, A-9D: A% desaturasa o SCD.

2.3. Regulacion de la sintesis de los acidos grasos

Los activadores de la sintesis de AG, denominada lipogénesis de novo, son la
insulina, la 3,5,3’-triyodotironina, los glucocorticoides y la glucosa; mientras el glucagén y
la epinefrina, en el caso de los AGP, son supresores de esta lipogénesis de novo
(Hillgartner et al. 1995, Jump & Clarke 1999, Jump 2004). Muchas células poseen la
capacidad de modificar la estructura de los AG a través de rutas metabdlicas de
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desaturacion, elongacién, mono-oxidacién y [(-oxidaciéon (que tiene lugar en el
peroxisoma). Estas modificaciones las sufren tanto los AG procedentes de la sintesis de
novo como los procedentes de la dieta. Estas rutas metabolicas juegan un papel importante
en el mantenimiento de la composicion lipidica de la membrana y la producciéon de
precursores de ciertas moléculas de sefializacién, como los eicosanoides. Ademas, pueden
contribuir al control de los AG que afectan a receptores nucleares (como por ejemplo el
PPAR«) (Pawar et al. 2002, Pawar & Jump 2003, Jump 2004).

2.4. Plasmaldgenos

Los peroxisomas son organulos encargados de muchas rutas metabdlicas entre las
que se incluyen la biosintesis de plasmalégenos, un tipo de fosfolipidos, y la -oxidacién de
AGCL (Brites et al. 2009). Los éteres-fosfolipidos o plasmalégenos son una clase de
fosfolipidos caracterizados por la presencia de un enlace éter en la posiciéon 1 (sn-1) del
glicerol, en lugar del enlace éster presente en un diacilglicerolfosfolipido. En éstos la
cadena alifatica de la posicion 1 esta constituida por las cadenas de carbono del acido
palmitico (C16:0) o del oleico (C18:1), mientras que la posicién 2 (sn-2) la ocupan un AGP
y el grupo polar es cominmente una etanolamina o una colina (ver figura 17) (Brites et al.
2004).

En los mamiferos, la distribucién de los plasmalégenos varia entre los diferentes
tejidos, los niveles mayores se encuentran en el tejido nervioso, los rifiones y los testiculos,
mientras que en el higado los niveles son mas bajos. En el testiculo, los plasmalégenos
protegen a los espermatocitos de la degeneracion inducida por AGCL y de la apoptosis
(Brites et al. 2009). Los plasmal6genos estan implicados en varios procesos bioldgicos
entre los cuales se encuentra la fluidez de la membrana, asi como mediar en rutas de
transduccion de sefiales y proteger ante el estrés oxidativo (Wanders & Waterham 2006).

0 CH, — O0— CH=CH — R1
| |
R2— C — O — CH 0

| |
CH2 @) P @) Grupo polar

|
o

Figura 17. Esquema de un plasmaldgeno. Abreviaturas: R: cadena carbonada, C: carbono, P:

fésforo. H: hidrégeno. O: oxigeno.

2.5. Los acidos grasos en el testiculo

Los AG son tanto elementos estructurales como componentes bioactivos de las
membranas celulares. Se sabe que los AGP de la serie n-6 o n-3 son esenciales para el
desarrollo de los testiculos y la fertilidad y que los testiculos tienen un alto contenido en
AGP de 20 a 22 carbonos que se acumulan en el esperma, su proporcién depende de la
especie (Burr & Burr 1973). En el caso de la rata (Chanmugam et al. 1991), conejos y otros
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roedores (Ahluwalia et al. 1969) predominan los AGP n-6, y entre estos el DPA (C22:5, n-
6). En cambio en humanos, el AGP mayoritario es el DHA (C22-6, n-3), siendo el
mayoritario en las membranas de las células espermaticas (Lenzi et al. 2000). Mientras
que los ratones poseen gran cantidad de DHA (C22-6, n-3) y DPA (C22:5, n-6) (Bieri &
Prival 1965). Estos dos AG forman parte de los fosfolipidos de las membranas; ademas,
son precursores de los AGCL que contienen entre 26 y 32 carbonos y que son
componentes de los esfingolipidos presentes en las células espermaticas (Sandhoff et al
2005).

Se especula que la funcién de los AGP en el testiculo esta relacionada con un
posible efecto en la fluidez de la membrana y con el acoplamiento de los receptores a la
misma, ya que el DHA (C22:6, n-3) incrementa la fluidez de la membrana y puede que
también contribuya a la movilidad de los espermatozoides (Connor et al. 1998). Asi pues,
cambios en la fluidez de la membrana plasmatica podrian impedir el ensamblaje y la
activacion de rutas de transcripcion criticas para el proceso de fertilizacion (Wathes et al.
2007). Ademas, hay evidencias que muestran que las dietas suplementadas con AGP
pueden influir en las rutas implicadas en la sintesis de prostaglandinas y en la
esteroidogénesis, las cuales tienen multiples papeles en la regulaciéon de la funcién
reproductiva. Es mas, la composicion de AGP en la membrana plasmatica de las células del
espermay de los oocitos es importante durante la fertilizacion (Aitken & Baker 1995).

La deleccion del gen de la A6 desaturasa (FADS2, acido graso desaturasa 2) que
anula el paso inicial y limitante de la cascada enzimatica de la sintesis de AGP n-6 y n-3;
provoca la falta de AGP y eicosanoides lo cual tiene como resultado la esterilidad de los
ratones. Ademas, como consecuencia de esta baja disponibilidad de AGP, se suprime la
sintesis de prostaglandinas, tromboxano, prostaciclinas y leucotrienos (Stoffel et al. 2008).
Por lo tanto respecto a la fertilidad masculina, los AGP son fundamentales por su
capacidad para conferir a la membrana de las células espermaticas la fluidez necesaria
para alcanzar la fertilizacion. Por otra parte, son componentes de una clase particular de
glicoesfingolipidos fucosilados que son necesarios para la fertilidad masculina (Wathes et
al. 2007).

Estudios nutricionales han demostrado que las ratas con dietas deficientes en AG
esenciales tienen atrofia testicular, la cual no es prevenida por la inclusiéon de LA (C18:2, n-
6) en la dieta. Es mas, las ratas criadas con dietas deficientes en LA (C18:2, n-6) son fértiles
(Leat et al. 1983). Cuando las células tienen poca cantidad de AG esenciales sintetizan
mayores cantidades de AGP n-9, lo cual da como resultado la aparicién del AG C20:3 n-9
(mead acid) (Saether et al. 2007). Por tanto, los AG esenciales son necesarios para las
funciones del testiculo en ratas, incluida la espermatogénesis. Las células de Sertoli estan
provistas de un microambiente adecuado para el normal desarrollo y diferenciacion de las
células germinales, donde juega un importante papel el metabolismo de los AG esenciales
(Griswold 1998, Retterstol et al. 2001).

La expresion de las desaturasas: SCD1, SCD2, FADS1 y FADS2, en las células de
Sertoli esta regulada de manera hormonal, estas cuatro desaturasas se inducen por accién
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de la insulina, la dexametasona, y la FSH (Saether et al. 2003). Sin embargo, la regulacién
de estas desaturasas, SCD1, SCD2, FADS1 y FADS2, a través de la dieta en el testiculo y en
el aparato reproductor masculino todavia tiene que ser estudiado en profundidad (Saether
etal. 2003).

El 4cido araquidénico (C20:4, n-6) y sus metabolitos estan implicados en la
esteroidogénesis, a través de efectos directos sobre su maquinaria como es el caso de la
proteina StAR, y el citocromo P450 (CYP11A1); o de forma indirecta, via prostaglandinas.
STAR juega un papel critico en la regulacién de la sintesis de esteroides (Stocco et al
2005).

La implicacion de la testosterona en la regulacién del metabolismo de los AGP y de
los lipidos que contienen acidos polienoicos ha sido recogida en numerosos estudios. En
ratas adultas, el suministro de testosterona induce un marcado incremento en la sintesis
de los fosfolipidos del testiculo y un significativo descenso de los triglicéridos (Sheriff
1980).
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3. MICRODOMINIOS DE MEMBRANA LIPID RAFT/CAVEOLAS

El modelo clasico de Singer-Nicolson de mosaico fluido de la membrana de las
células consistia en una bicapa lipidica definida como un solvente bidimensional en el cual
las proteinas difunden libremente (Singer & Nicolson 1972). Este concepto de modelo de
membrana ha sido modificado sustancialmente. La membrana plasmatica es una
estructura celular estabilizada mediante la interaccion espontanea entre moléculas
lipidicas (Barenholz 2002). Los componentes principales de las membranas celulares son
los glicerofosfolipidos y, aunque son suficientes para formar bicapas, las membranas de
células eucariotas contienen ademas esfingolipidos y esteroles (Barenholz 2002,
Mouritsen & Zuckermann 2004). El colesterol es el principal esterol de las membranas de
las células de los mamiferos, ademas del mas estudiado (ver figura 18) (Barenholz 2002,
Mouritsen & Zuckermann 2004).

El andlisis por espectrometria ha revelado una diferencia importante en la
composicidn lipidica en las diferentes regiones de la membrana plasmatica. La cara
extracelular estd enriquecida en colesterol, esfingolipidos y glicoesfingolipidos, mientras
que los glicerofosfolipidos que contienen etanolamina se hallan predominantemente en la
cara citoplasmica de la membrana (Pike 2003). La presencia de esteroles en la membrana,
tales como el colesterol, minimiza el volumen libre, reduciendo de ese modo la
permeabilidad de la membrana (Mouritsen & Jorgensen 1994, Mouritsen & Jorgensen
1998). Este se localiza en ambos lados interactuando preferentemente con esfingolipidos
con cadenas laterales saturadas (Ohvo-Rekila et al. 2002, Munro 2003).

Las membranas sintéticas compuestas Unicamente por glicerofosfolipidos (sin
esteroles) pueden estar tanto en fase liquido cristalina (fluida) como en fase liquid-
disorder, o fase en gel (s6lida), conocida también como solid ordered (Ipsen et al. 1990,
Mouritsen & Jorgensen 1994, Mouritsen & Jorgensen 1998, Barenholz 2000). El colesterol
altera profundamente la estructura de la fase fluida (Yeagle 1985, Ohvo-Rekila et al.
2002,). En zonas de la membrana con alto contenido en colesterol y esfingolipidos, el
colesterol se dispone entre las cabezas hidrofilicas de los esfingolipidos con cadenas
laterales saturadas, permitiendo un mayor empaquetamiento de estas cadenas y
engrosando la membrana. Estas zonas forman una fase ordenada entre las regiones de la
fase fluida (Ipsen et al. 1987, Ipsen et al. 1989). A pesar de que el colesterol aumenta el
orden y reduce la permeabilidad de las membranas, en estos dominios se permite un alto
grado de movilidad lateral de los componentes en el plano de la bicapa (Owicki &
McConnell 1980, Smith et al. 1980).

Estas regiones, ricas en colesterol y esfingolipidos que aportan orden a ciertas
regiones de membrana se denominan lipid raft o balsas lipidicas (Pike 2003).

En el Keystone Symposium 2006 se llegé a un consenso para la definicién de los
lipid rafts que fue la siguiente: Los lipid rafts son pequefios dominios (10-200 nm),
heterogéneos, altamente dinamicos ricos en colesterol y esfingolipidos, que
compartimentan procesos celulares (Pike 2006).
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Figura 18. Esquema de los lipid rafts (A) y las caveolas (B) donde se indica de manera sencilla la
composicion lipidica y proteica de estos microdominios de membrana. Abreviaturas: PS:
fosfatidilserina, PI: fosfatidilinositol, SPM: esfingomielina, Gang: ganglidésido, GPI; proteina unida a
glicofosfatidilinositol, GSLs; gliceroesfingolipidos, PC; fosfatidilcolina, PE: fosfatidiletanolamina,

Los lipid raft o balsas lipidicas reciben otros nombres tales como membranas
enriquecidas en colesterol, membranas enriquecidas en glicoesfingolipidos, membranas
enriquecidas en glicoesfingolipidos no solubles en detergentes (DIGs), y membranas
resistentes a detergentes (DRM). Los términos DIG y DRM; reflejan el hecho de que estos
dominios no se solubilizan facilmente en detergentes no idnicos, esta propiedad resulta
del fuerte empaquetado de los acilos de los lipidos que conforman el lipid raft. El nombre
fraccion flotante insoluble en Tritédn X-100 hace referencia a la baja densidad de flotacién
de los dominios insolubles en detergentes (Pike 2004).
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3.1. Caveolas

Las caveolas son un tipo de lipid raft que contiene la proteina denominada caveolina.
Las caveolas se pueden identificar morfol6gicamente como pequefias invaginaciones de la
membrana plasmatica con un didmetro aproximado de 150 nm (Thorn et al. 2003). La
estructura invaginada de las caveolas parece estar estabilizada por la caveolina-1(Fra et al.
1995, Le et al. 2002).

Los lipid rafts y las caveolas son DRMs, que se aislan en las mismas fracciones de
membrana y son practicamente indistinguibles experimentalmente (Pike 2004); por lo
tanto de aqui en adelante, haremos referencia a ambos con el nombre de lipid raft
indistintamente.

3.2. Composicion lipidica

En los lipid rafts existe una mayor concentracion de colesterol, glico- y
fosfoesfingolipidos que en el resto de la membrana plasmatica pero sus proporciones en
los rafts respecto del total de la membrana plasmatica varia segin el tipo celular y el
meétodo utilizado en su aislamiento.

El contenido en colesterol de estos dominios representa una tercera parte del total
de lipidos de la membrana, siendo de 3 a 5 veces mayor que en el resto de la membrana
plasmatica (Brown & Rose 1992, Prinetti et al 2000, Pike et al 2002). Los
fosfoesfingolipidos (concretamente, la esfingomielina) representan del 10 al 15% del total
de lipidos de la membrana (Brown & Rose 1992, Prinetti et al. 2000, Pike et al. 2002), los
glicoesfingolipidos, tales como los cerebrdsidos y los gangliosidos, son entre un 10-20% de
los lipidos del raft, siendo esta proporcion 5 veces mayor que la que existe considerando la
membrana completa (Brown & Rose 1992, Prinetti et al. 2000). Los glicerofosfolipidos
como la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina, representan menos de un 30% (Brown
& Rose 1992, Pike et al. 2002).

3.3. Composicion proteica

En lipid rafts se localizan ciertas proteinas de membrana que podrian, por ejemplo,
potenciar las cascadas de sefializaciéon o interferir de forma crucial en muchas otras
funciones (Simons & Ikonen 1997). Existe una gran variedad de proteinas que han sido
halladas en estos microdominios, entre estas se encuentran: caveolinas, flotilinas,
proteinas unidas a glicofosfatidilinositol (GPI anchored proteins), proteinas G, proteinas
transmembrana (como los receptores de factores de crecimiento) o la familia de quinasas
SRC (Brown & Rose 1992, Sargiacomo et al. 1993, Lisanti et al. 1994, Liu et al. 1996, Mineo
et al. 1996, Song et al. 1996, Bickel et al. 1997, Smart et al. 1999); asi como numerosas
proteinas implicadas en la sefalizacion celular (von Haller et al. 2001, Foster et al. 2003).

Las caveolinas son proteinas integrales de membrana de 20-24 kDa (He et al
2008). Existen 3 isoformas, de las cuales la caveolina-1 y 2 se expresan en la mayoria de
tipos celulares, mientras que la caveolina-3 se encuentra principalmente en células
musculares (Schwencke et al. 2006). Tienen una topologia poco comun puesto que los
dominios N-citosolico y C-terminal estan conectados por una secuencia hidrofébica que se
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encuentra embebida en la membrana, pero no cruza toda la bicapa (Monier et al. 1995).
Las caveolinas estan palmitoiladas en la regiéon C-terminal y pueden ser fosforiladas en
residuos de tirosina, unir colesterol, y formar dimeros y oligdmeros (Glenney 1989,
Monier et al. 1995, Murata et al. 1995). La caveolina-1 es esencial para la formacion de
caveolas y se caracterizdé como el primer marcador molecular de estos dominios (Rothberg
et al. 1992). Se ha visto que en ausencia de caveolinas no se forman caveolas, y por otro
lado, cuando las caveolinas se expresan en células que no tienen caveolas, éstas inducen la
formacidn caveolas (Eriksson et al. 1995).

3.4. Cascadas de seiializacion

La membrana plasmatica de las células tiene dos funciones claves: por un lado, la
de separar el medio intracelular y extracelular por medio de una barrera lipido/proteina;
y por otro, la de servir como dominio celular que puede sentir los cambios que ocurren en
el exterior de la célula e iniciar eventos que alteran la fisiologia de la célula (como son el
transporte celular, la comunicacion célula-célula y la transduccién de sefiales). Un aspecto
esencial de las repuestas funcionales que aporta la membrana celular, es la presencia de
moléculas en la membrana que reconocen estimulos externos y luego envian la
informacién a otras moléculas de la membrana o a otros compartimentos celulares (Patel
& Insel 2009).

Los lipid rafts sirven como plataformas para el inicio de las cascadas de
senalizacion. La uniéon de los ligandos a los receptores, localizados en estos
microdominios, inicia el proceso de sefializacidn activando la cascada. La especificidad en
la activacion de la cascada de sefalizacidon podria estar amplificada por las limitaciones de
localizacién de los receptores restringidos a una clase particular de lipid raft que, a su vez
contiene un conjunto especifico de moléculas para la sefializacién. Ademas, la localizacion
de los lipid rafts en si misma, podria servir como apoyo para la activacién focalizada de la
ruta, lo que resultaria en una especificidad adicional de la respuesta (Pike 2003).

De manera mas compleja puede ocurrir que moléculas complementarias de las
rutas de sefializacion se segreguen en los diferentes lipid rafts en estado basal. La
estimulacién de la célula por acciéon de una hormona o un factor de crecimiento, podria
conllevar la fusion transitoria de los lipid rafts. O bien, los rafts pueden contener una ruta
de sefializacion casi al completo que seria activada cuando el receptor u otra molécula, que
normalmente se localice en porciones de membrana no-raft, fueran reclutadas por los lipid
rafts. Esto pondria a varios componentes que promuevan la interaccién y lleven a la
activacién de la ruta de sefializacion correspondiente en el mismo lugar. El flujo, a través
del que se activa la cascada de sefializacidn, estaria restringido, debido a la colocacién de
las moléculas que interactiian en los diferentes compartimentos fisicos de la membrana.
En este estado, la situacién de proteinas especificas en el raft no es requerida para el
funcionamiento de la ruta. Son mas bien los rafts los que proporcionan una separaciéon
fisica a proteinas que, de otra manera, interactuarian entre si (Pike 2003).

Los lipid rafts pueden controlar la sefalizacion celular modulando la actividad de
las proteinas que se localizan en ellos. Esto puede ser debido al ambiente especifico, rico
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en lipidos, que presentan los rafts o bien puede ser el resultado de la proximidad de
proteinas de sefializacién a otras moléculas de la cascada que se da en los rafts. Por
ejemplo, se ha observado que el receptor tirosina quinasa se comporta de forma distinta
segun esté en un microdominio de membrana raft o no-raft (Pike 2003).

Los rafts pueden ademas participar en la finalizacién de la sefializacién. Se sabe
que estos estan implicados en la endocitosis (Anderson 1998, Le et al. 2002), y limitan la
sefializacion de la célula mediante el secuestro de moléculas especificas, impidiendo asi
que participen una determinada ruta (Pike 2003).

Los lipid rafts no estan solo presentes en la membrana plasmatica sino también en
otras membranas intracelulares como por ejemplo del aparato de Golgi. Por ultimo, no
todos los rafts son idénticos en cuanto a su composicién lipidica y proteica, es mas, puede
que estas diferencias se deban a la segregacion espacial que se da en las células para llevar
a cabo su funcién especifica. Estas diferencias en cuanto a composicién y situacion
probablemente sean importantes para la funcién de los rafts en la sefializaciéon celular
(Pike 2003).
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Objetivos

La finalidad de este trabajo ha sido profundizar en el estudio del papel de la lipasa
sensible a hormonas (HSL) en la fisiologia del testiculo. En la Introduccién se ha expuesto
el papel que juega HSL en la regulaciéon/control de la homeostasis del colesterol. Se ha
visto que los ratones HSL (-/-) son estériles, tienen oligospermia y anormalidades en la
morfologia del testiculo. La ausencia de actividad colesterol éster hidrolasa en el testiculo
provoca una alteracién de la homeostasis del colesterol disminuyendo el colesterol
disponible en el mismo. Por lo que nos planteamos que se podrian producir cambios
importantes en la captacion de los ésteres de colesterol por parte de los receptores
scavenger clase B. La disminucién de colesterol disponible en estos ratones HSL (-/-)
podria alterar la composicién de los lipidos de membrana, y por tanto, en los dominios
ricos en colesterol lipid rafts. Estos cambios podrian conllevar cambios en la estructura e
integridad de la membrana lo que repercutiria en la localizacidn y expresién de proteinas
localizadas en la misma, pudiéndose alterar por tanto la captacion de ésteres de colesterol
como la sefializacion celular. Estas alteraciones en la membrana plasmatica pueden afectar
a la fertilidad y la maduracién de los gametos ya que la composiciéon de la membrana
plasmatica es un factor critico y determinante en la espermatogénesis.

La HSL también participa en la disponibilidad de los AG libres. Como ya hemos
comentado los AG son la principal fuente de energia y son elementos estructurales y
componentes bioactivos de las membranas celulares. Se sabe que los AGP de la serie n-6 o
n-3 son esenciales para el desarrollo de los testiculos. Por tanto, nos planteamos analizar
si la ausencia de HSL en el testiculo podria alterar la disponibilidad de los AGs y esto, en
ultima instancia podria estar afectando la fisiologia del testiculo.

En resumen, los objetivos concretos fueron:
1. Estudiar el efecto de la ausencia de HSL en el testiculo sobre la espermatogénesis.

2. Determinar los efectos de la ausencia de la HSL sobre los receptores scavenger
clase B encargados de captar esteres de colesterol de las lipoproteinas

3. Analizar si la ausencia de HSL en el testiculo altera la estructura y composicion de

los distintos dominios de las membranas plasmaticas, lipid rafts y no-rafts.

4. Estudiar el efecto de la ausencia de HSL en el testiculo sobre la composiciéon en

esteroles y acidos grasos del mismo.

5. Analizar de la expresion diferencial de genes en testiculos de los ratones HSL - /-
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Materiales y métodos

1. Mantenimiento de la colonia de ratones knockout de HSL (HSL -/-)

La generacion de los ratones knockout (KO) para HSL (HSL -/-), carentes de dicha
enzima por ruptura del gen LIPE que codifica para la proteina HSL, ha sido descrita por
Osuga y col. (Osuga et al. 2000). Esta colonia de ratones HSL -/- se inici6 con ratones
cedidos por F.B. Kraemer y J.I. Osuga, y se mantiene mediante el cruce de hembras
heterocigotas (HSL +/-) con machos heterocigotos (HSL +/-), ya que los machos HSL -/-
son estériles. Las hembras prefiadas se separan y paren tras 19-20 dias de gestacion. Las
crias permanecen con la madre durante la lactancia (20-21 dias), a continuacién se
destetan y se separan por sexos. A las dos semanas se anillan para identificarlas y se
extrae ADN gendmico de la cola para realizar el genotipado siguiendo el protocolo de
(Osuga et al. 2000).

La experimentacién animal ha sido realizada en la Unidad de Cirugia Experimental
y Animalario del Hospital Universitario Ramon y Cajal con ndmero de registro EX027 UC,
siguiendo las recomendaciones del Comité Etico y de Bienestar Animal, de dicho hospital
para Animales, del RD 1210/2005.

2. Genotipado de ratones HSL - /-

- Soluciones de trabajo:

o Tampdn de lisis (esterilizar por filtracion):

Reactivo

Tris1 M, pH 7.5
NaCl 5 M (Merk)
EDTA 0.5 M (Sigma)
20% SDS (Sigma)

H:0 estéril hasta 300 ml

o Proteinasa K (GIBCO-BRL): 1 pg/100 pL.

Los ratones se anestesiaron con 2% de isofluorano/aire. Se les cort6 un trozo de la
cola con tijera estéril que se hizo rebanadas y se incub6 en tampén de lisis con proteinasa
K toda la noche a 50°C en agitacion. Posteriormente se extrajo el ADN gendémico con
acetato potasico 8 M (75 pL) /cloroformo puro (500 pL) agitando los tubos y dejandolos
durante una hora a -20°C. A continuacién las muestras se centrifugaron a 1400 rpm
durante 10 minutos y se recolect6 la fase superior, acuosa, que contiene el ADN; éste se
precipité afiadiéndole 1 mL de etanol 100% y después lavando con 0.5 mL de etanol 70%.
El pellet obtenido se dejé secar y se resuspendi6é en 100-200 pL de H»0. A continuacién se
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midi6 la concentraciéon de ADN en un espectrofotometro nanodrop. El ADN gendémico se
analiz6 mediante PCR partiendo de 50 ng, para ello se utilizaron los siguientes primers:

HSL-A: 5’-AGA-GAG-ACC-AAC-TCA-GCC-TCC-CAC-3’ (2.5 uM)

HSL-B: 5’-CAA-GGT-GTC-TGT-CTG-TGC-TGT-CTT-3’ (2.5 uM)

SI166: 5’-AGG-ATT-GGG-AAG-ACA-ATA-GCA-GGC-AT-3’ (5 uM)
Siguiendo las especificaciones del kit Taq Master Mix (Quiagen).

La reacciéon de PCR se realiz6é en el termociclador (MJResearch PTC-200 Peltier
Thermal Cycler) siguiendo el protocolo:

X 3 minutos a 94°C (desnaturalizacion)

<> 45 segundos 2a94°C  (desnaturalizacion)

X 45 segundos a 60°C  (anillado) 30 ciclos
<> 1 minuto a 72°C (extension)

<> 10 minutos a 72°C  (extension final)

Los productos de la reaccion de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2%. El
alelo WT o control se corresponde con la banda de 269 pb y el alelo mutante o KO con la
banda de 320 pb. Los heterocigotos tienen las dos bandas.

3. Animalesy condiciones ambientales

Los animales utilizados en el presente trabajo fueron ratones (Mus musculus)
macho controles (HSL +/+) y KO para la HSL (HSL -/-), de 4-5 meses de edad, de la colonia
que mantenemos en nuestro animalario.

Los animales estuvieron sometidos a ciclos constantes de 12 horas de
luz/oscuridad, y a una temperatura constante en el animalario de 22-24°C y con
ventilacion continua.

Los ratones fueron alimentados ad libitum con pienso granulado (dieta de
mantenimiento para roedores, SAFE-A04, y dieta de animales gestantes y reproductores,
2019 Teklad Global 19% Protein Extruded Rodent Diet Harlan™ adquiridos de PanLab) y
agua corriente en la bebida.

3.1. Grupos experimentales

Para este estudio hemos utilizado dos grupos experimentales:
- Ratones controles WTo HSL (+/+).
- Ratones KO para la HSL (HSL -/-).

4. Sacrificio de los animales y recogida de muestras

Los ratones fueron anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal de 100 pl por
25 g de peso corporal de una mezcla de Ketamina (50 mg/ml) (Ketolar de Pfizer) y
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Xilacina (2%) (Rompun de Bayer), en una proporcién 3:1. La sangre se extrajo mediante
puncién intracardiaca con jeringas de insulina con anticoagulante 5% EDTA. La sangre se
recogid en tubos eppendorf con 25 pl de anticoagulante 5% EDTA por tubo y se centrifugd
a 1500 rpm, 30 minutos a 4°C para obtener el plasma que se guard6 a - 20°C.

El sacrificio de los ratones se realiz6é por dislocacién cervical. A continuacién se
extrajeron el resto de los tejidos en el siguiente orden: corazon, higado, adiposo lumbar,
testiculos y cerebro; pesandose y congelandose inmediatamente tras su extracciéon. Los
testiculos una vez extraidos se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C
para su posterior procesamiento, o bien, se fijaron en paraformaldehido (PFA) y fueron
embebidos en parafina, o en sacarosa para su posterior estudio inmunohistoquimico.

5. Determinaciones en plasma
5.1. Triglicéridos

La determinacidn plasmatica de triglicéridos se realiz6 segun las instrucciones del
kit de triglicéridos GPO-PAP liquido Bradford Diagnostics (Kemia Cientifica S.A.). Este
método se basa en la hidrélisis de los triglicéridos por una lipasa. El kit lleva como
indicador la quinoneimina que se forma a partir de per6xido de hidrogeno, 4-
aminoantipirna y 4-clorofenol en una reacciéon catalizada por la peroxidasa. La
determinacién se llev6 a cabo utilizando 10 pL de muestra y los datos de concentracion
(mg/dL) de dichos triglicéridos se obtuvieron a partir del calculo con la concentracién
conocida de los estandares utilizados que fueron NORTROL y ABTROL Konelab™/ T Serie
ThermoScientific. Las muestras se midieron en el Specific Selective Chemistry Analyzer Kone
Instruments.

5.2. Colesterol

La determinacion plasmatica de colesterol se realizé segtn las instrucciones del kit
Colesterol-Liquidos Método CHOD-PAD Bradford Diagnostics (Kemia Cientifica S.A.). Con
este Kit el colesterol se determina utilizando 10 pL de muestra sometiendo al éster
correspondiente a hidrdlisis enzimatica, el colesterol asi obtenido se oxida. En esta
reaccion se forma peroxido de hidrégeno que en presencia de 4-aminoantipirna y fenol
forma quinoneimina, el indicador utilizado para medir. Los datos de concentracion
(mg/dL) del colesterol se obtuvieron a partir del calculo interpolado de la concentracién
conocida de los estandares utilizados que fueron NORTROL y ABTROL Konelab™/ T Serie
ThermoScientific. Las muestras se midieron en el Specific Selective Chemistry Analyzer Kone
Instruments.

5.3. Testosterona

Para la determinacion de la concentracion de testosterona en plasma de ratéon se
utilizé el kit de ELISA (Cayman Chemical Company), basado en la competencia que se
establece entre la testosterona fria y la marcada con fluorescencia para unirse al
anticuerpo.

Se siguieron las instrucciones técnicas facilitadas por la casa comercial. Se analiz6
la testosterona en 50 pL de una diluciéon 1/10 de las muestras de plasma de los ratones
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HSL +/+ y HSL - /- realizando el analisis de las muestras por triplicado. La fluorescencia se
midié en un espectrofluorimetro (TECAN infinite F200). Los resultados se expresaron en

pg/mL.

6. Analisis del esperma de los animales

6.1. Aislamiento de los espermatozoides

Tras realizar la eutanasia de los ratones por dislocacidn cervical se recolectaron los
epididimos y los vasos deferentes, se elimin6 el exceso de tejido adiposo y vasos
sanguineos para minimizar riesgos de contaminacién, y se les afiadieron 500 pl de medio
M2 (medio 2, sales inorganicas: CaCl;-2H,0, MgS0,, KCl, KH2PO4, NaHCO3, NaCl, D-glucosa
(1:1), albimina de suero bovino (BSA), acido lactico, rojo fenol, acido pirtvico, HEPES)
precalentado siguiendo el método de Hogan y cols. (Hogan et al 1994). Los
espermatozoides fueron liberados del epididimo pasando una aguja 30G y poniéndolos en
medio M2 durante 5 minutos para que recuperaran la motilidad.

6.2. Determinacion de las caracteristicas del esperma

Para la determinacién de la concentracion de esperma se utilizé un hemocitémetro
Blrker y el nimero de espermatozoides se conté mediante microscopia. Para la
determinaciéon de la motilidad del esperma, éste se coloc6 en un portaobjetos
precalentado a 37°C en un microscopio a 37°C, y los estados y la motilidad de los
espermatozoides fueron medidos en el Sperm Class Analyzer® SCA 2002.

6.3. Determinacion de la viabilidad de los espermatozoides

La proporcidn de esperma vivo y muerto, se midi6 por tincién acida de nicleos
vivos utilizando SYBR-14, en combinacién con la tincién nuclear de muerte celular, el
ioduro de propidio (Garner & Johnson 1995). Se utiliz6 el protocolo de vida/muerte del kit
de viabilidad del esperma Molecular Probes (Invitrogen).

Mas detalladamente, a 50 pl de la suspension de esperma (6x10¢ células/ml) se le
afiadié 1 pl de SYBR-14 (10 pM) y 1.2 pl de ioduro de propidio (2.4 mM), la mezcla se
incubé durante 15 minutos a 37°C. A continuacioén, se pusieron 20 pl de la mezcla en un
portaobjetos y se observaron en un microscopio de fluorescencia. La tincion de los nticleos
con SYBR-14 era verde en los espermatozoides vivos, mientras que en los no vivos o los
que tenian las membranas dafiadas se tefiian de rojo por el ioduro de propidio.

7. Estudio histoldgico del testiculo de ratén

7.1. Estudio inmunohistoquimico

La inmunotincién con estreptavidina-peroxidasa se realiz6 como hemos descrito
previamente (Arenas et al. 2004, Martin-Hidalgo et al. 2005). Los testiculos se fijaron
durante toda la noche en 4% PFA en tampdn fosfato salino (PBS, Phosphate buffered
saline) 0.1 M. A continuacién se lavaron con PBS varias veces para extraer el PFA.
Posteriormente, se deshidrataron con cambios en alcoholes ascendentes, 50%, 70%, 90%,
100%; y se sumergieron en 1-butanol durante toda la noche. Finalmente, se introdujeron
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en parafina a 60°C (tres bafios, dos de 1 hora y otro de 2 horas), se hicieron los moldes y se
dejaron enfriar.

Para la obtencion de cortes se utilizaron portaobjetos silanizados previamente y se
obtuvieron cortes de 5 um (microtomo Microm). Estos se dejaron en la estufa a 40°C
durante 30 minutos y se les hicieron dos bafios en Xilol (100%).

Los cortes histoldgicos se desparafinaron con Xilol y se hidrataron con Hz0 en
series de etanol graduado y agua bidestilada, y colocados en un recipiente de vidrio con
agua que contenia tampoén citrato sédico 10 mM pH 6.0, se calentaron en el horno
microondas durante 4 ciclos de 2 minutos a potencia media. Los cortes se dejaron enfriar
dentro del microondas durante 20 minutos. Después de lavarlos con agua bidestilada, se
lavaron dos veces con tampén TBS (Tris buffer saline), pH 7.6 durante 5 minutos. La
actividad peroxidasa endégena se inhibié mediante la incubacién con 2% H;0; durante 10
minutos. Los cortes se lavaron con H,O y tamp6n TBS, y se incubaron con 3% de suero
normal de cabra, 0.01% Tritén X-100, 0.1% glicina en TBS, a temperatura ambiente (TA)
durante 30 minutos. Los cortes se incubaron 12 h a 42C con el anticuerpo primario
correspondiente y a las diluciones indicadas en la Tabla 2 diluidos en 0.3% de suero
normal de cabra, 0.001% Tritén X-100, 0.01% glicina en TBS. A continuacidn, los cortes se
lavaron dos veces con TBS para retirar el anticuerpo primario no unido y se volvieron a
incubar con el anticuerpo secundario conjugado con biotina correspondiente durante 1 h a
TA (Tabla 2), diluidos en 0.3% de suero normal de conejo o cabra, 0.001% Tritén X-100 y
0.01% glicina en TBS. Los cortes se lavaron con TBS y se incubaron con el complejo
estreptavidina-peroxidasa (Zymed, Invitrogen) 30 minutos, y se lavaron en TBS seguido
de tampodn Tris-HCI, pH 7.6. La actividad peroxidasa se revel6 con 3-diaminobencidina
tetrahidrocloro (DAB+ tampdn sustrato Dako) como cromégeno. Los cortes se
contrastaron con hematoxilina de Carazzi (Panreac). Por ultimo, se deshidrataron con
etanol, se limpiaron con xilol, se montaron en DePex (BDH) y se observaron al microscopio
(Olympus BX51). El estudio morfolégico e histopatolégico, se realizd en cortes de tejido
normal tefiidos con hematoxilina/eosina (SurgiPath).

La especificidad de los procedimientos immunohistoquimicos se ensayé mediante
la inclusién de los siguientes controles negativos: (i) omitiendo el anticuerpo primario, (ii)
utilizando un suero no inmune en lugar del anticuerpo primario y (iii) incubando con un
anticuerpo secundario no relacionado después de la incubacién con el anticuerpo primario
a los titulos dptimos.
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Anticuerpo 12 (Dilucién) Anticuerpo 22 (Dilucion)

Casa comercial (Anti-IgG biotinado)/Casa comercial

SR-BI (1:1000) Rabbit (1:500)

Novus biologicals (NB400-104) Dako (E0-353)
SR-BII (1:500) Rabbit (1:500)

Novus biologicals (NB400-102) Dako (E0-353)

LIMP II (1:700) Goat (1:500)
RD Systems (AF1966) Chemicon (AP-180B)
HSL (1:400) Chicken (1:100)
Affinity BioReagents (PAI-21213) Vector (BA9010)

Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios, con la dilucion y la casa comercial utilizados en las
técnicas de inmunohistoquimica.

7.2. Estudio histoldgico de lipidos

Realizamos un estudio de localizacidn de lipidos neutros en cortes histoldgicos de
testiculo de ratdn. Para ello los testiculos recolectados se sumergieron en PFA 1% en PBS
durante toda la noche. A continuaciéon se lavaron con PBS durante 2 horas y se
sumergieron en soluciones crecientes de sacarosa, 5%, 10%, 15%, hasta 20%. Una vez
hecho esto las piezas se secaron y se introdujeron en nitrégeno liquido.

Para la obtencion de cortes se utilizaron portas silanizados. Se realizaron cortes de
unas 5-6 pm (criostato Microm HM550) que se dejaron secar durante 30 minutos a TA. A
continuacion se fijaron con Formol tamponado 10% durante 1 hora y se lavaron 3 veces
durante 5 minutos con PBS. Posteriormente, se realizaron las técnicas que se detallan a
continuacion.

7.2.1. Tincién con filipina

Los portaobjetos se incubaron cubriendo bien los cortes de tejido con la solucion
de Filipina (Sigma) (0.1 pg/uL) en cadmara oscura durante una hora a TA. Se realizaron
otros tres lavados con PBS y se montaron los cubres con medio de montaje Non-Fade
(Invitrogen). Los portas se visualizaron en el microscopio confocal (Nikon Eclipse).

7.2.2. Tincion con Oil-Red

Los cortes se sumergieron en isopropanol durante 3-5 segundos y se incubaron en
solucion de 5 g Oil-Red/ 100 mL de isopropanol diluido 2/3 en H20, de 20 a 30 minutos en
oscuridad y a TA. Posteriormente, se lavaron con alcohol isopropilico y después con agua.
Se contrastaron los cortes con Hematoxilina de Carazzi (Panreac) embebiéndolos durante
10 minutos, se lavaron con agua destilada y se montaron en medio acuoso (glicerol/PBS).
Los portas se visualizaron en el microscopio confocal (Nikon Eclipse).
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8. Aislamiento de fracciones de membrana (lipid rafts y no-rafts) en gradiente de
sacarosa

Se siguié un procedimiento sin detergentes (Sanchez-Wandelmer et al. 2009)
modificado del de Song y col. (Song et al. 1996). Las muestras de testiculo congelado de
ratones HSL +/+ y HSL -/- se homogeneizaron con un potter en 2 mL de una solucién de
carbonato sdédico 0.5 M, pH 11 y coctel de inhibidor de proteasas (Pierce), posteriormente
se sonicaron con un pulso de 30 segundos en posicién 30 en un sonicador Bandelin
Sonorex (RK100). A continuacidn, se centrifugaron a 15.000g, 30 minutos a 4°C para
obtener el sobrenadante con membranas libre de otros organulos como el aparato de
Golgi. Estos sobrenadantes se sonicaron con 2 pulsos de 30 segundos en posiciéon 3 y un
pulso de 30 segundos en posicién 2 en un sonicador Vibracell (Sonics&Materials Inc.) para
fraccionar las membranas obtenidas en el extracto. Los 2 mL de lisado obtenidos se
mezclaron en un tubo de centrifuga con 2 mL de sacarosa (Merk) al 85% en tampén MBS
(25 mM de acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES) pH 6.5 y NaCl 0.15 M) y se colocé
bajo un gradiente discontinuo de sacarosa formado por 1 mL al 35%, 5 mL al 30% y 2 mL
al 5% en MES. Este gradiente discontinuo se centrifug6 a 39.000 rpm durante 18-20 horas
a 4°C en un rotor SW40 en ultracentrifuga Beckman Coulter (Beckman Instruments).
Mediante esta ultracentrifugacién se establece un gradiente continuo de densidad de
sacarosa en el que se distribuyen las fracciones de membrana seglin su densidad. Se
recogieron 12 fracciones de 1 mL desde la parte superior del tubo, se valoré su
concentracion proteica mediante BCA (acido bicinconinico) (Pierce Biotechnology) y se
procesaron para el analisis por Western-blot de caveolina-1 y receptor de transferrina
(TfR). Las fracciones se concentraron mediante la precipitacién con &cido tricloroacético
para el analisis de SR-BI y SR-BII (Novus Biologicals) mediante Western-blot y para las
determinaciones lipidicas las fracciones se procesaron mediante el método Folch.

9. Lisado de testiculo

Las muestras de testiculo de ratén se homogeneizaron en un potter en tampoén de lisis
compuesto por:

Tampon de lisis

Tris Base (50 mM) pH 7.5
NaCL (125 mM)

NaF (5.3 mM)
Na,P,0- (14.03 mM)
EDTA-N; (1 mM)
NP-40 (1%)

Se les afiadié 10 pL/mL de coctel de inhibidores de proteasas. A continuacion se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos y se recolecto el sobrenadante valorando
su contenido en proteinas.
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10. Estudio de proteinas

10.1. Precipitacion de proteinas en fracciones de membrana del testiculo

Para el aislamiento de las proteinas de las fracciones de membrana éstas se
mezclaron con un volumen de tricloroacético al 20% final y se mantuvieron en hielo
durante 30 minutos. A continuacién se centrifugaron a 16.000 g durante 10 minutos y
el sedimenté se lavé dos veces con etanol:etilacetato (1:1). A continuacién, los
precipitados se disolvieron en tampdn de carga para electroforesis 1X (tabla).

Tampon de carga 5X

Glicerol (50 %)
Tris Base pH 6.8 (321.5 mM)
SDS (10 %)

B-mercaptoetanol (25 %)

10.2. Valoracion de proteinas

Tanto en el caso de las muestras de lisado total de testiculo como en el de las
fracciones de membrana del testiculo, las proteinas se valoraron con el kit BCA Protein
Assay (Pierce Biotechnology).

10.3. Estudio de expresion de proteinas mediante western blot

Los cambios en la expresidon de las proteinas de interés, se analizaron mediante
western-blot. Para lo que se cargaron 50-100 pg de proteina de los lisados totales de
testiculo y concentraciones iguales de proteinas en el caso de las fracciones de membrana
separadas mediante el gradiente de sacarosa. Las proteinas se sometieron a electroforesis
SDS-PAGE donde se separaron en los geles de poliacrilamida del 8-12% segin el tamafio
de la proteina estudiada. Después, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-
Rad) mediante transferencia himeda, a 100V durante una hora o a 15V durante toda la
noche, en ambos casos a 4°C. Las membranas se bloquearon con caseina al 0.1% en TBS
(Trizma base 10 mM, NaCl 0.15 M, pH 7.4) con Tween-20 al 0.1%. A continuacién, las
membranas se incubaron con los anticuerpos primarios especificos segin la proteina
analizada (tabla 3) disueltos en TBS-Tween 0.1 % toda la noche a 4°C, o dos horas a TA.
Tras incubar con los anticuerpos primarios, las membranas se lavaron con TBS-Tween
0.1% y se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes (ver tabla 3), bien
acoplados a peroxidasa (HRP, HorseRadish Peroxidase) (Santa Cruz Biotechnology, Inc) o
bien a fosfatasa alcalina (Jackson ImmunoResearch) y disueltos en leche desnatada 1% en
diluciéon 1:2.000, durante 1 hora a TA. Las membranas se lavaron con TBS-Tween 0.1%. En
los anticuerpos conjugados con HRP, la inmunoreactividad se detectdé por
quimioluminiscencia utilizando Immuno-Star HRP (Bio-Rad) visualizandose en el
VersaDoc Imaging System (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. En
cambio, los anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina las bandas se visualizaron
utilizando un método colorimétrico consistente en la utilizacién del tampdn fosfatasa
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alcalina (Tris-Base 100mM, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM, pH 9.5) junto con NBT (NitroBlue
Tetrazolium, Bio-Rad) (30 mg/ml) disuelta en 100% DMF (N, N-dimetilformamida) y BCIP
(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate, Bio-Rad) (15 mg/mL) preparado en 70% DMEF;
ambos mezclados en proporcion 1:1.

Anticuerpo primario(dilucién) Casa comercial
AKT (1:1000) Cell Signalling #9272
Caveolina-1 (1:1000) Santa Cruz sc-894(N-20)
ERK (1:5000) Sigma M5670
Fyn (1:500) Santa Cruz sc-16
GAPDH (1:2000) Santa Cruz sc-25778
HSL (Lipe) (1:2000) Affinity BioReagents PAL.21213
p-AKT (1:1000) Cell Signalling #9271
p-ERK (1:1000) Cell Signalling #9106
p-SRC (1:1000) GenScript A00396
R-Transferrina (1:1000) Zymed 13-6800
SR-BI (1:2000) Novus Biologicals NB400-104
SR-BII (1:4000) Novus Biologicals NB400-102

Tabla 3. Anticuerpos primarios, su dilucion y la casa comercial utilizados en las técnicas de Western
Blot.

11. Anadlisis de la composicion en acidos grasos y esteroles

11.1. Extraccion de lipidos totales

La extraccion de los lipidos totales de las muestras de testiculo de ratén se realizé
utilizando el método de Folch (Folch et al. 1957). Brevemente, se parti6 de 500 pg de
proteina en el caso de los lisados totales de tejido, 100 pl. de plasma o de 1 mL de las
fracciones del gradiente de sacarosa. A cada muestra de extraccion se le afadieron 50 pl
de estandar interno (Cz3 y Ci7 metil éster 40 pg/ml [Nu-Chek prep] para el andlisis de
acidos grasos o 5a-colestano 40 mg/mL [Sigma] para el andlisis de esteroles). La
extraccién de lipidos se realizé con cloroformo/metanol (2:1 vol/vol) en proporcién 1:4
con la muestra; a esta mezcla se le anadieron 50 mg/L de 2[6] di-tert-butil p-cresol
[butilato hidroxitolueno (BHT) como antioxidante. La fase superior acuosa se descartd y la
fase inferior organica se lavé dos veces con 500 pL metanol/agua (1:1.65 vol/vol), y se
recogi6 y secé bajo una corriente de nitrégeno (N3).

11.2. Obtencioén de acidos grasos

La fase organica se transesterifico siguiendo el método descrito por Lepage y Roy
(Lepage et al. 1989). Para obtener los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAMEs)
utilizamos una mezcla de metanol/cloruro de acetilo con la que se incubaron las muestras
durante 18 horas a 50°C para la obtencién de los FAMEs. En el caso de las muestras de
plasma se transesterificaron directamente 100 ul de muestra.
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11.3. Obtencion de esteroles

Los extractos lipidos totales obtenidos de las muestras de testiculo se sometieron a
saponificacién disolviéndolos en 1 mL de KOH/Etanol (95%) y 50 mg/L de BHT,
antioxidante, y calentdndolos a 90°C durante 1 hora. A continuacién se extrajeron los
lipidos no saponificables afiadiendo 1 mL de hexano y 200 pL de H:0, recogiendo la fase
superior que contenia a los mismos, se repiti6 dos veces. Finalmente, los esteroles se
recuperaron secando las muestras con una corriente de N».

11.4. Analisis de los acidos grasos mediante cromatografia de
gases/espectrometria de masas (CG/EM)

Los FAMEs fueron separados con el cromatografo de gases de Agilent 6890N GC y
analizados con los detectores del espectrometro de masas de Agilent 5975 MS (Agilent
Technologies) con una columna capilar HP-INNOWAX (J&W Scientific) de 25 mx0.20 mm y
con un grosor de 0.20 pm. Como gas transportador se utiliz6 helio a un flujo de 1.0
mL/min y presién variable segln el tiempo de retencién del acido araquidico (C20:0). La
temperatura de entrada se mantuvo a 250°C. La temperatura inicial del horno fue de 50°C
durante 2 minutos y después se aumentd hasta 200°C a un ritmo de 25°C/min y luego a
230°C a 1.5 °C/min, manteniéndose asi durante 8 min. El tiempo total de rutina fue 35
minutos. El inyector splitless fue programado para inyectar un volumen de 0.2 pL por
muestra de tejido, para las muestras de plasma se us6 un cociente de separacion de 1:50 y
un volumen de 1 pL. La linea de transferencia del SM fue mantenida a 260°C. La técnica
CG/EM fue llevada a cabo utilizando una ionizacién de electrones a 70eV. La cuantificacion
de los picos se realizé mediante su comparacion con los estdndares externos y mediante la
monitorizacion de las caracteristicas de los iones descrita anteriormente por (Abu &
Oluwatowoju 2009). Para la cuantificacion el detector del MS se programo6 para trabajar
en modo monitorizacion selectiva de iones (SIM), cuantificando al menos uno de los iones
y cualificando dos por cada FAME. Las concentraciones de cada FAME fueron interpoladas
en las curvas de calibracion realizadas con los estandares externos a seis niveles, de
acuerdo con el método del estandar interno. Con estas caracteristicas, los coeficientes de
variacion de los FAME fueron inferiores al 10%. El estandar externo (GLC-462) se obtuvo
de Un-Chek Prep,y C16:0 DMA de Sigma.

11.5. Analisis de los esteroles mediante CG/EM

Los esteroles se disolvieron en tert-butilmetileter y se derivatizaron utilizando N-
metil-N-trimetilsilil.trifluoroacetamida/trimetilsililimidazol (9:1). A continuaciéon se
separaron y analizados utilizando los detectores MS: Agilent 6890N GC y Agilent 5975
(Agilent Technologies) y una columna DB-5ms, 30 m x 0.25 mm, con un grosor de 0.25 pm
(Aligent Technologies). Para la cuantificacion se utiliz6 un detector que monitorizaba
tanto en modo de barrido completo como en modo SIM (Selective lon Monitoring)
siguiendo a los iones caracteristicos de cada esterol. Se utilizé 5a-colestano como estdndar
interno. La cuantificacién directa se realizé por comparacion directa frente a patrones
segun correspondiera.
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12. Extraccion de ARN

Las muestras de testiculo de ratones HSL +/+ y HSL - /- se homogeneizaron con TRI
REAGENT™ (Sigma) en una proporcién de 1 ml por 50-100 mg de tejido. Para la extraccién
de ARN a las muestras se les afiadi6 cloroformo en la proporciéon de 200 puL por cada 1 mL
de TRI REAGENT™. Se mezclaron bien utilizando el vortex y se dejaron reposar durante 15
minutos a TA. A continuacion, las muestras se centrifugaron a 12.000 g durante 10
minutos a 4°C y se extrajo la fase superior acuosa a la que se le afiadi6 isopropanol 0.5 mL
por cada 1 mL de TRI REAGENT™, se agitaron con el vortex y se dejaron reposar a TA
durante 10 minutos, a continuacién se centrifugaron a 12.000 g durante 10 minutos a 4°C
y se descarto6 el sobrenadan. El precipitado se disolvio en etanol al 75% y se centrifugd
durante 5 minutos a 12.000 g; a continuacién se descart6 el sobrenadante con cuidado de
no arrastrar el pellet y las muestras se dejaron secar para posteriormente ser
resuspendidas en agua DEPC precalentada a 65°C. Finalmente las muestras se incubaron a
65°C durante 15 minutos para disolver el precipitado y se midieron para obtener la
concentracion de ARN en un espectrofotémetro NanoDrop y se comprobé su integridad
mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8%.

El ARNm fue aislado a partir de 100 pg de ARN total, mediante columnas con bolas
de poliT siguiendo las instrucciones del kit de purificaciéon GenElute™ mRNA MiniPrep
(Sigma). A continuacion el ARNm se precipité anadiéndole etanol:acetato sdédico (3:0.1) y
glucégeno, dejandolo de 16-20 horas a -20°C. Posteriormente el ARNm se centrifugd y se
lavé con 1mL de etanol al 75 % centrifugando las muestras y retirando el etanol, se
dejaron secar y se diluyeron con agua DEPC precalentada a 65°C. Para disolver el ARNm
las muestras se incubaron a 65°C durante 5 minutos. Finalmente, se cuantificé el ARNm en
un espectrofotémetro NanoDrop y se comprob6 su integridad mediante electroforesis en
gel de agarosa 0.8 %.

13. Expresion diferencial de genes mediante matrices de ADNc (ADNc microarray)

Una vez extraido el ARNm de las muestras de testiculo de los ratones controles y
HSL -/- se analizaron 15 ratones de cada condicién agrupandolos de tres en tres de
manera que se llevaron a cabo cinco arrays por grupo experimental.

El array utilizado ha sido el 32K Mouse Genome Array y consta de 32356 70mer
oligo ADN que fue adquirido de Operon, Huntsville, AL y se imprimid en cristales silanados
de 75 X 25 mm utilizando un micorarrayer SmarArray™ (CapitalBio). Para el array se
marcaron 1000 ng de ARNm y se siguieron las instrucciones del kit Amino Allyl
MessageAmp™Il aRNA Amplification. Los datos se analizaron utilizando el programa Gen
Expression Pattern Analysis Suite v3.1 (GEPAS), se normalizaron con el método global
loess.

14. RT-PCR en tiempo real (Q-PCR)

En funciéon de los resultados obtenidos en el ADNc microarray nos intereso
comprobar los cambios notables en la expresion génica mediante ésta técnica.

Para la RT-PCR se utilizé el kit Takara Bio Inc. a partir de 500 ng de ARN en un
volumen final de 10 uL y las siguientes concentraciones de reactivos:
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REACTIVO CANTIDAD (uL) | CONCENTRACION FINAL
5X Primerscript™ Buffer 2 1X
PrimerScript™RT Enzyme MixI 0.5
Oligo dT Primer (50 pM) 0.5 25 pmol
Random 6 mers (100 uM) 0.5 50 pmol
ARN total (500 ng)
H,O0 libre de RNAsas Hasta 10

A continuacion, se llevé a cabo la PCR en tiempo real utilizando el kit LightCycler® 480
SYBER Green I Master (Roche) y el termociclador LightCycler® 2.0 (Roche). Para ello se
utilizé una dilucién 1/10 del ADNc retrotranscrito. El protocolo de amplificacién fue el

La mezcla de reaccién se incubé bajo las siguientes condiciones:

37°C, 15 minutos (transcripcion reversa)

85°C, 5 segundos (inactivacion de la transcriptasa inversa)

4°C

siguiente:
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Temperatura (°C) | Tiempo | Tasa de rampa ("C/s)
PRE-INCUBACION 95 5 min 4.4
95 10 seg 4.4
INCUBACION 60 15 seg 2.2
72 15 seg 4.4
95 5 seg 4.4
CURVA DE MELTING 65 1 min 2.2
(curvas de disociacién) 97 0.11
(adquisicion 5 por °C)
ENFRIAMIENTO 40 10 seg 1.5




Los primers utilizados para las enzimas fueron los siguientes:

Gen Gene Bank ID Primer Secuencia 5'— 3’

CypB NM_011149 Cypb Fw TGGAGAGCACCAAGACAGACA
Cypb Rev TGCCGGAGTCGACAATGAT

Fas NM_001146708.1 Fas Fw TGCCACCAGAGATGCTCCGATC
Fas Rev ACCGACCAGCGTGGCAAATGC

Fads1 NM_146094.2 Fadsl Fw AGCACATGCCATACAACCATC
Fadsl Rev TTTCCGCTGAACCACAAAATAGA

Fads2 NM_019699.1 Fads2 Fw AGAAGATGCTACGGATGCCTT
Fads2 Rev CCTCGGTGATCTGAGAGCTTTT

Elovi2 NM_019423.2 ElovI2 Fw CCTGCTCTCGATATGGCTGG
Elovi2 Rev AAGAAGTGTGATTGCGAGGTTAT

Scd1 NM_009127.4 Scdl Fw TTCTTGCGATACACTCTGGTGC
Scdl Rev CGGGATTGAATGTTCTTGTCGT

Scd2 NM_009128.2 Scd2 Fw CTCGGGAGAACATCTTGGTTTC
Scd2 Rev CCCAGGAGAGCCATGCAATC

Se valoraron las curvas de melting (temperatura de fusién) de cada uno de los
genes y los productos de la reacciéon de PCR se corrieron en un gel de agarosa 2% para
confirmar la presencia de un solo producto. La eficiencia de la reaccién fue evaluada
mediante la amplificacion de diluciones seriadas de ADNc (1:10, 1:100, 1:1.000 y
1:10.000). Nos aseguramos de que la relacidon entre las Ct (del inglés cycle treshold, o
también llamado punto de cruce) y el log [ARN] era lineal (-3.6 < pendiente < 3.2). Las
muestras se analizaron por triplicado, y la cantidad relativa de los genes diana se
normalizo6 con la expresion de un gen de referencia o housekeeping (cypB que codifica para
ciclofilina B). Los resultados se analizaron con la plataforma informatica del termociclador
(LightCycler® 480 software, version 1.5), se realizé una cuantificacion relativa de la qPCR
mediante el calculo del cociente de expresion relativa del gen diana comparado con el del
gen de referencia ciclofilina B (CypB).

15. Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + desviacién estandar o error estandar
de la media. Para la comparacion estadistica entre grupos se aplico el test de la t de
Student.
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Resultados

En estudios previos en nuestro laboratorio se habia demostrado que las células necesitan
colesterol para diversos procesos celulares, como la proliferacion y la progresion del ciclo
celular (Fernandez et al. 2005). Ademas se habia observado la influencia del colesterol
sobre la diferenciacion celular (Sanchez-Martin et al. 2007). Durante la espermatogénesis
tiene lugar una gran proliferacién y diferenciacion celular que a su vez requiere un gran
aporte de colesterol (Parks & Hammerstedt 1985, Rana et al. 1991, Sugkraroek et al. 1991,
Haidl & Opper 1997). En los tejidos esteroidogénicos, la HSL participa en la homeostasis
del colesterol, contribuyendo con la movilizaciéon del los depdsitos del mismo para ser
utilizado por la célula o para ser excretado (Kraemer et al. 1993); lo que sugiere que esta
enzima estd implicada en estos procesos de proliferacion y diferenciacion celular que

ocurren en el testiculo.

1. Efecto de la ausencia de HSL en el peso corporal y de los testiculos

Conociendo el papel lipolitico de la HSL, quisimos analizar si habia diferencias en
los pesos corporales de los ratones HSL +/+ y HSL -/-. Los ratones que forman parte del
estudio fueron pesados antes de su sacrificio; al igual que los distintos tejidos y 6rganos
extraidos. La comparacién de las medias de los pesos corporales de los ratones resulté en

un menor peso corporal de los ratones HSL -/- respecto a los HSL +/+ (Figura 19 A).

Como ya hemos comentado en la introduccidn, los ratones macho HSL -/- son
estériles, por lo que nos planteamos analizar si habia diferencias en el peso de los
testiculos; comprobando que era significativamente menor el de los ratones HSL -/- que el
de los ratones HSL +/+ (Figura 19 B).
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Figura 19. Los pesos corporales (A) y de los testiculos (B) de los ratones HSL +/+ y HSL -/-.
Los datos que se muestran son media + D.E.; n=8, **p<0.005 y *** p<0.0001.
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2. Efecto de la ausencia de HSL en el nimero y la movilidad de los espermatozoides
en el esperma de ratén

Una vez determinado que los pesos de los testiculos de los ratones HSL -/- eran
menores y dado que estos ratones son estériles, quisimos analizar si el nimero de
espermatozoides y su movilidad se veian también afectados. Como se muestra en la tabla
4, los ratones HSL -/- presentan un niimero significativamente menor de espermatozoides

que los ratones control (HSL +/+).

HSL +/+ HSL -/-
Media D.E. N Media D.E. N P-valor

16.550x10° 1.193x108 10 1.500x10% 1.085x10° 7 p«0.0001

Tabla 4. Nimero de espermatozoides (n® espermatozoides por epididimo/mL) en el
esperma de los ratones HSL +/+ y HSL -/-. Los datos que se muestran son media + EEM; n=8n;
#%p<0.005 y *** p<0.0001.

Al analizar la motilidad de estos espermatozoides pudimos ver que también esta
muy disminuida en los ratones HSL -/- asi como el porcentaje de espermatozoides vivos
(Figura 20).
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Figura 20. Motilidad de los espermatozoides (%) (A) y espermatozoides vivos (%) (B) en el
fluido seminal de los ratones HSL +/+ y HSL -/-. Los datos que se muestran son media + EEM;
n=8; ***p<0.0001.

Por lo tanto, los ratones HSL -/- presentan un ndmero muy bajo de
espermatozoides, su motilidad es practicamente nula y su viabilidad es también mucho

menor.
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3. Estudio de triglicéridos y colesterol en plasma de ratones HSL +/+ y HSL - /-

Haemmerle y cols. llevaron a cabo un estudio del perfil lipidico plasmatico en
ratones que carecian de la HSL y vieron que, independientemente de la dieta, los niveles
plasmaticos de colesterol estaban incrementados entre un 30-40% en los ratones HSL -/-
respecto a los controles; estos autores atribuyen esto a la presencia de un aumento de los
niveles de colesterol HDL en plasma (Haemmerle et al. 2002). Conociendo este estudio,
nos planteamos analizar el nivel de triglicéridos y de colesterol en el plasma de los ratones
de nuestra colonia. Como puede verse en la figura 21, encontramos un aumento
significativo de los niveles de colesterol en los ratones HSL -/- respecto de los controles,

mientras que en los triglicéridos no se observan diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 21. Concentracion de colesterol y triglicéridos en el plasma de ratones HSL +/+ y HSL
-/-. Los datos se expresan en mg/dl y son media + DE, n=11-13, *p<0.05.

4. Analisis de la testosterona en plasma de ratones HSL +/+ y HSL - /-

Aunque esta descrito que los ratones HSL -/- no presentan cambios en los niveles
plasmaticos de testosterona (Osuga et al. 2000), nos planteamos determinar si en nuestra
colonia de ratones HSL -/- sucedia lo mismo. Ademads, como ya hemos comentado en la
introduccidn, la sintesis de hormonas esteroideas se realiza a partir de colesterol (Holm et
al. 1988). Por este motivo y por las implicaciones de la HSL sobre la disponibilidad de
colesterol, debido a su participaciéon en la homeostasis celular del mismo, es por lo que
decidimos analizar los niveles de testosterona plasmatica de los ratones que carecian de
HSL respecto a los controles.

Como se puede ver en la figura 22, no hay diferencias en la concentracion de

testosterona en plasma entre los dos grupos de animales estudiados.
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Figura 22. Concentracion de testosterona en plasma de ratones HSL +/+ y HSL -/-. Los datos
que se muestran son media + D.E., n=18-17.

5. Estudio histolégico de los testiculos de ratones HSL +/+y HSL - /-

A continuacion, dado que los ratones macho HSL -/- son estériles, los testiculos son
menores en peso, y ademas estos animales presentan un menor nimero y una baja
movilidad de los espermatozoides; nos planteamos estudiar los cambios en los cortes
histologicos de testiculo de ratones HSL +/+ y HSL - /-.

El estudio histolégico de los testiculos tras la tincién con hematoxilina/eosina
mostré que los testiculos de los ratones HSL -/- adultos (16 semanas) eran atro6ficos
(Figura 23). En los cortes semifinos transversales de los testiculos observamos una
disminucién considerable de los didmetros de los tibulos seminiferos, con reduccién y
desorganizacién de las capas del epitelio seminifero. El grosor de la capa epitelial de los
tubulos seminiferos de los testiculos de los ratones HSL - /- esta reducido de 12 a 5-7 capas
de células. Ademas, se observa una completa ausencia de espermatozoides maduros, las
espermatidas se encuentran muy reducidas; llagindose a encontrar espermatidas
multinucleadas (Figura 23). También se observé una vacuolizacion excesiva en las células
epiteliales. Estas vacuolas pudieran contener esteres de colesterol, ya que previamente se
ha descrito un aumento de 2-3-veces en su contenido en los testiculos de los ratones HSL
-/- (Osuga et al. 2000, Chung et al. 2001). El espacio intertubular de los testiculos de los
ratones HSL -/- estd ocupado por grupos de células de Leydig en todos los estadios del
desarrollo (Figura 23). En los testiculos de los ratones HSL +/+, la lamina propia esta
compuesta por una capa plana continua de células miodes alargadas separadas por la fina
ldmina basal de los dos tubulos seminiferos y del endotelio capilar linfatico. En los
testiculos de los ratones HSL -/-, la lamina propia aumenta su espesor lo cual correlaciona

con una mayor proliferacion de las células miodes (Figura 23).
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Figura 23. Cortes histoldogicos de los testiculos de ratones HSL +/+ y HSL -/-, teiiidos con
hematoxilina/eosina. Se muestra una imagen representativa de 5 animales por grupo analizados.
A continuacién, nos planteamos estudiar la expresién y la localizacién celular de
proteinas claves en el metabolismo de lipidos del testiculo, asi como realizar un analisis
histolégico de los lipidos en el testiculo para ver si su localizacién o su cantidad se

encuentran afectadas por la carencia de HSL.

5.1. Inmunolocalizacion y expresion de HSL en testiculo de ratones HSL +/+ y
HSL -/-

En primer lugar decidimos estudiar la distribuciéon de HSL en el testiculo de los
ratones HSL +/+ y confirmar su ausencia en los ratones HSL -/-.

Como se puede ver en la figura 24, los testiculos de los ratones HSL +/+ presentan
tincion positiva para HSL en el citoplasma de las células de Leydig y en el nucleo de las
espermatidas alargadas localizadas en los tubulos seminiferos. Los testiculos de los

ratones HSL -/- resultaron inmunonegativos para HSL, como cabia esperar.

También analizamos la expresion de la proteina HSL mediante western-blot en
lisados de testiculo de raton. Al igual que en estudios previos (Osuga et al. 2000, Chung et
al. 2001), los testiculos de los ratones expresan una proteina inmunoreactiva para HSL de
130 kDa (Figura 25). Sin embargo, como era de esperar, en los testiculos de los ratones
HSL -/- no se detecto.
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Figura 24. Fotografias de la inmunolocalizacion de HSL en el testiculo de ratones HSL +/+y
HSL -/-. Los cortes histoldgicos se contrastaron con hematoxilina de Carazzi para la visualizacién
de los nucleos celulares. Se muestra una imagen representativa de 5 animales por grupo analizados.

HSL s 130 kDa

HSL+/+ HSL-/-

Figura 25. Expresion de HSL en lisados celulares de testiculos de ratones HSL +/+ y HSL -/-.
El anélisis se realizé6 mediante western-blot. Se muestra una imagen representativa de un total de 5
animales por grupo analizados.

5.2. Efecto de la ausencia de HSL en la inmunolocalizaciéon de los receptores
scavenger clase B en los testiculo de ratones

Los SR-Bs, como ya hemos comentado en la introduccion, se expresan en tejidos
donde hay una gran demanda de colesterol, como son los tejidos esteroidogénicos. Una de
las funciones de estos receptores en el testiculo es captar especificamente los ésteres de
colesterol transportados por las HDL, para proporcionar a este 6rgano el suficiente aporte
de colesterol. Por todo esto, nos planteamos analizar en que tipos celulares del testiculo se

expresaban los distintos SR-Bs.
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Resultados

5.2.1. Inmunolocalizacién del receptor SR-BI en testiculo de ratones HSL
+/+yHSL-/-

Como mostramos en la figura 26, los testiculos de los ratones HSL +/+ presentan
tincion positiva para SR-BI en la membrana de las células de Leydig y en las espermatidas
alargadas de los tubulos seminiferos. En los testiculos de los ratones HSL -/- se observa
una mayor cantidad de células de Leydig y mas tinciéon de SR-BI en estas células; asi como
la ausencia de espermatidas alargadas en los tibulos seminiferos.

HSL +/+

HSL -/-

x200

Figura 26. Fotografias de la inmunolocalizacién de SR-BI en los testiculos de ratones HSL +/+
y HSL -/-. Los cortes histolégicos se contrastaron con hematoxilina de Carazzi para la visualizacion

de los ntcleos celulares. Se muestra una imagen representativa de 5 animales por grupo analizados.
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Resultados

5.2.2. Inmunolocalizacién del receptor SR-BII en testiculo de ratones HSL
+/+yHSL -/-

En los testiculos de los ratones se observa una tincién positiva para SR-BII en la
membrana de las células germinales (esperamatocitos y espermatidas) y negativa en las
células de Sertoli y de Leydig en ambos ratones (Figura 27). Pero, los testiculos de los
ratones HSL -/- muestran un aumento de la tincién positiva de SR-BII en las membranas
de las células germinales de los tabulos seminifieros (Figura 27).

HSL +/+

Figura 27. Fotografias de la inmunolocalizaciéon de SR-BII en los testiculos de ratones HSL
+/+ y HSL -/-. Los cortes histolégicos se contrastaron con hematoxilina de Carazzi para la
visualizacién de los ntcleos celulares. Se muestra una imagen representativa de 5 animales por
grupo analizados.
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Resultados

5.2.3. Inmunolocalizacion del receptor LIMPII en testiculo de ratones HSL

+/+yHSL-/-

Como se muestra en la figura 28, los testiculos de los ratones control presentan
tincién positiva para LIMPII en la membrana de las células de Sertoli y en las células de
Leydig. En el caso de los testiculos de los ratones HSL -/- puede verse un aumento de la
tincion para LIMPII en ambos tipos celulares (Sertoli y Leydig).

x100 x200

Figura 28. Fotografias de la inmunolocalizacion de LIMPII en los testiculos de ratones HSL
+/+ y HSL -/-. Los cortes histoldgicos se contrastaron con hematoxilina de Carazzi para la
visualizacién de los nucleos celulares Se muestra una imagen representativa de 5 animales por
grupo analizados.

5.3. Estudio histoldgico de los lipidos en testiculo de ratones HSL +/+ y HSL - /-
5.3.1. Tincion de colesterol libre con filipina

Debido al importante papel que tiene la HSL en el mantenimiento de la
homeostasis del colesterol, nos planteamos analizar el colesterol libre, mediante la tincién

con filipina.

En los testiculos de los ratones HSL +/+ observamos una tinciéon positiva con
filipina mayor en las células de Leydig y en todas las células germinales (espermatogonias,
espermatocitos primarios y secundarios, y espermatidas redondas y alargadas) del tibulo
seminifero (Figura 29). En los testiculos de los ratones HSL -/- observamos una tincién
menor en la parte central del tubulo seminifero puesto que la espermatogénesis no es
completa (Figura 29).
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HSL +/+ HSL-/-
Figura 29. Cortes histologicos de los testiculos de ratones HSL +/+ y HSL -/-, teiiidos con
filipina. Se muestra una imagen representativa de 5 animales por grupo analizados.

5.3.2. Tincién de lipidos neutros con Oil-Red

Ademas quisimos completar el estudio histolégico realizando una tincién de los

lipidos neutros con la técnica del Oil-Red.

Se observa una tincién positiva en las células de Leydig tanto en los testiculos de
los ratones HSL +/+ como en los de los ratones HSL -/-; pareciendo mas abundante en las
testiculos que carecen de HSL (Figura 30).

HSL +/+

Figura 30. Cortes histoldgicos de los testiculos de ratones HSL +/+ y HSL -/-, teiiidos con Oil
Red. Se muestra una imagen representativa de 4 animales por grupo analizados.

En conjunto, observamos una acumulacién de lipidos neutros y esteroles en las
células de Leydig en los testiculos de los ratones que carecen de la HSL. comparados con

los controles.
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6. Estudio de la expresion de SR-Bs en lisados celulares de testiculo de ratones HSL
+/+yHSL-/-

Como hemos visto anteriormente, los receptores scavenger clase B (SR-BI, SR-BIl y
LIMPII) estudiados en este trabajo, en general, presentaban una mayor tincién en los
testiculos de los ratones HSL -/- mediante los estudios inmunohistoquimicos. Por lo que
nos planteamos hacer un estudio de expresion de las proteinas de los receptores SR-Bs en
los lisados celulares de los testiculos de los ratones de nuestra colonia para ver las

isoformas presentes y si se confirmaban las diferencias observadas previamente.

6.1. Expresion de SR-BI en los testiculos de los ratones HSL +/+ y HSL - /-

Se analiz6 la expresion de SR-BI utilizando la técnica de western-blot, y observamos
que en los lisados de testiculos de ratones HSL +/+ se expresan dos isoformas de la
proteina de SR-BI; una con un peso molecular de 82 KDa y la otra de 57 KDa (Figura 31)
En los testiculos de ratones HSL -/- se ve una mayor expresion de ambas formas del

receptor.

- . 82kDa Figura 31. Expresion de SR-BI en lisados

celulares de testiculos de ratones HSL +/+ y

SR-BI o . _
HSL -/-. El andlisis se realizé mediante western-
S 57kDa

blot. Se muestra una imagen representativa de un
total de 5.

HSL +/+ HSL -/-

6.2. Expresion de SR-BII en el testiculo de ratones HSL +/+ y HSL -/-

Cuando analizamos la expresion de SR-BIl mediante western-blot observamos que
en los lisados de testiculos de ratones HSL+/+ aparece una banda a 82 KDa que estaba

sobreexpresada en los ratones HSL-/- (Figura 32).

| 82kDa Fi y ] .
SR-BII “ ” Figura 32. Expresion de SR-BII en lisados

celulares de testiculos de ratones HSL +/+ y
HSL -/-. El andlisis se realizé mediante western-
blot. Se muestra uno representativo de un total de

HSL +/+ HSL -/- 5.
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7. Efecto de la ausencia de HSL sobre la expresion de diferentes proteinas
implicadas en rutas de sefializacion celular en los testiculos de ratones

Ha sido descrito que la unién de HDL a SR-BI activa la cascada de sefalizaciéon de la
familia de las quinasas SRC, PI3K/AKT y MAPK en células endoteliales (Mineo et al. 2003).
Por otro lado hemos observado que los ratones HSL -/- presentan un aumento de la
expresion de SR-BI; nos planteamos estudiar la expresidn de algunas proteinas de las
rutas de sefializacion relacionadas con SR-BI en los lisados celulares de los testiculo de los

ratones de nuestra colonia HSL.

Como se puede ver en la figura 33, comprobamos que los testiculos de los ratones
HSL+/+ se expresan las formas fosforiladas y totales de las proteinas ERK, AKT, SRC. Los
testiculos de los ratones que carecen de actividad HSL (HSL -/-) tienen inducida la
fosforilacion (activacién) de diferentes proteinas claves implicadas en las rutas de
senalizacion celular, como son p-ERK, p-AKT y p-SRC, para las que hemos encontrado un
aumento significativo de la expresidn respecto a los controles. Sin embargo, no hemos

encontrado cambios significativos en las formas totales de dichas proteinas.

ERK p-ERK
HSL +/+ HSL -/- HSL +/+ HSL -/-
Media D.E. Media D.E. P-valor Media D.E. Media D.E. P-valor
(a) 1272.00 276.50 1551.00 189.00 0.4510 9.04 2.47 3435 239 0.0003

- 434 4 % | - T
HSL +/+ HSL-/- HSL +/+ HSL-/-
AKT p-AKT
HSL +/+ HSL -/- HSL +/+ HSL -/-

Media D.E. Media D.E. P-valor Media D.E. Media D.E. P-valor

(b) 2021 1437 3145 1645 0.1320 3.73 1.767 12.17 192 0.0317

60 KDa
i — — — — — -_— — —
HSL +/+ HSL-/- HSL +/+ HSL-/-
Fyn p-SRC
HSL +/+ HSL -/- HSL +/+ HSL -/-
(C) 46.73 6.97 37.74 11.84 0.0854 10.98 2.79 31.24 11.14 0.0002
— a— - — e — d - o--.“ 50 KDa

HSL +/+ HSL-/- HSL +/+ HSL-/-

Figura 33. Analisis de las vias de transduccion de sefiales en lisados de testiculos de ratones
HSL +/+ y HSL -/-. (a) Expresion de ERK y p-ERK. (b) Expresion de AKT y p-AKT. (c) Expresion de
Fyn y p-SRC. Los datos se muestran como media + DE; n=4; * p<0.05. Cada uno de ellos con su foto
de Western-blot correspondiente y la tabla resumen de la cuantificacién de los niveles de expresién
mediante densitometria de las bandas.
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En resumen, lo que hemos observado es una sobreexpresion de los receptores SR-
B en los testiculos de los ratones HSL -/- y una activacién de varias rutas de sefializacion

intracelular mediadas por los receptores SR-B como son ERK, AKT y SRC.

8. Andlisis de la composicion de esteroles totales en el testiculo de ratones HSL +/+
y HSL -/-

Esta descrito que en los testiculos de los ratones HSL -/- hay un aumento en
colesterol esterificado (Osuga et al. 2000) y diacilglicerol (Wang et al. 2001). En el
presente trabajo quisimos, por un lado comprobar si el colesterol también estaba
aumentado en nuestra colonia de ratones HSL -/- y profundizar en el analisis de los
distintos esteroles intermediarios de la biosintesis de colesterol analizando su
composicién en el testiculo mediante la técnica de GC/EM. La técnica CG/EM nos permite
identificar todos los esteroles intermediarios de la ruta de biosintesis de colesterol, asi
como cuantificar la gran mayoria de ellos. Ademas, como ya hemos comentado en la
introduccién, los esteroles intermediarios de la biosintesis de colesterol tienen una

funcidn biolégica afiadida a la de puros intermediarios del colesterol.

Los esteroles identificados en nuestras muestras fueron lanosterol, FF-MAS,
colesta-8,14-dienol, T-MAS, latosterol, desmosterol y colesterol (Figura 34). Como puede
observarse en la figura 34, hemos hallado un aumento significativo de FF-MAS en los
testiculos de los ratones HSL -/- respecto de los controles; éste esterol como ya apuntamos
en la introduccion, interviene en la ovogénesis promoviendo la transicién de metafase [ a
metafase Il facilitando la maduracion de los ovocitos (Marin Bivens et al. 2004). Ademas,
en los testiculos de los ratones que carecen de la HSL se observa un aumento significativo
de colesterol total, este aumento puede ser debido al aumento de colesterol esterificado
que ya ha sido hallado por otros autores en estos ratones HSL -/- (Figura 34) (Osuga et al.
2000).
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Figura 34. Concentracion total de esteroles en testiculo de ratones HSL +/+ y HSL -/-. Los
datos mostrados se expresan en ng o pg por mg de proteina y son media * D.E, n=5. Las
comparaciones estadisticas se han realizado respecto a los controles HSL +/+, * P<0.05, ** P<0.005
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9. Aislamiento de fracciones de membrana e identificacion de los dominios lipid
rafts en testiculo de ratones HSL +/+ y HSL - /-

Para poder emprender un estudio detallado del efecto provocado por la carencia
de HSL sobre la estructura y funcionalidad de los lipid rafts en testiculo de ratén, primero
desarrollamos un método que permitiera el aislamiento e identificacion de dichas regiones
de membrana. Con este objetivo, los testiculos se sometieron al fraccionamiento de
membrana descrito en el apartado 8 de Material y Métodos y se analizaron mediante
western-blot los niveles de caveolina-1 (proteina caracteristica de estos dominios), y el
receptor de transferrina (RTf) (proteina caracteristica de las regiones de membrana no-
raft), para identificar las fracciones correspondientes a los lipid rafts y a las no-raft,
respectivamente (Figura 35). Los resultados nos permitieron determinar que los lipid rafts
se localizaban en las fracciones 2 y 3 por su alto contenido de caveolina-1 y las zonas
correspondientes a los no-raft se aislaban en las fracciones de la 8 ala 12 del gradiente de
densidad (fracciones donde se detecta el RTf) (Figura 35).

Anti-Cav-1 - -22KDa

Anti-RTf e -95KDa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Fracciones de gradiente

Figura 35. Western-blot de caveolina-1 (Cav-1) (proteina caracteristica de los dominios lipid
raft) y receptor de transferrina (RTF) (proteina caracteristica de las regiones de membrana
no-raft), para identificar los distintos dominios de membrana de los testiculos de ratéon aislados
mediante gradiente de densidad en sacarosa.

9.1. Distribuciéon de caveolina-1 en los dominios de la membrana plasmatica
(lipid raft y no-raft) de testiculos de ratones HSL +/+ y HSL - /-

La distribucion de la caveolina-1 como componente de las regiones lipid raft de las
membranas es un buen indicador de la estructura e integridad de estos microdominios de
membrana. Por ello, nos planteamos analizar la distribucién de caveolina-1 en ambos
dominios de la membrana plasmatica (lipid raft y no-raft) de testiculos de ratones HSL +/+
y HSL - /-.

Como puede observarse en la figura 36, la ausencia de HSL en el testiculo de ratén
provoca una disminucién significativa del contenido de caveolina-1 en las fracciones de
lipid raft y un aumento de su expresion en las fracciones de membrana no-raft, respecto al

control.
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Figura 36. Efecto de la carencia de HSL sobre la distribucion de la caveolina-1 en los distintos
dominios de membrana en testiculos HSL +/+ y HSL -/-. A. Western-blot de caveolina-1 en las
distintas fracciones de membrana plasmatica de testiculo de ratones HSL +/+ y HSL -/-. B.
Representacion grafica de la cuantificacion de los niveles de caveolina-1 en las fracciones del

gradiente. Los datos se expresan como % de caveolina-1 en cada fraccién respecto al total (media +
D.E.; n=4). * p<0.05.

Estos resultados indican que la ausencia de HSL en el testiculo provoca una
deslocalizacién de componentes de membrana tipicamente localizados en lipid raft, la
caveolina-1, lo cual apunta a que la ausencia de HSL conduce a una desestructuracion de
estos dominios.

9.2. Andlisis de la distribucién y expresion de los receptores scavenger clase B
en los dominios de la membrana de los testiculos de ratones HSL +/+ y HSL-

/-

Segln los datos recogidos en la literatura, SR-BI y SR-BII se localizan en los
microdominios de membrana plasmatica correspondientes a los lipid rafts (Babitt et al.
1997, Webb et al. 1998, Uittenbogaard 2000). Asi, una vez conocida la alteracién de la

estructura de los lipid rafts en los testiculos de los ratones HSL -/-, quisimos analizar a que

926



dominios de la membrana se encontraban asociados los receptores SR-BI y SR-BII; y si la
carencia de HSL, que como ya hemos visto provocaba un aumento en la expresion total de
los SR-Bs, provocaba un cambio en la localizacién de estos receptores en los distintos

dominios de la membrana plasmatica.

Como ya hemos visto en el apartado 3.3.1 de la introduccién, hay dos formas de SR-
BI; una forma inmadura de 57 KDa y una forma glicosilada o madura de 82 KDa (Rhainds
et al. 2004). En los testiculos de los ratones controles, la forma madura de SR-BI esta
presente en ambos dominios de la membrana plasmatica, lipid raft y no-raft y 1o mismo
ocurre en los ratones HSL -/- (Figura 37). En los ratones HSL -/- observamos un aumento
en la expresién de la forma madura del receptor en ambas regiones de la membrana de los
testiculos, en comparacion con los controles (Figura 37). Mientras que la forma inmadura
de SR-BI sélo se localiza en las fracciones de membrana no-raft, encontrandose también

aumentada su expresion en los testiculos de los ratones HSL -/-.

HSL +/+ - - 82 kDa
57 kDa

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11

[ = —
82 kDa
HSL-/- - -
— 57 kDa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A
= 250~ * 1 HSL +/+
'% 200+ * 2 == HSL -/-
\o -1
® 1504
=)
[72)
S 1004 _
=
M 504
o 1
n 5 |
B Raft No-raft

Figura 37. Efecto de la ausencia de HSL en la distribucién de SR-BI en los dominios de la
membrana plasmatica de testiculos de ratones. A. Western-blot para SR-BI de las distintas
fracciones de membrana en testiculos de ratones HSL +/+ y HSL -/-. B. Cuantificacién
densitométrica de los niveles de la forma madura de SR-BI en zonas de membrana lipid raft y
no-raft (media * DE; n=4; * p<0.05).
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A continuacién pasamos a valorar la distribucién SR-BII en ambos dominios de la
membrana, lipid raft y no-raft. Los resultados muestran que SR-BII se localiza en ambos
dominios de la membrana, lipid raft y no-raft, no habiendo diferencias ni en cuanto a su
distribucién ni en su expresion en los testiculos de ratones HSL -/- en comparaciéon con los

controles (Figura 38).

- -.- _ | 82kDa

HSL+/+ ' - .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
HSL-/- L e e o g 82kDa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A
800-
= in = HSL +/+
== HSL -/-
600~
400-

2004 L 1

SR-BII (densidad 6ptica)

B Raft No-raft

Figura 38. Cuantificaciéon densitométrica de SR-BII en los dominios de la membrana
plasmatica de testiculos de ratones. A. Western-blot para SR-BII de las distintas fracciones de
membrana en testiculos HSL +/+ y HSL -/-. B. Cuantificacion densitométrica de los niveles de la
forma madura de SR-BII en zonas de membrana lipid raft y no-raft (media *+ DE; n=4).

9.3. Efecto de la ausencia de HSL sobre la composicion de esteroles en los
dominios de la membrana plasmatica de los testiculos de ratones

Los dominios de membrana lipid rafts son zonas de la membrana plasmatica ricas
en colesterol y esfingolipidos (Pike 2006). El colesterol es una molécula que forma parte
esencial en la constitucién de las membranas celulares, y tiene un papel crucial en la
funcion de la membrana (Simons & Ikonen 2000). En nuestro estudio, tras haber hallado
que los ratones que carecen de HSL presentan una desestructuracion de los

microdominios de membrana y que presentan un aumento de concentracion de colesterol
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y FF-MAS en el testiculo, decidimos analizar que ocurria con la composicién de esteroles
en los distintos dominios de la membrana plasmatica en el testiculo de estos ratones que

carecen de HSL comparandolas con los controles mediante CG/EM.

En la figura 39 se representan las graficas de los distintos esteroles detectados
(lanosterol, T-MAS, latosterol, desmosterol y colesterol) en las fracciones de membrana
lipid raft (fracciones 2 y 3) y las fracciones de membrana no-raft (fracciones 8, 9 y 10) del
testiculo de los ratones HSL +/+ vs. HSL -/-. Para todos los esteroles estudiados,
observamos una mayor concentracion en las fracciones lipid raft que en las no-raft de las
membranas de testiculos de ratén, tanto control como HSL -/-; siendo el colesterol el

esterol mayoritario (Figura 39).
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Figura 39. Concentracion de esteroles en los dominios de membrana plasmatica, lipid raft y
no-raft de testiculo de ratones HSL +/+ y HSL -/-. Los datos se han obtenido del sumatorio de las
concentraciones en las fracciones lipid raft (2-3) y no-raft (8-10). Se expresan en ng o pg por mg de
proteina y con media * D.E, n=3. Las comparaciones estadisticas se han realizado respecto a los
controles, * P<0.05, *** P<0.0005.

Si analizamos en detalle cada esterol, en el caso de lanosterol y latosterol no se

observan cambios en su presencia en ambas regiones de la membrana plasmatica lipid raft
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y no-raft. Si nos fijamos en los datos del T-MAS vemos un aumento significativo en las
zonas de membrana no-raft de los testiculos de los ratones HSL -/- respecto a los
controles, no asi en las fracciones lipid raft donde no se observan diferencias (Figura 39).
En cuanto al desmosterol hay un descenso significativo de sus niveles en los dominios lipid

raft no presentando cambios en los dominios no-raft.

Por ultimo, se observa una tendencia a mayores niveles de colesterol en los
dominios lipid raft en los testiculos de los ratones HSL -/-, aunque este cambio no es
significativo, en cambio si que es significativo el aumento de los niveles de colesterol en los

dominios no-raft de la membrana plasmatica (Figura 39).

En resumen, vemos un cambio en la composicion en esteroles tanto en los
dominios lipid raft como en los no-raft aislados de testiculos de ratones HSL -/- en
comparacion con los controles. Este cambio pudiera alterar el buen funcionamiento y el

papel que juegan estos dominios en la fisiologia del testiculo.

10. Estudio de la expresion diferencial de genes mediante la técnica de microarray

El 32K Mouse Genome Array es una herramienta muy util para estudiar los perfiles
de expresion de los genes de raton, por lo que nos planteamos utilizar este array para
analizar si la ausencia de HSL afecta a la expresion de genes en los testiculos de los ratones

de la colonia.

En la tabla 5, se muestran algunos de los genes estudiados agrupados en funcion
del metabolismo o ruta a la que pertenecen. Si nos fijamos en el grupo de genes
correspondiente al metabolismo de los AG podemos ver que, en general, estan
sobreexpresados, al igual que ocurre con los del metabolismo de esteroles y de las
hormonas esteroideas. Por otro lado, en el grupo de los genes relacionados con el testiculo
y la espermatogénesis, el resultado es mas heterogéneo encontrandose algunos
reprimidos, otros sobreexpresados o sin cambios, igual que en el grupo de los genes del
metabolismo del acido retinoico. Si observamos los resultados obtenidos en el grupo de
genes implicados en la transduccién de sefiales vemos que la mayoria se encuentran

sobreexpresados aunque los de las rutas de las MAPK estan reprimidos (Tabla 5).
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Simbolo Nombre del gen
FAS fatty acid synthase
FADS1 fatty acid desaturase 1
FADS2 fatty acid desaturase 2
ELOVL2 elongation of very long chain fatty acids-like 2
ELOV6 ELOVL family member 6, elongation of long chain fatty acids
SCD1 stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase)
SCD2 stearoyl-Coenzyme A desaturase 2
ACAA2 acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2
ACOX1 acyl-Coenzyme A oxidase 1, palmitoyl
ABHDG6 abhydrolase domain containing 6
AACS acetoacetyl-CoA synthetase
ABCA1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1
TESK1 testis-specific kinase 1
TESSP1 testis serine protease 1
4930486L24RIK RIKEN cDNA 4930486L24 gene
SPAM1
(includes
EG:20690) sperm adhesion molecule 1

SPAM1 (includes

EG:6677) sperm adhesion molecule 1
CREB3 cAMP responsive element binding protein 3
SREBF1 sterol regulatory element binding transcription factor 1
SREBF2 sterol regulatory element binding transcription factor 2
EBP emopamil binding protein (sterol A%7 isomerase)
HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase
HMGCS1 HMG-Coenzyme A synthase 1 (soluble)
HMGCS2 HMG-Coenzyme A synthase 2 (mitochondrial)
SC4MOL sterol-C4-methyl oxidase-like
SOAT1 sterol O-acyltransferase 1
APOC1 apolipoprotein C-1
APOE apolipoprotein E
SCARB1 scavenger receptor class B, member 1
MSR1 macrophage scavenger receptor 1 SRA
CD36 CD36 molecule (thrombospondin receptor)

4 A ______EE BN =EEE B



Simbolo

Nombre del gen

RARA retinoic acid receptor, alpha
RARB retinoic acid receptor, beta
RARG retinoic acid receptor, gamma
RARRES2 retinoic acid receptor responder 2
RBP1 retinol binding protein 1, cellular
RBP2 retinol binding protein 2, cellular
RBP3 retinol binding protein 3, interstitial
RBP4 retinol binding protein 4, plasma
RBP7 retinol binding protein 7, cellular
RDH11 retinol dehydrogenase 11 (all-trans/9-cis/11-cis)
RETSAT retinol saturase (all-trans-retinol 13,14-reductase)
CYP17A1 cytochrome P450, family 17, subfamily A, polypeptide 1
hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-
HSD3B1 isomerase 1
hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-
HSD3B2 isomerase 2
hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-
HSD3B4 isomerase 4
hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-
HSD3B5 isomerase 5
hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-
HSD3B7 isomerase 7
HSD17B3 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 3
HSD17B4 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4
HSD17B6 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 6 homolog
HSD17B7 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 7
HSD17B8 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 8
HSD17B10 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10
HSD17B12 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 12
HSD17B13 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 13
HSD17B14 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 14
CYP21A2 cytochrome P450, family 21, subfamily A, polypeptide 2
CSK c-src tyrosine kinase
SSR4 signal sequence receptor, delta
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Resultados

Nombre del gen

Niemann-Pick disease, type C2

CD63 molecule

superoxide dismutase 1, soluble

catalase

B2M beta-2-microglobulin
CKB creatine kinase, brain
CPE carboxypeptidase E
CEBPB CCAAT/enhancer binding protein, beta
SCAMP1 secretory carrier membrane protein 1

Metabolismo de acido retinoico

Biosintesis de hormonas esteroideas

Endosomas

Estrés oxidativo

Otros genes

Tabla 5. Analisis GEPAS de algunos genes del 32K Mouse Genome Array. El color rojo indica
sobreexpresion, verde represion y amarillo sin cambios.
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11. Estudio de la expresion génica de las enzimas implicadas en el metabolismo de
los acidos grasos en los testiculos de los ratones HSL +/+ y HSL - /-

Tras analizar los resultados obtenidos en el array, nos planteamos corroborar las
alteraciones halladas en la expresién de los genes de las enzimas implicadas en el
metabolismo de los AG (FADS1, FADS2, SCD1 y SCD2) en los testiculos de los ratones HSL -
/- respecto de los controles. Para ello, utilizamos la técnica de PCR cuantitativa en tiempo
real (qPCR).

Como puede verse en la figura 40, la expresiéon de FADS2 (A¢ desaturasa) y FADS1
(A5 desaturasa) estd aumentada en los testiculos de los ratones que carecen de la HSL
respecto de los controles (HSL +/+). La FADS2 cataliza el paso inicial y limitante de la
sintesis de AGP (Nakamura & Nara 2004).

La SCD o A%desaturasa es una enzima clave y fuertemente regulada que esta
implicada en la sintesis de AGMs, cataliza la desaturacion de A%-cis de muchos AGs (Paton
& Ntambi 2009). En ratones han sido identificadas cuatro isoformas aunque en testiculo
solo se expresan, SCD1 y SCD2 (Saether et al. 2007). La expresion de SCD1 estd aumentada
en los testiculos de los ratones HSL -/- respecto de los HSL +/+ (Figura 40). Mientras que
SCD2 no presenta cambios significativos entre ambos grupos.

Analizamos la expresion de FAS, no encontrado diferencias significativas en los dos

grupos experimentales (Figura 40).

Recientemente, se ha publicado que ELOVL2 es esencial para la formaciéon en el
testiculo de los AGP n-6 (Zadravec et al. 2011). Nosotros hemos estudiado la expresion del
ARNm de esta enzima en el testiculo hallando, una reduccidn significativa de los niveles de
esta elongasa en los testiculos de los ratones carentes de HSL (Figura 40).
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Figura 40. Efecto de la ausencia de HSL sobre los niveles de ARNm de enzimas del
metabolismo de acidos en los testiculos de los ratones. Los ARNm fueron extraidos y
cuantificados por qRT-PCR y normalizados frente a los niveles de CypB. Los datos fueron
normalizados respecto al control. Los datos se representan como media * D.E, n=9-10, cada uno
analizado por triplicado. El analisis estadistico vs. HSL +/+ (* P<0.05, ** P<0.001).

En conjunto corroboramos los datos de expresion en el array en cuanto a la FAS,
FADS1, FADS2 y SCD1, mediante la técnica de qPCR. Confirmado que en los testiculos de
los ratones HSL -/- existe una alteracion en las enzimas implicadas en el metabolismo de
los AGs.

12. Estudio de la composicion de acidos grasos en el testiculo ratones HSL +/+ y HSL
-/

Una vez conocido que la expresion de las enzimas implicadas en el metabolismo de

AGs en el testiculo del ratén carente de HSL estaban alteradas, nos planteamos estudiar si

habia cambios en la composiciéon de AGs en este mismo grupo (HSL -/-) respecto a los

controles mediante la técnica CG/EM.

En la tabla 4 se muestran los datos de la concentracién y la composicion total de
AG en los testiculos de los ratones HSL +/+ y HSL -/-. Nos centraremos en comentar los
cambios en AGs coincidentes tanto en concentracion como en composicion de AGs (Tabla
6).

Los testiculos de los ratones HSL -/-, presentan reducciéon importante en los AGs
precursores esenciales de los AGP n-6 y n-3, LA (C18:2n-6) (-45%) y ALA (C18:3n-3) (-
55%), respectivamente (Tabla 6). Cuando analizamos los AG intermediarios de la ruta de
sintesis de los AGP, entre los n-6 encontramos un incremento significativo en la
concentracion del intermediario, C22:4n-4 (+41%) sin cambios ni en el acido araquidénico
(C20:4n-6) (el mas abundante), ni en el DPA C22:5n-6, el producto final de la via.
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Igualmente, entre la serie n-3, vemos un aumento significativo del precursor C22:5n-3 sin
cambios en el producto final el DHA (C22:6n-3) en los ratones HSL -/- comparados con los
controles HSL +/+ (Tabla 6).

También observamos un descenso en el AGM, C16:1n-7 (-49%) en los testiculos de
los ratones HSL -/- y un incremento en la concentraciéon del C20:3n-9 (Mead acid) (+78%)
(Tabla 6).

En nuestro estudio no hallamos diferencias entre los grandes grupos de AG (AGS,
AGM, AGP n-6 y AGP n-3) entre los testiculos de los ratones HSL -/- respecto a los
controles HSL +/+. Al analizar los AGP en el testiculo de raton observamos que los
principales son los de la serie n-6, siendo estos valores en porcentaje de 27.1+0.5 en los
HSL +/+y de 27.741.3 en los HSL -/-.
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HSL +/+ HSL -/- HSL +/+ HSL -/-

concentracion AG (ng/mg prot) Composicion AG (%)
AGS 45240 +3446 38456+2539 35.47+1.82 37.70+1.52
C14:0 1239+154 1111+£219 0.95+0.06 1.01+£0.20
C16:0 3220242445 2539242000 * 25.17+1.10 25.04+1.73
C18:0 11478+1288 1356911444 9.06+x0.92 11.32+0.64*
C20:0 121+11 137+14 0.09+0.01 0.12+0.01
C22:0 1316 133+4 0.11+0.01 0.13+0.01
C24:0 70+4 74+1 0.06+0.01 0.07+0.01
AGM 4386215319 3367213115 29.79+2.53 29.29+1.04
C14:1 111+£22 82+12 0.08+0.01 0.07+0.02
C16:1n-7 6687+1727 25971459 * 4.73+1.06 2.43%0.52%
C18:1n-7 46561486 4767+434 3.57+0.10 4.28+0.21
C18:1n-9 28196+4397 2504842619 21.03%£1.78 21.61x0.83
C20:1n-9 623+84 730459 0.48+0.02 0.68+0.08*
C22:1n-9 288+17 300+25 0.24+0.04 0.28+0.04
C24:1n-9 239+9.7 246x6 0.19+0.02 0.25%0.03
n-9 PUFA
C20:3n-9 122+12 187130 * 0.09%0.00 0.16x£0.02%*
n-6 PUFA 35073+3096 33858+3124 27.13£0.47 27.71x1.30
C18:2n-6 LA 9317+2212 5058+746 * 7.4311.92 4.06%£0.61*
C18:3n-6 69+12 48+4 0.05+0.01 0.05£0.01
C20:2n-6 149+17 142+7 0.12+0.01 0.13+0.01
C20:3n-6 1520+167 1469+203 1.19+0.10 1.2940.09
C20:4n-6 14850+£1796 1593242273 12.47+1.01 13.91+0.90
C22:2 10714 135+17 0.09+0.01 0.16£0.04*
C22:4n-6 1593+82 2076199 * 1.28+0.12 1.80+0.23*
C22:5n-6 DPA 6609+438 6851+577 5.27+0.47 5.64+0.38
n-3 PUFA 95104625 8717+613 7.61+0.71 7.97+0.53
C18:3n-3 ALA 298+93 118435 * 0.22+0.07 0.10+0.04*
C20:5n-3 174+15 167+15 0.14+0.01 0.16x0.03
C22:5n-3 347+8 466%53 * 0.28+0.03 0.46+0.11*
C22:6n-3 DHA 8651+699 7867+635 6.94+0.75 7.13x0.46
AG Totales 12978311972 119563+9337

Tabla 6. Concentracidn total de acidos grasos (ng/mg de proteina) y composicién (%) en
testiculo de ratones HSL +/+ y HSL -/-. Los datos que se muestran son la media + EEM, n=7. Las

comparaciones estadisticas se han realizado respecto a los controles (* P<0.05, ** P<0.001).
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Como puede observarse en la tabla 7 no hallamos tampoco diferencias en los
diferentes cocientes analizados entre las sumas de los AGS, AGM, PUFA n-6 y PUFA n-3 en

el testiculo de los ratones HSL +/+ y los que carecen de HSL.

HSL +/+ HSL -/-

AGMs/AGSs 1.26 +0.16 1.24 +0.09
PUFAs/AGSs 0.99 + 0.04 0.94 + 0.04
AGMs/PUFAs 0.87 + 0.09 0.88 + 0.04
n-6/n-3 3.73+0.38 3.53 +0.09

Tabla 7. Ratios entre los sumatorios de los grades grupos de acidos grasos en el testiculo de
ratones HSL +/+ vs. HSL -/-. Los datos que se muestran son media = D.E., n=7.

13. Estudio de la composicion de acidos grasos en el plasma ratones HSL +/+ y HSL
-/

Tras haber visto que la expresion de los genes de las enzimas implicadas en el

metabolismo de los AG y que la composicion de los estos estaban afectadas en el testiculo

de los ratones HSL - /-, quisimos analizar si estos cambios en la composicion de los AG eran

observables en el plasma de los ratones.

No hallamos diferencias significativas ni en la composicién ni en la concentracion
de los distintos tipos de AGs en el plasma de estos ratones HSL -/- respecto a HSL +/+
(Tabla 8).
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HSL +/+ HSL -/- HSL +/+ HSL -/-

concentracion AG (mg/L) Composicion AG (%)
AGS 823.6%£35.9 847.9+31.8 29.22+0.07 29.93+0.39
C14:0 8.5+0.9 8.9+0.7 0.30£0.03 0.30£0.02
C16:0 602.5+30.3 638.6+25.9 21.36+0.39 22.28+0.34
C18:0 195.8+12.3 181.8+6.0 6.96+0.36 6.47+0.22
C20:0 4.6+0.4 5.5+0.4 0.17+0.02 0.19£0.01
C22:0 8.9+0.7 9.2+0.7 0.32+0.02 0.33+0.03
C24:0 3.3+0.3 3.9+0.4 0.12+0.01 0.14+0.02
AGM 607.6%£47.0 652.1+24.9 21.43+0.95 22.95+1.22
C14:1 0.5+0.1 0.4+0.1 0.02+0.00 0.01+0.00
C16:1n-7 123.3+12.8 105.2+5.4 4.35+0.31 3.74+0.18
C18:1n-7 77.4+6.9 69.0+4.3 2.73+0.18 2.38+0.25
C18:1n-9 390.6+29.1 4449+16.6 13.78+0.60 15.82+1.04
C20:1n-9 7.5+0.7 10.4£1.0 0.27+0.01 0.33£0.02
C22:1n-9 0.6+0.3 1.5+0.2 0.02+0.01 0.05+0.01
C24:1n-9 13.5%1.1 12.6+0.6 0.48+0.04 0.45+0.03
n-9 PUFA
C20:3n-9 8.7+2.0 8.5+1.9 0.31+0.07 0.29+0.11
n-6 PUFA 1092.9+439 1076.3+58.6 38.86+0.87 37.77+1.16
C18:2n-6 LA 625.0+25.8 668.4+44.2 22.26+0.47 23.57+1.31
C18:3n-6 6.2+0.4 7.9+0.8 0.22+0.01 0.28+0.03
C20:2n-6 3.3+0.2 3.0+0.1 0.12+0.01 0.11+0.01
C20:3n-6 63.7+£8.6 54.0+3.0 2.25+0.28 1.89+0.18
C20:4n-6 390.0+26.2 338.0+£18.7 13.41+0.66 12.03+0.49
C22:2 0.0+0.0 0.1+0.1 0.00£0.00 0.00£0.00
C22:4n-6 2.2+0.1 2.2+0.2 0.08+0.00 0.08+0.01
C22:5n-6DPA 2.5+0.2 2.6%0.2 0.09+0.01 0.09+0.01
n-3 PUFA 286.0+10.3 262.7+£15.7 9.62+0.30 9.25+0.36
C18:3n-3 ALA 4.6+0.7 6.2+1.1 0.17+0.02 0.18+0.03
C20:5n-3 32.3+2.1 31.5%2.6 1.06+0.05 1.01+0.06
C22:5n-3 9.9+0.8 9.7+0.9 0.34+0.02 0.33+£0.02
C22:6n-3 DHA 239.2+7.8 215.3+¥11.9 8.07+0.25 7.71+0.33
AG Totales 2818.7+¢121.2  2847.5+118.0

Tabla 8. Concentracién (mg/L) y composicion (%) de AG totales en el plasma de los ratones HSL +/+
vs. HSL -/-. Los datos mostrados son la media + EEM, n=7.
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14. Estudio de la composicion de plasmaldgenos en el testiculo de ratones HSL +/+y
HSL -/-

Como ya apuntamos en el apartado 4.4. de la introduccioén, los plasmalégenos son
un grupo de fosfolipidos que se encuentran en mayor proporcién en algunos tejidos como
el cerebro, los rifiones, los testiculos y el corazén (Lessig & Fuchs 2009). Estos lipidos
implicados en procesos bioldgicos, en los cuales puede verse afectada la fuidez de la
membrana, median en la transduccién de sefiales, protegen frente al estrés oxidativo y

actdan en el transporte de colesterol (Lessig & Fuchs 2009).

En la tabla 9, se observa la concentracion de fatty aldehyde dimethyl acetals (DMA
derivados representativos de los plasmaldgenos), en el testiculo de los ratones HSL +/+ y
HSL -/-. En los ratones que carecen de HSL, la concentraciéon del C16:0 DMA se ve
incrementada, mientras que los niveles del C18:0 DMA no cambian, pero si observamos
una tendencia a mayores niveles en los testiculos de los ratones carentes de HSL respecto
a los controles. Al analizar los cocientes entre C16:0 DMA/C16:0 y C18:0 DMA/C18:0 no
vemos cambios significativos, aunque sf una tendencia a un mayor valor de estos cocientes
en los testiculos de los ratones HSL -/- frente a HSL +/+ (Tabla 9).

HSL +/+ HSL -/-
C16:0 DMA 55.3+7.0 98.0+22.3 *
C18:0 DMA 1168.42162.3  1376.0¢224.4
C16:0 DMA/C16:0 5.3+0.7 8.3+1.6
C18:0 DMA/C18:0 0.6+0.1 0.9+0.2

Tabla 9. Concentracion de los plasmalégenos (ng/mg proteina) en testiculo de ratones HSL +/+ vs.
HSL -/- . Los valores que se muestran son la mediatEEM, n=7. Las comparaciones con respecto al HSL +/+
(*p<0.05).
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Discusion

La HSL es una enzima clave en la lipolisis, en la esteroidogénesis y en la regulaciéon
de la principal fuente de energia, los lipidos (Lampidonis et al. 2011). Esta enzima se
encarga de hidrolizar triacilgliceroles, diacilgliceroles, monoacilgliceroles, esteres de
colesterol y de retinol (Bickel et al. 1997); y se expresa en diversos tejidos en los que varia
su funcidn y el sustrato sobre el que actia (Yeaman 1990). Han sido descritas numerosas
variantes moleculares de la HSL (Yeaman 2004). Asi, por ejemplo, esta enzima se expresa,
sobre todo, en el tejido adiposo (Holm et al. 1988, Kraemer et al. 1993, Kraemer & Shen
2002) donde posee actividad triacilglicerol lipasa y por tanto, parece ser una enzima
limitante en la hidrélisis de los triacilgliceridos y diacilglicéridos (Kraemer & Shen 2006).
De las dos lipasas mayoritarias de los adipocitos, la HSL y ATGL, se ha visto que sélo la HSL
posee actividad hidrolasa frente a ésteres de retinol (Wei et al. 1997, Zimmermann et al.
2004). Ademas, esta enzima, se expresa en las glandulas adrenales, los ovarios y los
testiculos (Yeaman 1990, Kraemer et al. 1991, Hui 1996), lo que indica su participacién en
la esteroidogénesis (Osuga et al. 2000). Y en el testiculo juega un papel en la
espermatogénesis (Osuga et al. 2000). Esta enzima se expresa, en menor medida, en
musculo esquelético y cardiaco, en macrdfagos (Holm et al. 1988, Kraemer et al. 1993), en
placenta y en células 3 pancreaticas (Chung et al. 2001). Ha sido descrita su presencia en
los adipocitos y las células epiteliales de la glandula mamaria y, por primera vez, en la
leche de la rata (Martin-Hidalgo et al. 2005) y en higado de ratén (Sekiya et al. 2008). En
los hepatocitos, la deficiencia de HSL se asocia con una reduccion de la actividad colesterol
ester hidrolasa pero no de la triglicérido lipasa, lo cual induce la acumulacién de ésteres de
colesterol en el higado (Sekiya et al. 2008). Esta enzima estd bajo control neuronal y
hormonal (Okazaki et al. 2006).

Existen varios laboratorios que han conseguido con éxito la obtencion de ratones
KO para la HSL (HSL -/-) (Osuga et al. 2000, Chung et al. 2001, Haemmerle et al. 2002). Los
resultados fenotipicos de estos ratones fueron algo sorprendentes, ya que al contrario de
lo que se esperaba, estos ratones no eran obesos (Osuga et al. 2000, Chung et al. 2001,
Haemmerle et al. 2002), es mas tenian un descenso en el indice de masa abdominal
comparado con los ratones controles (Chung et al. 2001) y ademas, eran resistentes a la
dieta alta en grasas, aunque tras esta dieta el contenido en triglicéridos en higado era
menor en los ratones HSL -/- (Haemmerle et al. 2002). Por otro lado, estos ratones HSL -/-
eran igual de sensibles al frio que los ratones controles o WT (Osuga et al. 2000, Chung et
al. 2001). Otro resultado inesperado en los ratones macho es que eran estériles a causa de

la oligospermia que presentaban (Osuga et al. 2000, Haemmerle et al. 2002). Todos estos
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resultados indican un papel critico de la HSL en la espermatogénesis (Osuga et al. 2000,
Chung et al. 2001, Haemmerle et al. 2002).

Histolégicamente vieron que tanto en tejido adiposo blanco como marrén, los
ratones que carecian de la HSL presentaban una mayor heterogeneidad en cuanto al
tamafio de las células adiposas, con un marcado alargamiento de los adipocitos en
contraposicion a la morfologia normal de las células. Ademas, en los adipocitos aislados de
los ratones HSL-/-, la lipolisis no aumentaba significativamente bajo estimulacion [3-
adrenérgica, no obstante bajo condiciones basales la tasa de actividad lipolitica era al
menos igual de alta que la de las células controles (Chung et al. 2001). Estos ratones
acumulaban diacilglicéridos en el tejido adiposo blanco y marrén, en el tejido
musculoesquelético y cardiaco y en el testiculo (Haemmerle et al. 2002). Observaron
ademas alteraciones en la composicién y liberacién de los AGs del tejido adiposo blanco en

estos ratones que carecian de la HSL (Haemmerle et al. 2002).

En el presente trabajo nos planteamos estudiar el papel de la HSL en la fisiologia
del testiculo y su repercusion en la esteroidogénesis y la espermatogénesis centrandonos

en el estudio del analisis lipidico y los receptores scavenger clase B.

Como ya hemos comentado, estos ratones, al contrario de lo que se esperaba, no
son obesos (Osuga et al. 2000). Nosotros hemos analizado su peso corporal encontrado un
menor peso corporal de los ratones HSL -/- respecto a los controles, este resultado va en
contraposicion con lo hallado por otros autores que no observaron cambios (Osuga et al.
2000, Chung et al. 2001, Haemmerle et al. 2002,), aunque si vieron un descenso en el

indice de masa corporal (Chung et al. 2001).

Haemmerle y cols. llevaron a cabo un estudio del perfil lipidico plasmatico en
ratones que carecian de la HSL y vieron que, independientemente de la dieta, los niveles
plasmaticos de colesterol estaban incrementados entre un 30 y un 40% en los ratones HSL
-/-; lo cual atribuyen a un aumento de los niveles de colesterol HDL (Haemmerle et al.
2002). En este estudio pusieron de manifiesto que un descenso de la concentracion
plasmatica de los AGs no esterificados (NEFA) provoca una alteracion del perfil
lipoproteico del plasma, con un descenso de los niveles de triglicéridos y un aumento de la
concentracion de colesterol HDL (Haemmerle et al. 2002). En el presente estudio al
analizar los niveles plasmaticos de trigliceridos y colesterol, observamos sélo un aumento

de este ultimo en los ratones HSL - /- respecto de los controles.

Kabajj y cols. estudiaron las diferencias de expresion de la HSL durante el
crecimiento y el ciclo reproductivo del visén y vieron un aumento de los niveles de FSH en
plasma concomitante al aumento de la actividad de la HSL en los tibulos seminiferos, lo

que sugiere una posible relacion entre estos parametros (Kabbaj et al. 2003). Ademas
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estos autores observaron que en el tejido intersticial, la actividad elevada de la HSL
coincidia con periodos de niveles bajos de prolactina y niveles elevados de testosterona en
plasma (Kabbaj et al. 2003). En otro estudio en cerdo de guinea encontraron que los
niveles de HSL y su actividad enzimatica en el tejido intersticial y en los tdbulos
seminiferos se correlacionaban positivamente con los niveles de testosterona en el suero
durante el desarrollo (Kabbaj et al. 2001). En el modelo de ratones HSL -/- desarrollado
por Osuga y cols. no se observan cambios en los niveles plasméticos de hormonas tales
como testosterona, FSH o LH, lo que indica que la oligospermia que poseen estos ratones
no es el resultado de una insuficiencia hormonal (Osuga et al. 2000). En el presente trabajo
medimos los niveles de testosterona plasmatica y al igual que Osuga y cols. (Osuga et al.
2000), no encontramos diferencias significativas entre los dos grupos estudiados. Aunque
si observamos un aumento en la expresién de varias de las enzimas implicadas en su
sintesis, como hemos podido comprobar por los estudios de genes mediante microarray, lo
cual podria poner de manifiesto que aunque no hay una alteraciéon en los niveles

plasmaticos de testosterona, si podria haber una alteracion e nivel testicular.

La HSL contribuye a la liberacién de los AGs libres en el tejido adiposo (Kraemer &
Shen 2002). Los ratones HSL -/- ademas de no ser obesos, se ha visto que presentan un
descenso en los niveles de NEFAs en el plasma, que proviene de una alteraciéon de la
lipolisis en el adipocito (Fernandez et al. 2008). Haemmerle y cols. observaron que el
descenso en los niveles plasmaticos de NEFAs iba acompafiado de un descenso de la
sintesis de VLDL en el higado, la cual es la principal causa del descenso de los niveles de
triglicéridos en el plasma que se observé en estos ratones (Haemmerle et al. 2002). En
nuestro estudio hemos analizado la composicién de AGs totales en el plasma de los

ratones HSL -/- vs HSL +/+ y no hemos hallado diferencias significativas.
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Papel de la HSL en la fisiologia testicular

La importancia de la HSL en el testiculo ha sido demostrada gracias al estudio de
los ratones macho HSL KO (HSL -/-). Estos estudios han puesto de manifiesto que estos
animales presentan niveles elevados de ésteres de colesterol (Osuga et al. 2000) y
diacilgliceridos (Haemmerle et al. 2002), son estériles, tienen oligospermia (Osuga et al.
2000) y poseen alteraciones en la morfologia de los testiculos y una reduccién del tamano

de los mismos (Chung et al. 2001).

Haemmerle y cols. estudiaron mediante una tincién para lipidos neutros, los
testiculos de ratones HSL -/- y en ellos han visto que hay una extensa vacuolizaciéon que
parecen ser acimulos de lipidos (Haemmerle et al. 2003). El motivo de la infertilidad
masculina hallada en estos ratones HSL -/- podria estar relacionado con que la ausencia de
actividad colesterol ester hidrolasa, cause una reduccién en la disponibilidad de colesterol
libre el cual estd implicado en la proliferacién celular (Brown & Goldstein 1974, Chen et al.
1974) y por tanto en la espermatogénesis, o bien, cause una reduccién de AG muy
importantes para la fisiologia testicular (Ayala & Brenner 1980, Coniglio 1994, Retterstol
etal 2000).

En el presente estudio, al analizar el colesterol libre, mediante la tincién con
filipina, vimos un incremento de la tincién en las células de Leydig de los ratones carentes
de HSL y una menor tincién en la luz del tdbulo seminifero puesto que en estos ratones la
espermatogénesis no llega a término. Mediante la tincién con Oil Red valoramos los lipidos
neutros acumulados en los testiculos de los ratones HSL -/-, viendo un aumento de tincién

como en el caso anterior en las células de Leydig.

En nuestro estudio histolégico del testiculo hemos hallado cambios en la
morfologia del testiculo de los ratones HSL -/- que se corresponden con los hallados por
otros autores (Osuga et al. 2000, Chung et al. 2001). Los testiculos de los ratones HSL -/-
son atroéficos (ver figura 23 de Resultados) y presentan una disminucién de los diAmetros
de los tubulos seminiferos junto con una desorganizacién de las capas del epitelio
seminifero. También observamos una vacuolizaciéon excesiva en las células epiteliales
como han descrito anteriormente otros autores (Holm et al. 1988, Osuga et al. 2000,
Haemmerle et al. 2002). Ademas, pudimos ver que en los testiculos de los ratones HSL +/+
la lamina propia se compone de una capa plana continua de células miodes alargadas
separadas por una fina ldmina basal de los dos tibulos seminiferos y del endotelio capilar
linfatico mientras que, en los testiculos de los ratones HSL -/- la lamina propia aumenta el
espesor y la proliferacion de las células miodes se correlaciona con el mayor espesor de la
membrana basal. Todos estos datos confirman que los ratones HSL - /- presentan una gran

atrofia testicular que justificaria su infertilidad.
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La adquisicién de motilidad del esperma y la fertilidad han sido asociadas con los
cambios del contenido de colesterol de los gametos masculinos durante el transito por el
epididimo (Haidl & Opper 1997) y durante la capacitacion (Go & Wolf 1983), y se ha visto
que unos niveles insuficientes de colesterol causan infertilidad en el humano (Sugkraroek
et al. 1991). Cuando analizamos en nuestros ratones la motilidad y la concentracion de
espermatozoides pudimos comprobar que los resultados concuerdan con la infertilidad y
oligospermia caracteristicas de estos ratones carentes de HSL, puesto que tenemos unos
espermatozoides escasos en nimero y casi sin motilidad en los ratones que carecian de la
HSL.

En el testiculo una de las principales vias de obtencién de colesterol es la de la
captacion selectiva de los ésteres de colesterol de las HDL mediada por los receptores SR-
Bs. Las HDL son la principal fuente de colesterol en las células de Sertoli (Fofana et al.
1996). SR-BI se une a una gran variedad de ligandos entre los que se incluyen
lipoproteinas nativas y modificadas, y otros ya comentados en profundidad en la
Introduccién (Ohgami 2001, Rigotti et al. 2003, Rhainds et al. 2004). EI receptor SR-BI
media el flujo bidireccional de colesterol no esterificado y fosfolipidos entre las HDL y las
células (Saddar et al. 2010). En el caso del receptor SR-BII, que es una isoforma del gen de
SR-BI formada por un ayuste alternativo del transcrito, este receptor también une HDL
con alta afinidad, pero no moviliza los depésitos intracelulares de ésteres de colesterol
(Webb et al. 1997). Mediante el estudio de los ratones KO para SR-BI, se ha esclarecido que
SR-BI desempefia un papel multiple en el metabolismo del colesterol y de los esteroides
(Babitt et al. 1997), y es critico en el metabolismo de las HDL (Acton et al. 1996, Rigotti et
al. 2003, Rhainds et al. 2004). Ademas estos ratones sufren insuficiencia adrenal de
glucocorticoides, lo que sugiere que la funcionalidad de SR-BI es necesaria para una

correcta esteroidogénesis adrenal en los ratones (van der Velde 2010).

En nuestro laboratorio hemos estudiado la expresién y la distribucién de los
receptores scavenger CLA-1/SR-BI y CD36 en testiculo humano normal y con desérdenes
tumorales (Arenas et al. 2004). En testiculos normales de personas jovenes, el receptor
CLA-1/SR-BI se expresaba en la vesicula acrosémica de las espermatidas y en la superficie
de las células de Sertoli y de Leydig; mientras que en los testiculos que presentaban
criptorquidia tenfan una tincién muy débil de estos receptores en las células de Sertoli (en
el nucleo y el citoplasma) y en las de Leydig (en el citoplasma) (Arenas et al. 2004). Otros
estudios llevados a cabo en testiculo de visén se ha visto que la predominancia de las
isoformas de SR-BI est4 asociada con un aumento de los niveles de colesterol esterificado
(Akpovi et al. 2006). EI SR-BI se localiza en las células germinales y de Sertoli de forma

especifica segun la etapa del ciclo reproductivo. En cuanto a SR-BII vieron que tenia una
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localizacion intracelular en las proximidades del nicleo de las células germinales y de
Sertoli, pero no observaron cambios en la distribucion de este receptor a lo largo del ciclo

reproductivo (Akpovi et al. 2006).

Nosotros hemos realizado un estudio inmunohistolégico de SR-BI, SR-BII y LIMPII
en el testiculo de los ratones HSL +/+ y HSL - /- y vimos que, en los testiculos de los ratones
control, el SR-BI se localiza en la membrana de las células de Leydig al igual que se observo
en estudios previos realizados en rata (Reaven et al. 2000, Eckhardt et al. 2006) y en
humanos (Arenas et al. 2004); sin embargo no hemos detectado su presencia en las células
de Sertoli como estaba descrito en las otras especies (Arenas et al. 2004, Akpovi et al.
2006). Hemos detectado su localizacién en las espermatidas alargadas, coincidiendo con
los datos descritos anteriormente (Arenas et al. 2004, Akpovi et al. 2006). Ademas
observamos que en los testiculos de los ratones HSL -/- se aprecia una mayor expresion de
SR-BI en dichas células; dato que comprobamos mediante western-blot. En cuanto al
andlisis de la localizacién celular del receptor SR-BII en los testiculos de los ratones
controles hemos detectado que se localiza en la membrana de las células germinales,
resultado que coincide con lo descrito anteriormente (Akpovi et al. 2006); observandose
también una mayor expresion de éste receptor en los testiculos de los ratones que carecen
de HSL. Por ultimo, al estudiar la localizacién de LIMPII hallamos que los testiculos de los
ratones que poseian la HSL, el receptor se localizaba en la membrana de las células de
Sertoli y de Leydig, y en el caso de los testiculos de los ratones HSL -/- habia un aumento
de la tincién para LIMPII en ambos tipos celulares (Sertoli y Leydig). Las diferencias en
cuanto a la localizaciéon de los receptores SR-Bs en algunos tipos celulares testiculares
podria deberse a diferencias intraespecies o a la baja expresion de los SR-Bs en ese tipo
celular en nuestro modelo, no pudiendo ser detectados por técnicas inmunohistiquimicas.
Por lo tanto, la carencia de HSL provoca un aumento en la expresion de los receptores SR-
Bs, probablemente para aumentar la captacion de colesterol-HDL debido a la alteracién de

la homeostasis del colesterol descrito en estos animales (Kabbaj et al. 2001).

Esta descrito que la union de HDL a SR-BI activa la cascada de sefializacion de la
familia de las quinasas SRC, PI3K/AKT y MAPK en células endoteliales (Mineo et al. 2003).
Estudios realizados en células de ovario de hamster pusieron de manifiesto que la
actividad selectiva de SR-BI esta regulada por las vias de sefializacién de PKC y por PI3K.
La activaciéon de PKC por un lado, y la inhibicién de PI3K por el otro, aumentan la eficiencia
de la mediacién de SR-BI en la captacion selectiva de lipidos, mientras que, la inhibicion de
PKC y la activacion de PI3K disminuye dicha eficiencia (Zhang et al. 2007). Zhang y cols.
demostraron que la activaciéon de PKC y la inactivacién de PI3K van asociadas con un

aumento del cociente de captacién de lipidos/captacion de proteinas de los componentes
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lipoproteicos, lo que derivaria en un aumento de la actividad de SR-BI y por tanto, de la
captacion selectiva de lipidos. Estos datos apoyan la idea de que la endocitosis pueda ser
un punto en el que se regula la actividad de los SR-Bls y que PKC y PI3K jueguen un papel
importante en esta regulaciéon (Zhang et al. 2007). En nuestro trabajo comprobamos que
los testiculos de los ratones HSL -/- tienen inducida la fosforilacién (activacién) de las tres
vias de sefializacion estudiadas, p-ERK, p-AKT y p-SRC, respecto a los ratones control; no
hemos encontrado cambios en las formas totales de dichas proteinas. La activacién de
estas rutas de sefializacién podria estar relacionada con el aumento de la expresién de los
receptores SR-Bs en los ratones HSL -/- obtenido en el presente estudio; y por tanto con el

aumento de la captaciéon de HDL.

Papel de la HSL en la composicion en esteroles y acidos grasos del testiculo

En la biosintesis de colesterol la enzima limitante de la ruta es la HMGCoA
reductasa, esta enzima esta a su vez regulada por otros esteroles y por diversos estimulos
(Ikonen 2006). En la ruta de biosintesis de colesterol se forman ademads precursores del
mismo que poseen funciones bioldgicas especificas, caracteristicas de ellos mismos.
Centrandonos en los esteroles intermediarios, el lanosterol y el dihidrolanosterol que se
encargan de la ubiquitinacion de la HMGCoA reductasa, consiguiendo una disminucién de
la actividad de dicha enzima (Song et al. 2005); el desmosterol y el 4,4-dimetilesterol (FF-
MAS y T-MAS) que son ligandos de LXR (Janowski et al. 1996), LXR a su vez regula la
transcripcién de muchos genes relacionados con el metabolismo de lipidos (Yamauchi et
al. 2007); y el 7DHC, que es un precursor de la vitamina D (Herman 2003). Ademas los
esteroles intermediarios FF-MAS y T-MAS se conoce que estimulan la meiosis en las

génadas (Marin Bivens et al. 2004).

La esteroidogénesis y la gametogénesis son procesos que estdn intimamente
relacionados con el metabolismo del colesterol. En el testiculo, el colesterol participa en la
sintesis de testosterona e interviene en la fertilidad de los gametos ya sea formando parte
de las membranas celulares de los mismos, o por los cambios de niveles que se
experimentan en los gametos masculinos (Sugkraroek et al. 1991, Haidl & Opper 1997,
Kabbaj et al. 2003). Por otro lado, se sabe que la composicion lipidica del testiculo es de
gran importancia para su histologia y su fisiologia (Ayala & Brenner 1980, Coniglio 1994,
Retterstol et al. 2000).

En los lisados de testiculo de ratéon hemos identificado los siguientes esteroles:
lanosterol, colesta-8,14-dienol, FF-MAS, T-MAS, latosterol, desmosterol y colesterol. En
términos generales observamos que hay una mayor cantidad de desmosterol que de T-

MAS en los testiculos de los dos grupos de ratones estudiados, esto coincide con
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resultados previos que describen la presencia de elevadas concentraciones de
desmosterol en el testiculo, el epidididimo y los espermatozoides de varias especies
(Lindenthal et al. 2001). Connor y cols. observaron en testiculo de mono que la
concentracion de desmosterol aumentaba un 40% durante la pubertad (Connor et al
1997). Por otro lado, Lindhental y cols. en el testiculo del cerdo de guinea vieron que habia
una concentraciéon de 2 a 5 veces mayor de latosterol, desmosterol, lanosterol y
dihidrolanosterol que la que tenia el higado (Lindenthal et al. 2002). Ademas, observaron
que T-MAS era uno de los esteroles intermediarios mayoritarios en el testiculo; mientras
que el FF-MAS solo representaba un 6% de la concentracién de T-MAS (Lindenthal et al.
2002). Nosotros en los testiculos de los ratones de nuestra colonia HSL hemos visto que
aparte del colesterol, el desmosterol es el esterol intermediario mayoritario seguido de
latosterol y T-MAS. Ademads de los 4,4-dimetilesteroles el mayoritario es el T-MAS en los

testiculos de los ratones de nuestra colonia.

En cuanto a las diferencias entre la composicion en esteroles de los testiculos de los
ratones HSL -/- y los controles (WT) hemos visto un aumento en la concentraciéon de FF-
MAS en los ratones HSL -/-. El FF-MAS es ligando de LXR, receptor importante en la
regulacion entre la respuesta inflamatoria y el metabolismo del colesterol (Janowski et al.
1996, El-Hajjaji et al. 2011). Las dificultades en el mantenimiento de la colonia de ratones
carentes de LXR hicieron plantearse la hipdtesis de que LXR pueda tener una papel
fisioldgico en los tejidos reproductivos y esteroidogénicos (Seo et al. 2004, Cummins et al.
2006). Concretamente, LXRa es un regulador muy importante de la homeostasis adrenal
gracias a su capacidad para modular la transcripcién de genes que gobiernan las tres rutas
principales del colesterol en las glandulas adrenales: el eflujo, el almacenamiento y la
conversion a hormonas esteroideas (Cummins et al. 2006). Hay estudios in vivo que
muestran que los ratones deficientes en LXRa y LXR[ tienen reducida la fertilidad y se
caracterizan por una concepcién menos frecuente y un menor ndmero de crias por
camada (Mascrez et al. 2004, Volle et al. 2007). Nuestro resultado en cuanto al aumento de
FF-MAS en los testiculos de los ratones HSL -/- podria ser un mecanismo para intentar

activar LXR que es determinante en la fertilidad.

El colesta-8,14-dienol es un metabolito del MAS-412, que no habia sido identificado
en testiculo hasta el momento. Nosotros hemos identificado su presencia en el testiculo de
los ratones tanto controles como HSL -/-, sin apreciarse diferencias entre ambos. Como ya
hemos comentado, Osuga y cols. describieron un aumento del colesterol esterificado en el
testiculo de los ratones que carecian de la HSL (Osuga et al. 2000); esto explicaria nuestros
resultados en cuanto al aumento del colesterol total. Por lo tanto, vemos una alteracién en

la composicién en esteroles de los ratones carentes de HSL, con un aumento del colesterol
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total y del esterol intermediario FF-MAS, que podria estar alterando la fisiologia del

testiculo.

El testiculo es un drgano extraordinario en cuanto al metabolismo de los AGs y
tiene un alto contenido en AGP de 20 a 22 carbonos que se acumulan en el esperma (Burr
1973). La deficiencia en AGs esenciales (Engster et al. 1978, Marzouki & Coniglio 1982,
Saether et al. 2007) o las alteraciones en el metabolismo de los AGs en pacientes

diabéticos (Peluffo et al. 1970) se asocia a malformaciones en el testiculo.

Como ya hemos comentado, la HSL es una enzima esencial para la
espermatogénesis puesto que su ausencia en el testiculo tiene como consecuencia una
fuerte oligospermia e infertilidad (Osuga et al. 2000, Chung et al. 2001) y que esta
infertilidad no tiene su origen en una alteracién hormonal (Osuga et al. 2000). Cabe
destacar que los ratones KO para la enzimas FADS2 y ELOVL2 presentan un fenotipo con
ausencia de espermatogénesis similar al de los ratones HSL -/- (Stroud et al. 2009,
Zadravec et al. 2011). Ya sabemos que los ratones HSL -/- acumulan ésteres de colesterol
(Osuga et al. 2000) y diacilgliceroles (Chung et al. 2001) en el testiculo, y que la HSL es la
encargada de catalizar la hidrdlisis de estos lipidos. Estas observaciones sugieren que los
cambios en el metabolismo de los AGs podrian estar participando en las alteraciones de la

funcionalidad del testiculo por la pérdida de la HSL.

En nuestro estudio hemos visto que la deficiencia de la HSL en los ratones provoca
una alteracion en la composicion de los AGs en el testiculo, no asi en la composicién de los
mismos en plasma. Los cambios mas importantes han sido un descenso en la
concentracion de los AGs esenciales n-6 y n-3, AGP AL (C18:2n-6) y ALA (C18:3n-3)
respectivamente, asi como un aumento del acido docosatrienoico (C22:4n-6) y el acido
docosapentaenoico (C22:5n-3), sin observar cambios en los productos finales de las series,
el acido DPA (C22:5n-6) y el acido DHA (C22:6n-3) respectivamente. Ademas observamos
un aumento de la concentracion del Mead acid (C20:3n-9) en los testiculos de los ratones

HSL -/- respecto de los controles.

Para profundizar en el estudio del metabolismo de los AGs en el testiculo
analizamos la expresion de ARNm de enzimas relevantes en el mismo. Hallamos un
aumento significativo de la expresion de SCD1, FADS1 y FADS2, y un descenso significativo
de la ELOVLZ, en el testiculo de los ratones que carecian de la HSL en comparacién con los
HSL +/+. No encontramos diferencias significativas entre ambos grupos en la expresion de
FAS ni de SCD2. Para evaluar la importancia de los cambios en la expresion de SCD1
calculamos el cociente C16:1n-7/C16:0, que es utilizado como un indice de actividad de la

A9 desaturasa (SCD) y vimos que este indice estaba disminuido en el testiculo de los
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ratones HSL -/- respecto de los controles (HSL -/- = 0.09 + 0.01, HSL +/+ = 0.20 = 0.05
p<0.05); este resultado contrasta con el aumento de expresiéon de SCD1 obtenido. Hay
autores que han encontrado también un descenso en la desaturacion del palmitato, a pesar
de obtener un aumento en la expresién tanto de SCD1 como de SCD2, causado por la
deficiencia de la HSL (Fernandez et al. 2008, Fernandez et al. 2011). Cao y cols.
demostraron que el acido palmitoleico (C16:1n-7) es el principal lipido que controla la
expresion de SCD1 en higado (Cao et al. 2008). Ademas, el aumento de la expresion de
SCD1 podria ser debido a un descenso de la concentraciéon de palmitoleato detectado en
los testiculos de los ratones HSL -/-. Otros autores han hallado cambios similares en la
expresion de SCD1 (aumento) y la concentraciéon de palmitoleato (descenso) en ratones

que carecen de la HSL (Fernandez et al. 2008).

En el higado una deficiencia en AGs esenciales induce la expresion de genes y/o la
actividad de las enzimas SCD1 (Ntambi 1999), A5 desaturasa (FADS1) (Cho et al. 1999,
Igarashi et al. 2007), A¢ desaturasa (FADS2) (Cho et al. 1999, Igarashi et al. 2007) y
ELOVL2 (Cho et al. 1999, Igarashi et al. 2007). Sin embargo, en testiculo de rata no se ha
visto que ninguna de las desaturasas (SCD1, SCD2, FADS1 y FADS2) se induzcan cuando
hay un descenso en la concentraciéon de AG esenciales (Saether et al. 2007).De hecho, en
nuestro estudio no hemos encontrado una disminuciéon del los AGPs de la serie n-6 y n-3
en el testiculo de los ratones HSL -/- respecto de los controles, por otro lado, los cambios
obtenidos en la expresion de las enzimas FADS1/FADS2 y ELOVL2 siguen direcciones

opuestas.

Las enzimas FADS1 y FADS2 catalizan la incorporacién de un doble enlaceen A5y
el A 6, respectivamente, y estan implicadas en las trasformaciones de todos los AG
insaturados (Guillou et al. 2010). El aumento de la expresion de estas desaturasas podria
estar favoreciendo la produccién de AG insaturados de cualquiera de las series. La ELOVL2
se expresa en gran cantidad en el testiculo (Stocco et al. 2005) y participa en la produccién
de los AGCL junto con las enzimas ELOV5 y ELOVL4 (Guillou et al. 2010, Zadravec et al.
2011). Concretamente, la elongacién del acido docosatetranoico (C22:4n-6) y del acido
docosapentaenoico (C22:5n-3) en el testiculo parece depender exclusivamente de la
actividad de la ELOVL2 (Zadravec et al. 2011). Por tanto, ELOVL2 resulta esencial para la
formacién de los AGPs C24-30 de la serie n-6, los cuales son indispensables para la
maduracién del esperma y la fertilidad en los ratones macho (Zadravec et al. 2011).
Nosotros hemos visto que la expresion de ELOVL2 estaba disminuida en un 28% en los
testiculos de los ratones HSL -/- respecto a los controles, lo que probablemente resulte en
un descenso de la actividad de dicha enzima. Se ha demostrado un efecto dosis del gen

Elovl2 sobre la actividad de la enzima ELOV2 en testiculo de ratén: los ratones
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heterocigotos Elovi2*/- tienen una alteracion del perfil de AG intermedia entre los
homocigotos Elovi2/- y los ratones WT Elovi2++ (Zadravec et al. 2011). Esto va en
consonancia con el aumento en los niveles del acido docosatetranoico (C22:4n-6) y del

acido docosapentaenoico (C22:5n-3) obtenidos en nuestro estudio.

Teniendo en cuenta todos estos resultados se sugiere que el aumento de la
expresion de FADS1 y FADS2 en el testiculo de los ratones HSL -/- es responsable de la
utilizacidn acelerada de los AG esenciales (LA y ALA) para la sintesis de los AGP de cadena
larga de la serie n-3 y n-6, como indica el incremento de las concentraciones del acido
docosatetranoico (C22:4n-6) y del acido docosapentaenoico (C22:5n-3). Esto garantiza la
sintesis de dichos AGs consiguiendo que no se vean afectados sus niveles en el testiculo de
los ratones HSL -/-. De la disminucién en la expresion de ELOVL2 se espera como
resultado la disminucidn de la sintesis de los AGCL (Zadravec et al. 2011). Para confirmar
esto serian necesarios mas estudios para analizar los AGCL, C24-C36, que requieren una

tecnologia sofisticada que no esta al alcance de nuestro laboratorio.

Los cambios observados en la expresion de genes explican también el aumento de
la concentracion del Mead acid (C20:3n-9) que hemos obtenido en los testiculos de los
ratones HSL -/-. El Mead acid se sintetiza por la accién atipica de las enzimas FADS],
FADS2 y ELOVLS5 sobre el acido oleico (C18:1n-9) (Holman 1960, Guillou et al. 2010). En
otros modelos animales se ha comprobado que la deficiencia de AGs en el testiculo
produce degeneracion del mismo e infertilidad, todo esto acompafiado por el aumento de
Mead acid (Engster et al. 1978, Marzouki & Coniglio 1982, Saether et al. 2007). Si el Mead
acid es un indicador de la funcionalidad del testiculo merece ser estudiado con mayor

profundidad.

Hay varios autores que han estudiado los efectos de la deficiencia en la HSL sobre
la composicion de AGs en diferentes tejidos; asi por ejemplo, en higado los niveles de
triglicéridos disminuyen drasticamente en los ratones HSL -/-, junto con cambios en la
composicién en AG insaturados de los triglicéridos, observandose un aumento de la
proporcién de acido oleico (C18:1n-9) y un descenso del acido palmitoleico (C16:1n-7) y
del ALA (C18:3n-3) (Haemmerle et al. 2002, Fernandez et al. 2011). En tejido adiposo
blanco el contenido total de triacilgliceroles no se ha visto afectado (Haemmerle et al.
2002), pero si se han observado cambios importantes en la proporcién de AGs
(Haemmerle et al. 2002, Fernandez et al. 2011), dandose una acumulacién selectiva de las
distintas clases de lipidos (mas diacilglicéridos en detrimento de los triacilglicéridos).
Estos cambios se explican, al menos en parte, por la especificidad de sustrato de la HSL

para la hidroélisis de los AGs (Raclot et al. 2001). Esta selectividad de la HSL para para
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hidrolizar los ésteres de los AG podria determinar diferencias en la movilizaciéon de unos
AG insaturados frente a otros (Raclot et al. 2001). Estudios de lipidéomica han revelado la
existencia de una acumulacion selectiva de ciertos lipidos en plasma de ratones HSL -/-

tras haber sido sometidos a una dieta alta en grasas (Fernandez et al. 2011).

El papel de la HSL es distinto segun el tejido donde actde y esto parece trasladarse
a las alteraciones en la transcripcion de genes observadas en los ratones HSL -/-. Merece la
pena resaltar que la expresion de los genes que codifican para SCD1 y SCD2 experimenta
un gran descenso en tejido adiposo blanco, mientras que en tejido adiposo marrén no se
ve afectada, y aumenta en higado (Fernandez et al. 2008, Fernandez et al. 2011) y en
testiculo como mostramos en el presente trabajo, aunque solo SCD1. Respecto a las
elongasas, los ratones HSL - /- presentan un aumento de la expresion de ELVOL1 en higado
y en tejido adiposo blanco y marrén, y las enzimas ELOVL3, ELOVL5 y ELOVL6 se
encuentran o bien disminuidas o bien no estdn afectadas (Fernandez et al. 2008,
Fernandez et al. 2011). En el testiculo, la ELOVL2 es la enzima mayoritaria y experimenta
un marcado descenso por efecto de la ausencia de la HSL, como hemos visto en nuestro
estudio. Desconocemos como afecta la deficiencia de la HSL a la expresién de las enzimas
implicadas en el metabolismo de los AG en el testiculo. Hay autores que sugieren que
determinados lipidos que se acumulan como resultado de la ausencia de la HSL puede ser

la causa.

Los plasmaldégenos participan en diversas funciones de la célula como son la
fluidez de la membrana, la proteccion frente al estrés oxidativo, la transduccion de sefiales
(Lessig & Fuchs 2009), asi como en el trafico de membrana y en el metabolismo
intracelular del colesterol (Thai et al. 2001, Munn et al. 2003, Mankidy et al. 2010). En
nuestro estudio hemos visto un aumento de la concentracion del C16:0 DMA en el testiculo
de los ratones HSL -/- en comparacién con los controles, mientras que los niveles del
C18:0 DMA no cambian, aunque si observamos una tendencia a mayores niveles en los
testiculos de los ratones carentes de HSL respecto a los controles. Este incremento de la
concentracion de plasmalégenos puede considerarse una respuesta al estrés generado por
la deficiencia de la HSL.

En resumen hemos demostrado que la deficiencia en HSL altera la composicion en
AGs asi como la expresion de algunas enzimas implicadas en el metabolismo de los AGs en
los testiculos. Encontramos un descenso en los AGs esenciales LA (C18:2n-6) y ALA
(C18:3n-3) sin cambios en DPA (C22:5n-6) o DHA (C22:6n-3). Ademas el cambio en la
composicidn en AGs esenciales concuerda con el aumento de Mead acid. Posiblemente los

cambios descritos en el metabolismo de los AGs pudieran tener algo que ver con la
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esterilidad que presentan estos animales HSL -/-. Aunque haran falta mas estudios para
clarificar el mecanismo por el cual la deficiencia en HSL causa los cambios en el

metabolismo de los AGs y sus consecuencias en la fertilidad masculina.
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Papel de la HSL en los microdominios de membrana plasmatica

Los principales componentes de las membranas celulares son los
glicerofosfolipidos y, aunque son suficientes para formar bicapas, las membranas de
células eucariotas contienen ademds esfingolipidos y esteroles (Barenholz 2002,
Mouritsen & Zuckermann 2004). El principal esterol de las membranas celulares es el
colesterol (Barenholz 2002, Mouritsen & Zuckermann 2004). El colesterol es una molécula
muy importante para el organismo que interviene en numerosos procesos (Chang et al.
2006, van der Velde 2010); ademas de ser necesario para la formacién de membrana
celular contribuyendo al mantenimiento de la permeabilidad de ésta, participa en la
formacién de los lipid raft y regula la funcion de las proteinas integrales de la misma
(Tabas 2002).

Los principales lipidos que forman parte de las caveolas o lipid raft son el
colesterol, esfingomielina, glicoesfingolipidos, glicerofosfolipidos, fosfatidilserinas,

fofatidilglucosas, ceramidas y lactosilceramidas (Pike 2003).

En los lipid rafts estan presentes ciertas proteinas de membrana que podrian, por
ejemplo, potenciar las cascadas de sefializacidn, o interferir de forma crucial en muchas
otras funciones (Simons & Ikonen 1997). La formaciéon anormal de los puentes
membranosos intercelulares, entre las células germinales de los ratones HSL -/-, sugiere
un papel de HSL en la estabilizacién e integridad de la membrana (Chung et al. 2001). Por
otro lado, los niveles de colesterol determinan la fluidez de la membrana y su distribucién
esta ampliamente organizada en la membrana de las espermatidas (Pelletier & Friend
1983, Ladha 1998). La caveolina-1 es una proteina asociada a los lipid rafts, en nuestro
estudio hemos encontrado una redistribucidn de la caveolina-1 desde los dominios lipid
rafts hacia dominios densos de membrana (no-raft), que indica una desestructuraciéon de
los microdominios lipid raft. Se ha propuesto que la isoforma testicular de HSL podria
controlar la deposicién celular de colesterol en dominios especificos de membrana (Holst
et al. 1996), por lo que una ausencia de esta podria estar afectando a la estructura de estos
dominios. Nuestro grupo en trabajos anteriores, ya habfa utilizado la caveolina-1 como
marcador de la desestructuracidon de los dominios lipid raft de la membrana plasmatica
(Sanchez-Wandelmer et al. 2009), demostrando que una deslocalizacién de proteinas
especificas de lipid raft es consecuencia de una desestructuracion de estos dominios de la

membrana plasmatica.

La membrana plasmatica de las células tiene dos funciones claves; por un lado, la
de separar el medio intracelular y extracelular por medio de una barrera lipido/proteina;

y por otro lado, la de servir como dominio celular que puede detectar los cambios que
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ocurren en el exterior de la célula e iniciar eventos que alteran la fisiologia de la célula
(por ejemplo; transporte celular, comunicacién célula-célula y transduccién de seiales).
Un aspecto esencial de las repuestas funcionales que aporta la membrana celular es la
presencia de moléculas en la membrana que reconocen estimulos externos y luego envian
la informacién a otras moléculas de la membrana o a otros compartimentos celulares
(Patel & Insel 2009). En las caveolas de células de hepatoma humano HepG2 se habia
demostrado la presencia del receptor SR-BI de 52 KDa en las fracciones de membrana no-
raft y que dicha banda se corresponde con una forma inmadura de la proteina, no
glicosilada; mientras que, en las fracciones correspondientes a las caveolas o lipid raft, hay
una banda de 82 KDa que se corresponde con la forma glicosilada madura de SR-BI
(Rhainds et al. 2004). Nuestros estudios en testiculo de raton de la colonia deficientes en
HSL confirman estos datos en cuanto a la distribucién de las dos formas de SR-BI en los
dominios de la membrana plasmatica. Ademas hemos observado un aumento de la
expresiéon de la forma madura del receptor o glicosilada (82 kDa) en ambos
microdominios de membrana en los testiculos de los ratones HSL -/- comparados con los
HSL +/+. Al igual que la forma inmadura (52 kDa) de la proteina, que aunque s6lo se
encontraba en los microdominios no-raft, también estaba incrementada su expresion en
los testiculos de los ratones HSL-/- respecto de los controles. Por lo tanto, los ratones
carentes de la HSL presentan un aumento de SR-BI en ambos dominios de la membrana

plasmatica, lipid raft y no-raft.

La presencia de esteroles en la membrana, tales como el colesterol, minimiza el
volumen libre, reduciendo de ese modo la permeabilidad de la membrana (Mouritsen &
Jorgensen 1994, Mouritsen & Jorgensen 1998). El principal papel de los esteroles en la
membrana es modular la organizacion lateral, especialmente la heterogeneidad lateral
(Barenholz 2002). Diversos estudios sugieren que no todos los lipid rafts son idénticos en
cuanto a su composicion lipidica y proteica, es mas, puede que estas diferencias se deban a
la segregacion espacial que se da en células para llevar a cabo su funcidn especifica. Estas
diferencias en cuanto a composicion y situacion probablemente sean importantes para la

funcion de los lipid rafts en la sefializacion celular (Pike 2003).

Las enzimas responsables de convertir el escualeno en colesterol se localizan en el
las membranas del RE (Gurr & Harwood 1991). Estudios previos han demostrado que los
precursores obtenidos en la biosintesis de colesterol dejan la membrana RE y van hasta la
membrana plasmatica en un intervalo de 30 minutos (Echevarria et al. 1990, Lange et al.
1991). Estos precursores regresan a la membrana del RE donde son procesados hasta
colesterol. Este movimiento retrégrado es un paso esencial para la completa biosintesis de

colesterol (Yamauchi et al. 2007). Como ya hemos comentado, el primer esterol
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intermediario en la ruta de biosintesis del colesterol es el lanosterol. Este, en una reaccién
mediada por la enzima lanosterol 14a-desmetilasa, es convertido en esterol activador de
la meiosis folicular, FF-MAS, y en el testiculo en su andlogo T-MAS, éstos dos
intermediarios poseen una funcién bioldgica afiadida a la de la biosintesis de colesterol
(Rozman et al. 2005), que es la de estimular la meiosis en las génadas. Ademas, en
estudios in vitro se ha visto que FF-MAS promueve la transiciéon de metafase I a metafase Il

en oocitos facilitando asi la maduracion de éstos (Marin Bivens et al. 2004).

El colesterol posee un papel critico en la formaciéon de los lipid raft. Se han
realizado numerosos estudios en membranas artificiales analizando la repercusion de los
intermediarios de la biosintesis de colesterol en las propiedades de las bicapas lipidicos
(Miao et al. 2002, Megha et al. 2006, Ollila et al. 2007). Vainio y cols. estudiaron como
afectaba a los microdominios de membrana el remplazo de colesterol por desmosterol
(Vainio et al. 2006), este dltimo es un componente estructural de membrana abundante en
células de mamiferos tales como los espermatozoides (Abumrad et al. 1993). Sus
resultados sugieren que las caracteristicas biofisicas y funcionales que tiene el
desmosterol en las membranas difieren considerablemente de las que posee el colesterol
(Vainio et al. 2006). Los datos experimentales obtenidos apuntan que la capacidad del
desmosterol de promover la formacién y la estabilizacién de los dominios ordenados de
las membranas es mucho mas débil que la del colesterol (Vainio et al. 2006); viéndose
afectada la activacidon de receptores de sefiales dependientes de los lipid rafts, como el
receptor de insulina (Vainio et al. 2006). Nosotros hemos analizado la composicién en
esteroles de los microdominios de la membrana plasmatica, lipid raft y no-raft, detectando
la presencia de los siguientes esteroles, lanosterol, T-MAS, latosterol, desmosterol,
colesterol en el testiculo de los ratones HSL +/+ y de ratones HSL -/-. En ambos modelos
encontramos una mayor concentracion de todos estos esteroles en las fracciones de
membrana lipid raft que en las no-raft; ademds, como es de esperar el colesterol era el
esterol mayoritario (Pike 2003). En cuanto a las diferencias entre los dominios de los
testiculos de los ratones HSL -/- y control, vimos un aumento significativo del colesterol en
los dominios no-raft de la membrana plasmatica en los ratones HSL -/-. Esta aumento de
colesterol en los dominios no-raft estaria provocando un mayor empaquetamiento de
estas zonas y su mayor similitud con los dominios lipid raft. También observamos un
descenso de los niveles de desmosterol en los dominios lipid raft de los testiculos de los
ratones que carecian de la HSL respecto de los controles. Si nos fijamos en los esteroles
intermediarios mas minoritarios como el T-MAS vemos un aumento de sus niveles en las
zonas de membrana no-raft en los testiculos de los ratones HSL -/- respecto de los

controles. Todo esto parece indicar que hay una desestructuracién de las membranas en
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los testiculos de los ratones HSL -/-, ya que tienen alterada su composicion de esteroles
tanto los dominios lipid raft como los no-raft, lo cual podria estar afectando a la fluidez de
las membranas necesaria para la correcta espermatogénesis y explicar en parte la

infertilidad en estos ratones.

Se ha visto que los intermediarios de la sintesis de colesterol que contienen un
doble enlace en el carbono 8, como son el lanosterol, el dihidrolanosterol, el zimosterol y
el zimostenol, tienen una capacidad muy limitada para estabilizar los lipid raft (Miao et al.
2002, Megha et al. 2006). Resulta razonable pensar que los esteroles que tienen una
estructura mas parecida al colesterol podrian intercambiarse entre si en la formacién de
estos microdominios; de hecho, compuestos de este tipo como latosterol y 7DHC se
incorporan a la membrana de forma mas eficaz que el propio colesterol, pero alteran una
caracteristica importante de la membrana como es la presidén lateral (Ollila et al. 2007).
Estos precursores estarian modificando la estabilidad de la membrana plasmatica
afectando la presién lateral, y reflejandose esto en ultima instancia en una

desestructuracién de los microdominios de membrana lipid raft.

En general, hemos visto un descenso en los esteroles presentes en los dominios
lipid raft, en concreto el desmosterol, esto hara cambiar la funcionalidad de estos dominios
apoyando la idea de que en los ratones que carecen de la HSL se produce una
desestructuracién de las membranas celulares. Pero en contraposiciéon, también hemos
demostrado un aumento en los esteroles presentes en los dominios no-raft, colesterol y T-
MAS, lo que los compactaria mas y les hard mas parecidos a los dominios lipid raft, y por

tanto alterando también su funcionalidad.
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Conclusiones

1. Los ratones macho HSL -/-, al contrario de lo esperado, no son obesos y presentan un

peso corporal disminuido respecto de los controles.

2. En los ratones macho HSL -/-, la alteracion en la espermatogénesis e infertilidad de
estos animales va asociada a un menor peso de los testiculos, y una disminuida
movilidad de los espermatozoides e infertilidad. Los testiculos son atroficos y
presentan una reduccién de los didmetros de los tibulos seminiferos junto con una
desorganizacion de las capas del epitelio seminifero; y en el espacio intertubular
tienen una mayor cantidad de células de Leydig. Mientras que los testiculos de los
ratones control, la lamina propia se compone de una capa plana continua de células
miodes alargadas separadas por una fina ldmina basal de los tibulos seminiferos y del
endotelio capilar linfatico; en los testiculos de los ratones HSL -/- la lamina propia
aumenta el espesor y la proliferaciéon de las células miodes se correlaciona con el

mayor espesor de la membrana basal.

3. Los ratones HSL -/- no presentan cambios en los niveles plasmaticos de testosterona,
lo que indica que la severa oligospermia que presentan no es el resultado de una

insuficiencia hormonal o hipogonadismo.

4. Los receptores scavenger clase B (SR-BI, SR-BII y LIMPII) en los testiculos de los
ratones tienen una localizacidn celular especifica para cada receptor. SR-BI se localiza
en las células de Leydig y en las espermadtidas; SR-BIl en los espermatocitos y
espermatidas de los tibulos seminiferos, pero no en las células de Leydig; y LIMPII se
localiza en la membrana de las células de Sertoli y Leydig. La ausencia de HSL induce
un aumento en la expresion de SR-BI, SR-BII y LIMPII y en la activacién de varias rutas
de sefializacion (ERK, AKT y SRC) en los testiculos de ratén, lo que podria favorecer un
aumento de la captacidn de los ésteres de colesterol de las HDL del plasma por estos

receptores.

5. Los testiculos de los ratones que carecen de la HSL tienen aumentados los niveles de
colesterol total, y de FF-MAS, esterol que interviene en la ovogénesis. Presentan un
incremento en lipidos neutros en las células de Leydig con respecto a los ratones

controles.
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La ausencia de HSL altera la estructura de los dominios de la membrana lipid rafts en
los testiculos de ratén, provocando la deslocalizacién de caveolina-1 de los lipid raft
hacia los dominios no-raft. Ademas induce un cambio en la composicion en esteroles
en ambos dominios de la membrana, lipid raft y no-raft. En los lipid raft hay un
descenso en los niveles de desmosterol; mientras que en los no-raft hay un aumento
en la concentracién de colesterol y T-MAS. Estos cambios pueden alterar el buen

funcionamiento y el papel que juegan estos dominios en la fisiologia del testiculo.

SR-Bl y SR-BII se localizan en los microdominios de membrana plasmatica lipid rafts y
no-rafts. La forma madura de SR-BI se localiza en los dominios lipid raft y no-raft de la
membrana plasmatica de los testiculos de ratén; mientras que la forma inmadura del
receptor solo se localiza en las zonas no-raft. La carencia de HSL provoca un aumento
en la expresion de ambas formas del receptor SR-BI en los dominios de la membrana

donde se localizaba, no observandose cambios en el receptor SR-BII.

La deficiencia de la HSL provoca una alteracion en la composicion de los acidos grasos
en el testiculo de ratdn, no asi en el plasma. Los cambios mas importantes son un
descenso en la concentracion de los acidos grasos esenciales, acido linoleico (C18:2n-
6) y acido «a linolénico (C18:3n-3), asi como un aumento de los acidos grasos
intermediarios C22:4n-6 y C22:5n-3, sin observar cambios en los productos finales,
acido docosapentaenoico (C22:5n-6) y acido docosahexaenoico (C22:6n-3). También
observamos un aumento de la concentracién del Mead acid (C20:3n-9). Estos cambios
van acompafiados de un incremento en la expresién de enzimas implicadas en su
metabolismo como SCD1, FADS1 y FADS2, y un descenso de la ELOVL2. De la
disminucidén en la expresion de ELOVL2 se espera una disminucion de la sintesis de
los AGCL. Los cambios en el metabolismo de los acidos grasos también podrian en
parte ser responsables de alteracién en la funcionalidad del testiculo por la pérdida de
la HSL.

En nuestro estudio hemos visto un aumento de la concentracion del C16:0 DMA,
representativo de los plasmaldgenos, en el testiculo de los ratones HSL -/- en

comparacion con los controles, mientras que los niveles del C18:0 DMA no cambian.
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