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Recientemente se ha descrito la presencia en semen humano de un péptido similar a la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) directamente implicado en la fertilidad, habiéndose denominado FPP
(péptido promotor de la fertilidad). Se han determinado las actividades de las peptidasas mas importantes
en la degradacién de estos péptidos en semen en distintos diagnésticos. Aunque se registran diferencias
significativas en la actividad enzimética entre los distintos diagnésticos, dichas variaciones no son lo
suficientemente claras como para aceptar estas peptidasas como marcadores validos.

Palabras Clave: Semen. Humano. Fertilidad. Aminopeptidasa. Peptidasa. TRH. FPP.

Ugalkortasun arloan egindako azken aurkikuntzen artean tirotropinaren hormona askatzailearen (TRH)
antzeko peptido baten aurkikuntza azpimarratzekoa da. Peptido honek ugalkortasunaren prozesuan eragin
zuzena duela aurkitu da, izan ere ugalkortasuna errazten duen peptidoa izendatu diote (FPP). Haziko
zatikietan ematen den peptido hauen apurketan peptidasa garrantzitsuenen funtzioa ezartzeko asmoz eta
ugalkortasunarekin erlazionatutako diagnostiko adierazle bezala balio dezaketen frogatzeko asmoz, bere
aktibitate entzimatikoak neurtu dira. Diagnostiko desberdinen artean aldaketa adierazgarriak badira ere,
diferentziak ez dira nahiko argiak peptidasa hauek adierazle baliogarri bezala onartzeko.

Giltz-Hitzak: Hazia. Giza. Ugalkortasuna. Aminopeptidasa. Peptidasa. TRH. FPP.

Parmi les derniers découvertes réalisées dans le champ de la fertilité il faut détacher la présence
dans le liqueur seminale humain d’'un peptide similaire & I'hormone libératrice de tirotropina (TRH)
directément impliqué dans ce procés qui a été nommé FPP (fertilization promoting peptide). Afin d’etablir
le rol des peptidases les plus importants dans la dégradation de ses peptides dans les fractions
seminales et de vérifier s’ils peuvent servir comme marqueurs des divers diagnostiques seminales
rélationés avec la fertilité, les activités enzimatiques ant été déterminés. Malgré les differences
significatives parmi les deux diagnostiques, ces variations ne sont pas suffisamment clairs pour accepter
ces peptidases comme des marqueurs valids.

Mots Clés: Sperm. Humain. Fertilité. Aminopeptidase. Peptidase. TRH. FPP.
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1. INTRODUCCION

El problema de la infertilidad es una causa de preocupacion para un sec-
tor importante de la sociedad. Por ello, se han realizado infinidad de estu-
dios con el fin de analizar sus causas. A pesar de esto, en la actualidad
seguimos sin disponer de un parametro claro que nos indique la fertilidad de
los espermatozoides humanos. En un principio las investigaciones se enca-
minaron hacia el estudio de aspectos morfolégicos tales como la forma, la
vitalidad, la densidad y la motilidad de los espermatozoides. Posteriormente,
tras no obtener la fiabilidad esperada, se estudiaron aspectos bioquimicos a
la busqueda de un posible marcador de la fertilidad. Con estos estudios
morfolégicos y bioquimicos se establecieron los parametros de normalidad
seminal de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Aunque siguiendo
estos criterios se puede determinar la existencia de una patologia seminal,
existen casos en los que no encontramos ninguna clase de patologia y si un
déficit reproductivo, es decir, el hecho de presentar un diagndstico seminal
normal no es sinénimo de fertilidad (7,21).

Actualmente, y debido a las continuas investigaciones en este campo,
siguen apareciendo nuevos factores implicados en la fertilidad que aumen-
tan la complejidad de este proceso. En este sentido, recientemente se ha
descrito la presencia en el semen humano de una serie de péptidos que
parecen estar implicados en la fertilidad. ILa hormona liberadora de tirotropi-
na (TRH) y péptidos andlogos son los que presentan mayores evidencias de
estar implicados en la fertilidad. Ia TRH es un tripéptido con estructura
piroglutamil-histidil-prolilamida (pGlu-His-ProNH,) que fue descrito por prime-
ra vez como hormona liberadora hipotalamica que provoca la estimulacién
de las hormonas tiroideas. Posteriormente, este péptido ha sido localizado
en otras regiones cerebrales y también en otros 6rganos extracerebrales
como el pancreas y el higado (1). La TRH y péptidos analogos han sido
encontrados en prostata (14, 17) y en plasma seminal en grandes concen-
traciones (6, 17).

Entre los péptidos andlogos a la TRH, el tripéptido de estructura piroglu-
tamil-glutamico-prolilamida parece tener un papel relevante en la fecunda-
cién tanto en el ser humano como en otros mamiferos. En este sentido, se
ha descrito que parece estimular, in vitro, la capacidad fecundadora de los
espermatozoides por lo que se le ha denominado péptido promotor de la
fecundacién (FPP) (15). Estudios posteriores sugieren que este péptido
podria tener un efecto significativo en la fertilidad “in vivo” (10).

Otros de los tripéptidos involucrados en este proceso serian los de
estructuras piroglutamil-glutamina-prolilamida y piroglutamil-fenilalanina-pro-
lilamida. Por un lado, el piroglutamil-fenilalanina-prolilamida produce un lige-
ro efecto estimulador sobre la capacidad fertilizadora de los
espermatozoides. Sin embargo, cuando se emplea junto con el FPP no tiene
un efecto aditivo (10). Por otro lado, el piroglutamil-glutamina-prolilamida
presenta un interés especial ya que actia inhibiendo la estimulacién produ-
cida por el FPP (10).
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De lo visto anteriormente se deduce que es fundamental que la estructu-
ra molecular del FPP permanezca intacta para que pueda llevar a cabo su
funcién estimuladora, ya que un cambio en el aminoacido central varia su
funcion (caso del piroglutamil-glutamina-prolilamida). Ademaés, con la deami-
dacién también se produce una pérdida de la accién estimuladora, lo cual
viene a reforzar esta hipétesis.

Por otro lado, parte de la presencia de estos péptidos en el semen,
tanto TRH como sus analogos, es debida a una secrecién desde la prostata.
Si por alguna razén se produjera una anormalidad en la funcién de la prosta-
ta se podria segregar mas piroglutamil-glutamina-prolilamida de lo habitual,
de tal manera, que se alteraria la estimulacién producida por el FPP siendo
ésta una posible causa de infertilidad. Fs decir, la proporcién relativa de FPP
y otros péptidos analogos podria tener un efecto sobre la fertilidad (10).

Uno de los principales mecanismos de control de los péptidos es
mediante su degradacién hidrolitica por peptidasas. Asi, el estudio de estas
enzimas nos aportaria informacion sobre la funcion de estos péptidos en la
fertilidad humana. Actualmente se han descrito tres enzimas capaces de
degradar el tripéptido TRH en el organismo; dos aminopeptidasas, la piroglu-
tamil aminopeptidasa I (PGAL EC 3.4.19.3) y la piroglutamil aminopeptidasa
II (PGAIL, EC 3.4.19.6) y una endopeptidasa, la prolil endopeptidasa (PE, EC
3.4.21.26). En la figura 1 se muestra el lugar en el que actuaria cada enzi-

ma sobre la TRH
PGAL —+

PGILUHIS-PRO-NH,
PGAIT PE
Fgura 1. Degradacién enzimatica de la TRH.

Ia PGAL enzima presente tanto en el citosol como en la membrana,
hidroliza el amino4cido piroglutdmico N-terminal de diversos péptidos,
actuando sobre el enlace piroglutdmico-aminoacido (pGlu-Aa) excepto sobre
el enlace piroglutamil-prolina (4). En este sentido, ademas de hidmlizar la
TRH es también capaz de degradar la hormona liberadora de hormona lutei-
nizante (LHRH), la neurotensina y la bombesina (4).

Ia otra aminopeptidasa, la PGAIL es un enzima unido a membrana que
ha sido purificado en diferentes especies animales (18). Al igual que la PGAI
hidroliza el piroglutdmico Nterminal peptidico, sin embargo y a diferencia
con la anterior su rango de especificidad por el sustrato es mucho mayor
actuando casi exclusivamente sobre la TRH y péptidos similares (19).

En cuanto a la PE se trata de un enzima presente en ambas fracciones
celulares, citosélica y unida a membrana, habiéndose purificado también en
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varias especies animales (20). A diferencia de las anteriores es una endo-
peptidasa y degrada péptidos que contengan el enlace prolina-amino4cido,
por la parte carboxilo de la prolina, excepto sobre el enlace prolina-prolina.
Entre los sustratos que hidwliza se encuentran los siguientes; TRH, ILHRH,
sustancia P, oxitocina, vasopresina...(16).

Aunque a nivel celular el papel de estas enzimas en la regulacién de los
niveles de la TRH esta bien establecido, no ocurre lo mismo a nivel seminal
quedando muchos aspectos sin aclarar. Sin embargo, si se ha descrito en
semen humano la presencia de un enzima similar a la prolil endopeptidasa
que cataliza la ruptura de la amina que bloquea el extremo carboxilo de la
TRH (24) y también se ha descrito la presencia del metabolito diketopiperaci-
na (producto de la hidrdlisis de la TRH por accién de las dos piroglutamil
aminopeptidasas) (22). Al mismo tiempo, se ha propuesto que la principal
via de degradacién, tanto de la TRH como del FPP, sea mediante un enzima
de unas propiedades similares a la prolil endopeptidasa (24).

Actualmente tampoco se sabe silas posibles variaciones peptidicas pro-
ducidas en situaciones fisiolégicas (edad) y patolégicas (infertilidad e hiper-
plasias) son debidas a modificaciones en su degradacién tal como se ha
sugerido a nivel de otros tejidos (12, 13).

Por otro lado, la mayoria de estos estudios se han realizado en semen
sin fraccionar o tras una simple separacion en espermatozoides y liquido
seminal, sin embargo apenas hay trabajos en los que se haya tenido en
cuenta a los prostasomas. Estos, son unas vesiculas membranosas secreta-
das por la glandula prostatica (23). Estas estructuras poseen diversas fun-
ciones fisiolégicas entre las que destacariamos: aumentar la motilidad de
los espermatozoides (25, 8, 9) y facilitar la licuefaccion del semen (5). En
este sentido, se ha propuesto que los prostasomas puedan estar relaciona-
dos con la capacidad fertilizadora del semen humano.

Por todo ello seria interesante establecer de una forma precisa las activi-
dades de las enzimas degradadoras de TRH y péptidos analogos, analizando
cada una de las fracciones seminales, para determinar la posible funcién fisio-
logica de estas peptidasas y su posible implicacién en la fertilidad. En el caso
de que existiera una relacién clara entre los niveles enzimaticos y alguna de
las patologias podrian utilizarse como medio de diagnéstico de las mismas.
Este ha sido precisamente el objetivo del presente Proyecto de Investigacion.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Clasificacién de las muestras seminales

ILas muestras seminales se obtuvieron en la Clinica Euskalduna. Asimis-
mo, en esta Clinica se realizé el diagnéstico de las distintas muestras en fun-

cion de los parametros de normalidad seminal establecidos por la OMS en
1992, destacando entre estos volumen del eyaculado, pH, concentracién de
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espermatozoides por mililitro, grado de movilidad, morfologia, vitalidad, mimero
de leucocitos, inmunobead test, Mar test y una serie de pardmetros bioquimi-
cos (alfaglucosidasa, zinc, acido citrico, fosfatasa acida y fructosa). Segun
estos parametios se pueden clasificar, entre otros, los siguientes diagnésticos:

—Astenospermia (A): Relativo a la movilidad de los espermatozoides
—Teratospermia (T): Relativo a la morfologia de los espermatozoides
—Necrospermia (Ne): Relativo a las formas muertas

—Oligozoospermia (O): Se produce cuando la concentraciéon de esperma-
tozoides por mililitro es inferior a 20 millones.

—Criptozoospermia (Cr): Se trata de una oligozoospermia muy severa
—Azoospermia (Az): Ausencia de espermatozoides

—Hipozoospermia (Hi): Relativo al volumen del semen eyaculado
—Normozoospermia (N): Normalidad seminal

A continuacién presentamos los grupos que hemos seleccionado para el
estudio que no son sino una combinacién de los diagnésticos anteriormente
citados.

A Astenospermia

AT Asteno-teratospermia

ANeT Asteno-necro-teratos permia
OANeT Oligo-asteno-necro-teratos permia
NeT Necro-teratospermia

N Normozoospermia

F Fertil

2.2. Obtencioén de las fracciones seminales

Una vez clasificadas las muestras, se procede a la separacion de las
distintas fracciones seminales objeto de estudio. Estas fracciones han sido
las siguientes: liquido seminal, fraccion prostasomal soluble y fracciéon pros-
tasomal unida a membrana. El método empleado en la obtencién de estas
fracciones esta basado en el descrito por Cadini y cols en 1997.

Asi, primeramente la muestra seminal es centrifugada a 800g durante
10 minutos, desechando la pastilla producida (P1) eliminando de esta mane-
ra los espermatozoides. Con el fin de eliminar una posible contaminacién
debida a los espermatozoides, el sobrenadante obtenido (S1) se centrifuga
de nuevo a 1.000g durante 20 minutos.

La pastilla obtenida (P2) se desecha de nuevo mientras que el sobrena-
dante (S2) se ultracentrifuga en esta ocasién a 100.000g durante 2 horas.
Tras esta centrifugaciéon en el sobrenadante (S3) se obtiene ya la fraccion
del liquido seminal, sin embargo y con el fin de purificarla atin mas se centri-
fuga de nuevo a 35.000g durante 35 minutos obteniendo finalmente en el
sobrenadante (S4) el liquido seminal.

Osasunaz. 4, 2001, 19-35 23



Feméandez, David; Gil, Javier; Larrinaga, Gorka; Irazusta Jon; Ochoa Carmen; Mujika Juan

En la pastilla obtenida en la tercera centrifugacion (P3) se encuentra la
fraccién prostasomal. Fsta se resuspende y homogeniza con tampén tris 10
mM (pH=7’4). A continuacién se centrifuga a 35.000g durante 35 minutos
obteniendo en el sobrenadante (S’4) la fraccién prostasomal soluble y en la
pastilla (P4) la fraccién prostasomal unida a membrana. 1a realizaciéon de
todas estas centrifugaciones se ha llevado a cabo a 4° C, para evitar la
degradacion de las proteinas.

2.3. Determinacioén de las actividades enzimaticas

Tras la obtencién de las fracciones seminales, se determina la actividad
de los enzimas seleccionados para el estudio en cada una de ellas. Estos
enzimas han sido los siguientes:

—piroglutamil-aminopeptidasa I  (PGAL EC 3.4.19.3)
—piroglutamil-aminopeptidasa II (PGAII, EC 3.4.19.6)
—prolil-endopeptidasa (PE, EC 3.4.21.26)

En la determinacién de las estas actividades se han empleado los
siguientes sustratos:

PGAI  Piroglutamilbeta-naftilamida
PGAI TRHbeta-naftilamida
PE Z-GlyPro-beta-naftilamida

ILa determinacién de la actividad de la PGAL y de la PE se ha llevado a
cabo de la siguiente manera. Ias muestras seminales se incuban con las
soluciones sustrato. La accién de las enzimas presentes en la muestra
hidrolizara el sustrato liberando por un lado el sustrato (piroglutamico, Z-Gly-
Pro) y por otro el residuo beta-naftilamida. Fsta tltima, por accién del enzima
se libera en forma de beta-naftilamina siendo este compuesto fluorescente,
de tal manera, que cuando es excitado con una luz de 345nm de longitud de
onda emite parte de esta energia a una longitud de onda de 412nm. Esta
propiedad permite determinar facilmente con la ayuda de un espectrofluori-
metro la fluorescencia emitida por la beta-naftilamina. Posteriormente y
mediante el empleo de un patrén realizado con concentraciones conocidas
de beta-naftilamina se puede calcular la cantidad de beta-naftilamina libera-
da a partir de la fluorescencia emitida.

Para el caso de la determinacion de la actividad de la PGAIL hasta ahora
se habian empleado técnicas radiométricas. Posteriormente se desarrollaron
técnicas fluorimétricas basadas en reacciones acopladas que no resultaban
muy adecuadas para los ensayos bioquimicos. Sin embargo, recientemente
se ha desarllado una técnica fluorimétrica directa basada en la utilizacién
del sustrato fluorimétrico TRHbeta-naftilamina y de inhibidores especificos
de la PGAl y de la PE (11, 2, 4). Este ha sido precisamente el método que
hemos empleado en la determinaciéon de la actividad de este enzima. Tras
un periodo de incubacién, debido a la accién enzimatica sobre el sustrato se
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libera por un lado piroglutdmico y por otro el metabolito histidina-prolina-
beta-naftilamina. A continuacién se somete la muestra a una temperatura de
80% C durante 30 minutos liberandose de esta manera la beta-naftilamina
del metabolito histidina-prolina. La beta-naftilamina liberada se determina de
la misma manera que en el caso anterior.

2.4. Determinacion de proteinas

Para la determinacién de las proteinas presentes en la muestra se ha
utilizado el método de Bradford (1976). Este método esta basado en la afini-
dad de un colorante por el enlace peptidico de las proteinas siendo un méto-
do muy preciso y uno de los més utilizados en investigacién. Tras la adici6n
del reactivo de Bradford a la muestra se determina el incremento de absor-
bancia producido por medio de un espectrofotometro. Posteriormente, el
valor de absorbancia determinado se extrapola en un patrén de albumina
para calcular la cantidad de proteina existente en la muestra.

Finalmente, una vez determinada la actividad enzimatica y la cantidad de
proteina presente en la muestra, los resultados de la actividad de los enzi-
mas se expresan en forma de actividad especifica, es decir, en unidades de
peptidasa por miligramo de proteina (UP/ mg prot). Hemos definido una uni-
dad de peptidasa (UP) como la cantidad de peptidasa que hidroliza un pico-
mol de sustrato-beta-naftilamida por minuto.

2.5. Método estadistico
El tratamiento estadistico de los resultados se ha llevado a cabo
mediante un analisis de la varianza (ANOVA). Ios datos se han comparado

dos a dos mediante el test de Fisher PLSD y el Scheffe Ftest. Todo ello se
ha realizado con el programa de estadistica Statview de Macintosh.

3. RESULTADOS

A continuacién vamos a presentar los resultados obtenidos en las deter-
minaciones de las actividades enzimaticas en cada una de las fracciones
estudiadas.
3.1. Piroglutamil-aminopeptidasa | (PGAI)
3.1.1. LIQUIDO SEMINAL

En la tabla 1 se presentan los niveles de actividad de la PGAI en el liqui-

do seminal, el indice de significacion calculada mediante una ANOVA, asi
como las medias y los erores estdndar en cada diagnéstico. En la tabla T2
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aparecen las diferencias significativas entre los distintos grupos y con los
diferentes test estadisticos empleados.

En la tabla 1 se observa como la diferencia entre diagnésticos semina-
les es significativa (ANOVA, p<0.0001). Asimismo, se puede apreciar como
los mayores niveles de actividad se dan en los grupos que presentan el diag-
néstico teratozoospermia encontrandose los maximos en el grupo ohgo-aste-
no-necro-teratozoospermia. Por otro lado, los niveles de actividad mas bajos
se producen en los grupos asteno y normozoospermia.

Por otro lado, en la tabla 2 se observa como las mayores diferencias se
producen entre el grupo oligo-asteno-necro-teratozoospermia y los grupos
astenozoospermia y normozoospermia, respectivamente.

3.1.2. FRACCION PROSTASOMAL SOLUBLE

En la tabla 3 se presentan los resultados de la actividad de la PGAl en el
fraccién prostasomal soluble, la probabilidad de la ANOVA y las medias y los
erores estandar en cada diagnéstico. En la tabla 4 aparecen las diferencias
significativas entre los distintos grupos y con los diferentes test estadisticos
empleados.

Al igual que en el anterior caso existen diferencias significativas entre
los distintos diagnésticos seminales (ANOVA, p<0.0425). Los mayores nive-
les de actividad se producen en el grupo fértil mientras que los menores
aparecen en el grupo necro-teratospermia. El test de Fsher indica las dife-
rencias significativas entre algunos grupos.

3.1.3. FRACCION PROSTASOMAL UNIDA A MEMBRANA

En la tabla 5 se presentan los resultados de la actividad de la PGAI en el
fraccion prostasomal unida a membrana, el indice de significaciéon calculada
mediante una ANOVA, asi como las medias y los enores estandar en cada
diagnéstico. En este caso no se observan variaciones significativas
(p<0.4136) en la actividad de este enzima entre los diferentes grupos mante-
niendo la mayoria de ellos unos niveles de actividad entre 300 y 400 UP/ mg.

3.2. Piroglutamil-aminopeptidasa Il (PGAIIl)
3.2.1. FRACCION PROSTASOMAL UNIDA A MEMBRANA

En el caso de este enzima solo se ha determinado su actividad en la
fraccion prostasomal unida a membrana ya que no se ha descrito su presen-
cia en la fraccién soluble. En la tabla 6 se presentan los resultados de la
actividad de la PGAIl en la fraccién prostasomal unida a membrana, la signi-
ficacién calculada por medio de una ANOVA, asi como las medias y los ero-
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res estandar en cada diagnéstico. Tal y como ocurria con la actividad de la
PGAIL en este caso tampoco se producen variaciones significativas
(p<0.1604) de la actividad de la PGAII entre los distintos grupos. Los valo-
res de actividad oscilan entre las 100 y 200 UP/ mg.

3.3. Prolil endopeptidasa (PE)
3.3.1. LIQUIDO SEMINAL

Los resultados de la actividad de la PE en el liquido seminal se presen-
tan en la tabla 7 donde asi mismo se muestra el grado de significacion esta-
distica y las medias y los erores estandar en cada diagnéstico. Por otro
lado, en la tabla 8 aparecen las diferencias significativas entre los distintos
grupos y con los diferentes test estadisticos empleados.

Tal y como se aprecia en la tabla 7, existen variaciones significativas de la
actividad de este enzima entre los distintos grupos (ANOVA, p<0.0199). Ios
mayores niveles de actividad se producen en el diagnéstico oligo-asteno-necro-
teratozoospermia mientras que los menores se encuentran en los grupos aste-
no-teratospermia y normozoospermia. El test de Hsher indica la existencia de
diferencias significativas entre los grupos que aparecen en la tabla 8.

3.3.2. FRACCION PROSTASOMAL SOLUBLE

En la tabla T9 se presentan los resultados de la actividad de la PEen la
fracciéon prostasomal soluble, el grado de significacién, asi como las medias
y los emores estandar en cada diagnéstico. En esta fraccién no parecen pro-
ducirse diferencias significativas en la actividad de este enzima en los distin-
tos diagnésticos seminales estudiados.

3.3.3. FRACCION PROSTASOMAL UNIDA A MEMBRANA

En la tabla 10 se presentan los resultados de la actividad de la PE en el
liquido seminal. Asimismo en esta tabla se muestra el indice de significa-
cién, asi como las medias y los erores estandar en cada diagnéstico. No se
producen variaciones significativas de la actividad de este enzima en esta
fraccién seminal.

4. DISCUSION

El problema de la infertilidad humana es una causa de preocupacion
para un sector importante de la sociedad. Actualmente y debido a las con-
tinuas investigaciones en este campo, siguen apareciendo nuevos facto-
res implicados en la fertilidad que aumentan la complejidad de este
proceso.
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Como ya se ha mencionado anteriormente, entre los factores mas
recientemente involucrados en este proceso destacan la hormona liberadora
de tirotropina (TRH) y sus péptidos andlogos. Se ha descrito la presencia de
estos péptidos en prostata y semen de varias especies animales (14, 17)
presentando altas concentraciones en semen humano (6, 17). De entre
todos estos, el tripéptido piroglutamico-glutdmico-prolinamida, denominado
péptido promotor de la fecundacién (FPP), parece ser que es el que se
encuentra mas directamente relacionado (15).

Uno de los principales mecanismos de control de la accion de los pépti-
dos es mediante su degradacion por peptidasas. En este sentido, cualquier
alteracion de la estructura de estos tripéptidos puede anular su funcién bio-
légica. Asi, puede ser que las alteraciones en las enzimas degradadoras de
péptidos presentes en semen afecten a los niveles de alguna de las sustan-
cias peptidicas implicadas en la fertilidad, lo que podria provocar alguna
alteraciéon de la misma.

El papel de los enzimas estudiados en el presente proyecto de investiga-
cion en la degradacién peptidica es conocido relativamente bien. Sin embar-
go, no existen apenas trabajos que estudien la degradaciéon peptidica a nivel
de liquido seminal humano (24). Con respecto a esto, en el presente estu-
dio hemos encontrado que todos los enzimas con potencialidad de degradar
TRH se encuentran presentes en semen, algunas de ellas con valores simi-
lares a los encontrados en otros tejidos.

En el caso de la PGAL los mayores niveles de actividad se presentan en
la fraccién prostasomal soluble (850 UP/ mg), seguida de la fraccién pros-
tasomal unida a membrana (350 UP/ mg) y del liquido seminal (£120
UP/ mg). los niveles de actividad encontrados en este enzima son del
mismo orden, e incluso algo superiores en la fraccion soluble prostasomal,
que los encontrados en otros tejidos. Lo que nos sugiere que puedan tener
alguna funcién importante en el semen.

La actividad de la PGAIL solo ha sido determinada en la fraccién prosta-
somal unida a membrana, ya que no ha sido descrita a nivel soluble. Ios
niveles de actividad son del mismo rango (+150 UP/ mg) que los que presen-
ta la PGAI en la fraccién del liquido seminal y similar a los encontrados en
homogenados cerebrales. Por ello, este enzima también parece tener su
importancia a este nivel.

Por otro lado, hemos observado que en el liquido seminal se producen
variaciones significativas de la actividad de la PGAI en diversas patologias
espermaticas. En este sentido cabe destacar que los individuos que pre-
sentan la patologia de teratozooespermia tienen mayores niveles de activi-
dad de este enzima que los normozoospérmicos o los reconocidos como
fértiles.

Asimismo, también en la fraccion soluble prostasomal se producen dife-
rencias significativas entre los distintos grupos en la actividad de este enzi-
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ma. En este caso los mayores niveles se obtienen en el grupo normozoos-
permia y sobre todo en el fértil, siendo menores los niveles de actividad del
enzima en las diferentes patologias descritas. Fs decir, las modificaciones
de la actividad de la PGAI en prostasomas y en liquido seminal son de distin-
to sentido. Siendo por lo general los niveles de actividad en prostasomas
mas alta en individuos fértiles o normozoospérmicos. Sin embargo, en liqui-
do seminal la actividad en muchas de las patologias es mayor que en indivi-
duos fértiles, por lo que la inclusion de la actividad PGA I en el prostasoma
podria tener algin papel en la fertilidad. Este enzima podria actuar regulando
los niveles de péptidos andlogos de la TRH, que han sido descritos en
semen humano, lo cual podria provocar alteraciones en la capacidad fertili-
zante del esperma.

Por 1ltimo, en la fraccién prostasomal unida a membrana no se produ-
cen variaciones significativas de la actividad de este enzima.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en estas fracciones seminales,
se puede sugerr que la PGAI podria estar implicada en estos trastomos de
la fertilidad en las fracciones de liquido seminal y fraccién prostasomal solu-
ble. Es decir, que solamente la forma soluble de este enzima parece implica-
da en estos procesos, no pareciendo en principio que la forma unida a
membrana tome parte en ellos.

En lo que se refiere a la PGAIL no se producen diferencias significativas
de su actividad en los distintos diagnésticos. Al igual que ocurre con el enzi-
ma anterior, parece ser que a nivel de membrana estas peptidasas no estan
implicadas en la variabilidad de estos tipos de diagnésticos.

Finalmente, en lo que respecta a la prolil endopeptidasa (PE) se ha
encontrado el mismo patrén, en cuanto a niveles de actividad enzimatica se
refiere, que en la PGAL Asi, los mayores resultados se obtienen en la frac-
cién prostasomal soluble (550 UP/ mg) seguida por la unida a membrana
(300 UP/ mg) y por ultimo la fraccién del liquido seminal (100 UP/ mg). En
el caso de este enzima los valores obtenidos son de un rango inferior a los
descritos en otros tejidos.

Ala hora de comparar la actividad enzimatica de este enzima en los dis-
tintos diagnésticos seminales, unicamente se han encontrado variaciones
significativas de la actividad en el liquido seminal. En esta fraccién se obser-
van, al igual que ocurria en el caso de la PGAL los mayores niveles de activi-
dad en el grupo oligo-asteno-necro-teratospermia, presentando asimismo
variaciones significativas entre este grupo y los grupos normozoospermia y
fértil respectivamente. Esto indica que en esta patologia los niveles de los
péptidos andlogos de la TRH relacionados con la fertilidad podrian estar
especialmente alterados. En las otras fracciones no se aprecian variaciones
significativas. Estos datos vuelven a poner de manifiesto como parecen ser
las formas solubles de estas peptidasas, es decir aquellas que no se
encuentran ancladas a la membrana, las que pudieran estar involucradas en
este tipo de trastormos seminales.

Osasunaz. 4, 2001, 19-35 29



Feméandez, David; Gil, Javier; Larrinaga, Gorka; Irazusta Jon; Ochoa Carmen; Mujika Juan

Por otro lado, uno de los objetivos del proyecto era el de determinar si
estos enzimas se podrian utilizar como marcadores de los distintos diagnés-
ticos seminales. Si bien es cierto que algunas de las actividades enzimati-
cas presentan variaciones significativas entre los distintos grupos, caso de
la PGAI y de la PE, estas diferencias no son lo suficientemente grandes
como para que puedan servir, por el momento, como marcadores fiables en
el diagnéstico de las patologias relacionadas con la fertilidad. Sin embargo,
dado que presentan variaciones en las distintas alteraciones espermaticas
aqui estudiadas, si que podrian tener alguna funcién en la regulaciéon de la
fertilidad masculina.
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Tablas de resultados

PIROGLUTAMIL AMINOPEPTIDASA |

(LIQUIDO SEMINAL)
PROBABILIDAD P<0.0001
GRUPO MEDIA ERROR
A Astenospermia 58.95 8.61
(AD Asteno-teratos permia 150.1 20.18
(AneT)  Asteno-necro-teratospermia 123.6 14.91
(OANeT) Oligo-asteno-necro-teratospermia 225.6 22.07
(NeD Necro-teratospermia 150.2 18.97
N Normozoos permia 84.90 14.75
® Fertil 137.8 10.46

Tabla 1: Niveles de actividad de la piroglutamil aminopeptidasa I (PGAD en los distintos diagnés-
ticos seminales en el liquido seminal.

Los resultados estan expresados en unidades de peptidasa por miligramo de proteina (UP/ mg
proteina).

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
Avs AT HSHER PLSD
Avs ANeT FSHER PLSD
Avs OANeT FSHER PLSD SCHEFFE F-TEST
Avs NeT HSHER PLSD
Avs F FSHER PLSD
AT'vs OANeT HSHER PLSD
ANeT vs OANeT HSHER PLSD
OANeT vs NeT FSHER PLSD
OANeTvs N FSHER PLSD SCHEFFE F-TEST
OANeTvs F HSHER PLSD

Tabla 2: Diferencias significativas entre los distintos grupos seminales.

32 Osasunaz. 4, 2001, 19-35



Degradacién enziméatica de TRH y andlogos en semen humano. Posible funcién en la fertilidad

PIROGLUTAMIL AMINOPEPTIDASA |

(PROSTASOMAS SOLUBLE)
PROBABILIDAD P<0.0425
GRUPO MEDIA ERROR
A Astenospermia 922.7 228
(AD) Asteno-teratos permia 840.4 221
(ANeT)  Asteno-necro-teratospermia 1082 280
(OANeT) Oligo-asteno-necro-teratospermia 726.4 248
(NeD Necro-teratos permia 665.1 202
N) Normozoospermia 1156 498
® Fertil 1812 252

Tabla 3: Niveles de actividad de la piroglutamil aminopeptidasa I (PGAI en los distintos diagnés-
ticos seminales en la fraccién prostasomal soluble.

Los resultados estdn expresados en unidades de peptidasa por miligramo de proteina (UP/ mg
proteina).

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
Avs F HSHER PLSD
ATvs F HSHER PLSD
ANeTvs F HSHER PLSD
OANeTvs F HSHER PLSD
NeTvs F HSHER PLSD

Tabla 4: Diferencias significativas entre los distintos grupos seminales.

PIROGLUTAMIL AMINOPEPTIDASA |

(PROSTASOMAS MEMBRANA)
PROBABILIDAD P<0.4136
GRUPO MEDIA ERROR
A Astenospermia 415.5 66.33
(AD) Asteno-teratos permia 461.7 56.39
(AneT)  Asteno-necro-teratospermia 316.3 38.24
(OANeT) Oligo-asteno-necro-teratospermia 310.2 46.41
(NeD Necro-teratos permia 269.5 36.46
N) Normozoospermia 397.2 53.24
®» Fertil 389.1 41.55

Tabla 5: Niveles de actividad de la piroglutamil aminopeptidasa I (PGAI en los distintos diagnés-
ticos seminales en la fraccién prostasomal unida a membrana.

Los resultados estdn expresados en unidades de peptidasa por miligramo de proteina (UP/ mg
proteina).
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PIROGLUTAMIL AMINOPEPTIDASA I

(PROSTASOMAS MEMBRANA)
PROBABILIDAD P<0.1604
GRUPO MEDIA ERROR
(0:\) Astenospermia 160.8 23.62
(AT Asteno-teratos permia 180.1 23.81
(AneT) Asteno-necro-teratospermia 140.8 10.22
(OANeT) Oligo-asteno-necro-teratospermia 205.0 22.09
(NeD Necro-teratospermia 137.1 18.15
N) Normozoospermia 114.2 14.74
® Fertil 164.5 10.97

Tabla 6: Niveles de actividad de la piroglutamil aminopeptidasa II (PGAID) en los distintos diag-
nésticos seminales en la fraccion prostasomal unida a membrana.

Los resultados estan expresados en unidades de peptidasa por miligramo de proteina (UP/ mg
proteina).

PROLIL ENDOPEPTIDASA
(LIQUIDO SEMINAL)

PROBABILIDAD P<0.0199
GRUPO MEDIA ERROR
(0:\) Astenospermia 94.56 10.29
(AD) Asteno-teratos permia 79.63 9.73
(AneT)  Asteno-necro-teratospermia 85.34 9.05
(OANeT) Oligo-asteno-necro-teratospermia 148.8 18.30
(NeD Necro-teratos permia 104.0 12.68
N) Normozoospermia 80.25 9.12
® Fertil 110.2 7.17

Tabla 7: Niveles de actividad de la prolil endopeptidasa (PE) en los distintos diagnésticos semi-
nales en el liquido seminal.

Los resultados estan expresados en unidades de peptidasa por miligramo de proteina (UP/ mg
proteina).

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

Avs OANeT FISHER PLSD
AT'vs OANeT FISHER PLSD
ATvs F FISHER PLSD
ANeT vs OANeT FISHER PLSD
OANeT vs N FISHER PLSD
OANeT'vs F FISHER PLSD

Tabla 8: Diferencias significativas entre los distintos grupos seminales.

34 Osasunaz. 4, 2001, 19-35



Degradacién enziméatica de TRH y andlogos en semen humano. Posible funcién en la fertilidad

PROLIL ENDOPEPTIDASA
(PROSTASOMAS SOLUBLE)
PROBABILIDAD P<0.4875
GRUPO MEDIA ERROR
A Astenospermia 722.7 118.3
(AT) Asteno-teratos permia 547.8 60.37
(AneT)  Asteno-necro-teratospermia 565.8 66.29
(OANeT) Oligo-asteno-necro-teratospermia 790.6 102.3
(NeD Necro-teratos permia 424.2 80.7
N) Normozoospermia 526.1 108.1
® Fertil 549.1 76.10

Tabla 9: Niveles de actividad de la prolil endopeptidasa (PE) en los distintos diag-
nésticos seminales en la fraccién prostasomal soluble.

Los resultados estdn expresados en unidades de peptidasa por miligramo de proteina (UP/ mg
proteina).

PROLIL ENDOPEPTIDASA
(PROSTASOMAS MEMBRANA)
PROBABILIDAD P<0.3007
GRUPO MEDIA ERROR
0\ Astenospermia 341.8 46.00
(AD Asteno-teratos permia 379.8 43.13
(AneT)  Asteno-necro-teratospermia 286.2 29.12
(OANeD Oligo-asteno-necro-teratos permia 292.4 38.51
(NeD Necro-teratos permia 256.1 35.79
N) Normozoospermia 288.9 34.43
® Fertil 378.4 32.13

Tabla 10: Niveles de actividad de la prolil endopeptidasa (PE) en los distintos diagnésticos
seminales en la fraccion prostasomal unida a membrana.

Los resultados estan expresados en unidades de peptidasa por miligramo de proteina (UP/ mg
proteina).
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