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RESUMEN

Las anexinas son una familia de proteinas que se asocian a membranas bioldgicas
y o bicapas lipidicas de manera reversible y dependiente de Ca®*, que han sido
relacionadas en varias tipos celulares con el proceso de exocitosis (Pollard y col., 1987;
Papahadjopoulos y Duzgunes, 1990; Glenney y Tack 1985). En los espermatozoides de
los mamifercs han sido detectadas algunas anexinas, cuya funcion se descanoce; en el
proceso denominado reaccion acrosomal (RA), su parsicipacion especifica no ha sido
estudiada. En este trabajo, se aivkaron dos provefnas del testiculo del cobayo (Mrs: 50
kDa y un doblete de 31/33 kDa), que presentaron la capacidad de unirse a las
membranas del eritrocito de manera dependienie a la comcentracion intracetular de Ca’*;
es decir, mostraron la propiedad que coracteriza a las anexinas. Por oira parte, se
caructerizaron dos proteinas caracteristicas del espermaiozoide del cobayo con Mrs: 42
kDa y 66 kDa); la prinsera tuvo un comportamiento iipico de anexina ya que, se unib
a las membranas plasmética y acrosomal externs de manera dependiente a la
concentracidn de calcio, la segunda, de 66 kDa, aunque fue reconocida por un
anticuerpo monoclonal especifico para la anexina VI, no presenté la propiedad de unirse
a las membranas de manera dependiente a la concentracién de caicio. Esta dltima se
encontrd asociada a la membrana plasmdtica del espermatozoide y no se separé de ella
por tratamiento con EGTA. Se confirmé la localizacion de la protefna sp42 en la regién
acrosomal, y se determiné que aparentemente se encuentra entre la membrana acrosomal
externa y la plasmdtica. Ademds, se realizé la deteccién de la brolc(na sp69, la cual fue
localizada en el acrosoma y en el flagelo. Las proteinas p31/33, p50y sp42 no mostraron
reaccion positiva a los anticuerpos mono_clormles (comerciales) anti-anexinas LILIV y

VI. La proteina sp66 mosird reaccion cruzada solamente contra el anticuerpo anti-



anexina VI. Nuestros resultados sugieren, que spé2 puede estar involucrada en la
reaccién acrasomal por su localizacién en la regidn acrosomal y su capacidad de unirse,
de manera dependienie a la concentracion de caicio, a las membranas plasmdtica y
acrasomal externa, permaneciendo atin por establecerse, si sp42 es realmente un miembro
de la familia de las anexinas. Por oira parie, la proteina espermdtica de 66 kDa, aungue
fue reconocida por el anticuerpo especifico para la anexina V1, tuvo un comportamiento
atipico, y su funcion no fue abordada en este trabajo.



INTRODUCCION

El espermatozoide o gameto masculino es una célula altamente diferenciada en
estructura y funcion y es el producto de la gametogénesis, proceso que ocre en los
ttibulos seminiferos de los testiculos del macho sexualmente maduro (Eddy, 1988).

Morfologicamente, el espermatozoide es una céluln alangada que mide hasta 60
micrémetros de longitud (Fougues, 1992), estructuralmente esid organizado en cabeza
y cola o flagelo, unidas entre st por el cuello. La célula estd cubierta por la membrana
plasmdtica (Albersy col, 1969). A sx ve la cabem se divide en dos regiones: la regitn
acrosomal con su segmento ecuatorialy la region postacrosomal, mientras que el flagelo
se divide en: pieza media, pieza principal y piess final (Fig. 1). La cobeza del
espermatozoide del hombre mide de 4 a 5 micrometros de longitudy de 3 a 4 micréme-
fros de ancho, la forma y el tamafo de la cabeza es caracteristica de la especie (Fouguet,
1992). La cabeza del espermatozoide esid constitulda por el niicleo que contiene al
mazerial genético aliamente condensado, el acrosoma que cubre los dos tercios anseriores
del nicleo, citoplasmay componentses del citoesqueleto (Eddy, 1988; Austin, 1982)

Capacitacion
Inicialmente cuando el espermatozoide es liberado o eynculado, no pueden

Jemtilizar al évulo, sin embargo cuando pasan por el tracto reproductor de la hembra
adquieren la capacidad de fertilizar, a este proceso se le denomina capacitacién (Austin,

1981). Duranie este procesa le ocurren una serie de cambios .estrucmmles, subcelulares

y moleculares que habilitan al g comao esper ide fertilizante (Yanagimachi,

1988); dentro de estos cambios incluyen modificacion, redistribucion o péndida de
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Figura 1. Morfologia general del espermatozoide de mamifero mostrando las di
estnicturas que los constituyen (Fawcett, 1975). g eremies



protetnas del plasma epididimal y seminal que ocumen en la superficie del espermato-
20ide eyaculado. Las evidencias que apoyan lo anserior son el reconocimenio negativo
poranticuerposanti-plasma seminal en los espermatozoides capacitados, en comparacion
con los eyaculados. De igual menera se observa la pérdida de glicoproteinas epididimales.
En estudios con lectings, se ha llegado también a la conclusion de que la membrana
plasmdtica del espermatozoide se altera durante la capacitacién (O'Rand, 1982;
Langlais, 1985). Otro cambio importante a nivel de mambrana, que ha sido, relacionado
con la capacitacion es relativo a un intercambio de lipidos, tales como la fosfatidil colina
y el colesteral; lo cual induce la desestabilizacion de la membrana y una permeabilidad

incrementada al calcio, que a su vez promueve la fusion y la reaccidn acrosomal
(Yanagimachi, 1988).

Tanto el metabolismo energético oxidativo como el gifcolitico, se ha descrito que
se incrementan con la capacitacion. Ast mismo, el movimiento del espermaiozoide se
vuelve mds enérgico y de caractertsticas singulares, al cual se le denomina movimienso
hiperactivado, que se sugiere ayuda al espermatozoide a vencer las barreras fisicas que
el évulo presenta como cunierta mds interna, la zona pelicida. (Yanagimachi, 1981).
Una vez que el espermatozoide ha sido capacitado esta listo para sufvir el siguiente
proceso; la exocitosis acrosomal esto es en respuesta a moléculas que se asocian al 6vulo,
peneirando la zona pelicida, y fusionarse con la membrana plasmdtica del ovulo.

Aunque estos usu nie en el tracto reproductor de la hembra, el

desarrollo de si que pr en la capacitacion "in vitro” no se hizo esperar, la

manipulacion “in vitro" la cual ha hecho posible el andlisis mds cuidadoso de los

requerimi del esper de para desarrollar la habilidad para fertilizar al 6vulo.



Al igual como se ha observado ®in viva", ¢l tiempo en que el espermatozoide requiere
pani su capacitacion varta con la especie, 1 h el espermatozoide del raton, de 5-6 h el
d?l ser humano. También ha sido aparente, que los espermatozoides de una misma
muesira no logran su capacitacion al mismo riempo. Algunos factores que controlan o
afectan la capacitacion son: la temperatura, variaciones individuales, los componentes
del medio, el pH, la osmolaridady también el origen de los espermatozoides a capacitar;
es decir, si son obtenidos de los conductos del macho (cola del epididimo o de conductos
deferentes, o bien provengan de la eyaculacion) (Yonagimachi, 1988). '

Aparentemenie en la capacitacion del espermatozoide participan todas las regiones
del tracto reproductor femenino. En el dtero de la coneja se haﬁ capacitado
espermatozoides de diferentes especies. Esto lleva a dos consideraciones: que no existe
sna especificidad de especie y que ¢l titero podria ser el sitio de la capaciadad nawral.
Se ha determinado que tanto el moco cervical, como las secreciones del oviducto
coadywvon en la capacisacion del espermatozoide; y para algunos autores este Giltimo
drgano puede ser el principal sitio de capacitacién (Bedford, 1983).

Reocciém acrosomal

El acrosoma es una estructira en forma de saco, que se encuentra delimitado por
sus membranas, la acrosomal extema (adyacente a la membrana plasmdtica) y la
acrosomal interna (cercana a la envoltura nuclear); .m contenido o matriz se compone
principalmente de enzimas de naturaleza hidrolttica, las principales son la hialuronidasa,
la acrosina, las fosfolipasas A y C, catepsina D, la acetilglucosaminidasay otras mds que
participan en la degradacitn de las envoluuras del ovulo durante la fertilizacion (Eddy,




1988: Austin, 1982; Yanagimachi, 1988). Estas enzimas son liberadas cuando esperma-
tozoide se encuentra muy cerca del dvulo, mediante un proceso llamado reaccion
acrosomal (RA), en el cual la membrana plasmdtica se fusiona con la membrana
" acrosomal externa en miltiples sitios, formando vesiculas hibridas, que se pierden,
quedando expuesta la brana aci ! int sobre el leo (Spungin y col,

1992; GMﬂ y Hausten, 1987). La pante posterior del acrosoma, llamada segmento
ecuatorial y la region postacrosomal, quedan intactas después de la reaccion acrosomal
(Fawces, 1975)(Fig 2). Funcionalmente esias regiones son importantes, porque son
consideradas como los sitios principalmente reconocidos por la membrana plasmdtica
del ovulo para llevar a cabo la fertilizacion (Glander y Hausten, 1987).

Significado funcional de la reaccitn acresemal

La reaccion acrosomal tiene dos funciones principales: 1) ayudar al
espermatozoide a pasar a través de las envolturas del 6wulo, mediante la liberacion de
enzimas hidrolfticas y 2) reorganizar la membrana plasmdtica a nivel de la region
ecuatorial, permitiendo la exposicién de sitios recepiores que reconocen a la membrana
plasmdtica del 6wulo, para fusionarse con ella (Yanagimachi, 1988; Talanzis y col,
1993).

Inductores de la reaccién ecrosomal
Se considera que el dmpula del oviducto es el sitio donde se lleva a cabo la

fertilizacién y ademds el sitio principal donde el esper ide sufre la RA. Entre los

inductores naturales de la RA se encuentran el flutdo foliculary el cummulus oophurus
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Figura 2. Cabeza del espermatozoide mostrando los diferentes pasos de s  reaccidn
acrasomal. Cdpsula acrosomal (CA), membrana acrosomal interna (MAI),
membrana acrosomal exderna (MAE), niclec (NUC)y membrana plasmdtica (MP),
a) cabeza del espermatozoide intacto, b) fusion de la MAE y la MP en difererues
penios, e imicio de la wdelcoaumdoacmaomal, c) formacion de las
vesicwlas mivias y la tomsl dispersiim del comenido acosowal, d) cabess el
espermatozoide despuls de la RA, pone de la MAE pereneciente ol segmenio
ecuasorial permanece después de la RA (tomado de Fawcets, 1975).



~ queinduce la RA in vitro, en los espermatozoides de varias especies (Luiy Meizel, 1977;
Suarez y col., 1985; Sidhu y Guaraya, 1988; Siiteri y col., 1988).

Al parecer son los glicasaminglicanos (GAG) presentes en el cummulus los que
estimulan la RA en espermatozoides (Lenz y col., 1983; Petersony col., 1978). También,
la heparina y el condroitin sulfato, componentes del cummulus son efec)ivos para inducir
la RA (Delgado y col, 1976); para la heparina existe un receptor espermdiico sobre la
membrana plasmdtica del espermatozoide y la unién es dependiente de Ca**, pH y
temperatura. El mecanismo de accién propuesto, para los glicosaminglicanos en la RA
es el de la estimulacidn de las enzimas de la superficie espermdtica requeridas para la
RA (Penterson y col, 1978; Lenz y col, 1963).

Por otra parte, de la zona pelicida se purificé una protetna de 80 kDa
denominada ZP3; ésta es una glicaprotetna de matriz que es sinsetizada y secretada

. por ¢l ovocito en crecimienio (Bleil y Wassarman, 1980, 1986 y 1988). ZP3 juega un
papel muy imporsante durante la feniilizacion, ya que ha sido reconocida como un
inductor de la RA, de los espermatozoides del raton (Bleil y Wassarman, 1980).

Meceniames de la exocitosis y de la reaccién acrosomal

La exoitosis es un proceso de secrecion, en el cual el contenido de los grdnulos
secretorios es liberado. Durante el proceso, la membrana del grénulo se fusiona con la
membrana plasmética, seguida por la descarga del contenido granular hacia el espacio
extracelular (Zaks y Crewtz, 1990). La exocitosis ocurre en una variedad de tipos
celulares, que incluye desde organismos primitivos como los protozoarios, hasta células

altamente diferenciadas como son las células endocrinas y las neuronas (Sontag, y col,



1991).

El mecanismo de la exocitosis ha sido muy bien definido y comienza con lo

sintesis de las proteinas de secrecion en los ribosomas del reticulo endopldsmico (RE)
(Buicher, 1978). Las protelnas entran al lumen del reticulo endopldsmico y som
tansportadas hacia el apamlo de Golgi por derivaciones del RE (Kelly, 1985).
En el aparato de Golgi las proteinas son modificadas, concentradas y m-paqu«adas
dentro de vestculas membranales, y liberadas como brotes del complejo de Golgi,
gquedando listas para sufrir exocitosis (Pollard y col., 1985). La via bdsica de secrecién
es similar en muchos ftipos celulares. Sin embargo, puede variar en distintas etapas
especificas. Es por ello, que la secrecidn se ha definido como de dos tipos : una lamada
secrecion constitutiva y otra regulada (Kelly, 1985).

La secrecién constitutiva se caracteriza por que no necesila de un estimulo
extracelulor para que ocura y paquendadulaimmcidndeempas,comd
empaquesamienio o almacenamiento del matenial de secrecion, ademds de que el
transporte ocurre en un periodo cono. En contraste en la secrecion regulada, las células
secretorias (de gldndulas exocrinas y endocrinas) requieren de un inductor externo, por

]

ejemplo una hormona o un neuroiransmisor, para liberar su contenido en un perte
breve. Las células que tienen secrecion regulada presentan vestculas, cuya cubierta es
camcteristicamente electrodensa 'y en su interior almacenan el material de secrecion. Una
vez llevada a cabo la secrecion, estas células simetizan y almacenan nuevamente
productos secretorios en vestculas, cuya vida media es larga (de varios dias)(Kelly, 1985).

La secrecion ocurre solamente cuando el nivel de uno o varios segundos

mensajeros intracelulares es alterado; por ejemplo, un incremento del calcio libre



intracitopldsmico, el cual es considerado como la principal sefal para que se lleve a cabo
la exocitosis. Se ha visto que la exocitosis puede ser direciamente activada en células
permeabilizadas mediante un incremenio de calcio intracelular; sin embargo otros
factores, tales como la pmwlna cinasa C y la liberacion de dcido araquidonico pueden
también activarla (Burgoyne y col., 1991; Burgoyne' y Morgan, 1992).

Durante la exocitosis regulada hay una serie de eventos mediados por la presencia
de transductores como la proseina G y canales de calcio. La proteina G participa en las
sefales transmembranales que se llevan a cabo en la superficie de la membrana, ésto a
través del .mlema agonistajreceptor-proieina G la cual activa a un efector ya sea enzima
o canal (Lindery col. 1992). La fase inicial del proceso (sefal extracelular) hace que el
recepior esté listo para desorganizar a la membrana, esto es a traws de la activacion de
la fosfolipasa C, que cataliza la hidrdlisis de fosfatidilinositol (IP) contenido en la
membrana plasmdtica a dos productos menores: el inositolirifosfato (InP3) y diacil-
glicerol (DAG) en cantidades equimolares, incrementdndose ast la concentracion de estas
dos moléculas, las cuales en turno activan dos ramas de esta via, el metabolismo del
inasitolirifosfato y el del 1,2 DAG (Mate'y Rodger, 1993). Estos companentes acttian
comao segundos mensajeros; por un lado el IP3 puede ser fosforilado por una cinasa
especlficé y convertilo en IP4, el cual es biolégicar;ueme activo o puede ser
desfosforilado a IP2 (1,4 bifosfato), que no es biolégicamente activo. Por otro lado el
IP3  libera exclusivamente calcio secuestrado en reservorios intracelulares; como

resultado de lo anterior, se produce un incremento del catién 'en el citoplasma, el cual

se une a protelnas citosolicas, principalj a calmodulina formando ast el complejo

calcio-calmodulina, que activa a protetnas cinasas para llevar a cabo la fosforilacion



de otras proteinas. La fosforilacion puede iniciar una respuesta celular, como es el caso
de la secrecion de aldosterona (Rasmussen, 1989).

En el caso del DAG, éste activa a la protetna cinasa C (PKC), y ser fosfonilado
y conventirse a dcido fosfatidico, que es un importante intermediario ' en la sintesis de
fosfatidilinositol difosfato; o puede ser desacilado por una lipasa, la cual libera a su vez
dcido araquidonico, que es un precursor de eicosanoides (agentes altamente fusogénicos).
Poroaolado:eha.wgmﬂoguemamdade?KClaﬁmcidnddDAdenla
exocitosis acrosomal en los espermatozoides (Harrison y Roldan, 1990; Roldan y
Harrison, 1990a; Roldan y Mollinedo, 1991), es 1) la de provocar la activacion de la
fosfolipasa A, (PLA,) que a su vez hidroliza los fosfdtidos contenidos en la membrana,
y 2) la liberaracion de agentes fusogénicos como son los lisofosfolipidos y el dcido
araquiddnico, que son aliamente fusogénicos, e iniciar la fusion de las membranas
duranse la exocitosis (Burgoyne y col, 1991).

Como resultado de la cascada seRalada de eventos, se leva a cabo la fusion de
las membranas; sin embargo se ha considerado indispensable, que previamente ocurra
la desorganizacion (ruptura) de filamentos de actina que forman parte de una red
subcortical para permitir la fusion de las membranas (Burgoyne y Cheek, 1987), este
paso pudiera estar regulado por otros faciores como una proteina denominada
escinderina (Visale y col, 1991) y el AMPc (Perrin y col, 1992).

En la RA, los mecanismos por los cuales se da el incremento de calcio en el
citosol no son aiin bien conocidos. Se manejan dos teortas: 1) que la entrada del cation
a través de la membrana es la consecuencia de un cambio en la relacion coleste-

rol/fosfolipidos. Debido a la pérdida de colesterol, cambio que st ocurre durante la

10



capacitacion del espermatozoide, se prnriuceum mayor permeabilidad de la membrana
al calcio (Yanagimachi, 1988; Florman y col. 1989) y 2) acwuaimente, se sugiere la
presencia de canales de calcio dependientes de voltaje en la membrana del
espermatozoide, que pudieran ser activados por la protetna ZP3 (Florman y col, 1992).
Durante el proceso de la RA, en los espermatoroides se han encontrado ires
segundos mensajeros: InP3, AMPc y DAG (Tash y Means, 1983; Roldan y Hamison,
198.8; Harrison y col, 1990 ). S6io para el DAG se ha sugerido funcion, la de activar a
la fosfolipasa A, (PLA,) (Harrison y Roldan, 1990; Roldan y Harrison, 1990a; Roldan
y Mollinedo, 1991). Oxro factor relacionado con la exocitosis es la protetna cinass C
(PKC), awqﬁempmndamlwapqmmwﬂesddwnmlfemmadcm,ya que
la enzima so6lo ha sido encontrada en espermatozoides del ser humano y del camero
(Rotem y col., 1990), pero no en el de otras especies (hdmsser y cerdo) (Roldan y
Harrison, 1988, 1990a). Ast mismo, el andlisis de la actividad de PKC, ha mosirado que
es muy baja en los espermatozoides de las especies que ia presenian. A pesar de ésto, la
ennma ha sido relacionada con los procesos de RA y la moiilidad flagelar, en los
espermatozoides de los seres humanos (Rotem y col., 1990), domde la PKC ha sido
localizada en ambas rcgione;, en la region acrosomal y en la flagelar, y en los
espermatozoides de los bovinos, donde ha sido localizada sélo en las regiones acrosomal
y postacrosomal (Breitbarnt y col, 1992). Ademds el hecho de que activadores de la
PKC, como los ésteres de forbol y el DAG, incremenien el inicio de la reaccién
acrosomal, apoya la participacion de la PKC en ambos procesos (Lee y col., 1987).
Entre las proteinas que modulan las acciones del calcio y que han sido

relacionadas con la exocitosis regulada, se encuentran la calmodulina (CaM)
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(Kopeikina-Tsibonkidouy Deliconstantinos, 1989; Hemdndezy col, 1994) y las anexinas
(Zaks y Crewsz, 1990). La funcion sugerida para estas ultimas proteinas es su
participacion en la agregacion y fusion de las membranas (Creutz, 1992; Lydan y
O’'Day, 1993).

Anexinas

Las anexinas son un grupo de 13 proteinas (tabla 1) con una esauctura altamente
conservada, poseen 4 a 8 dominios altamente conservados (8 en el caso de la anexina
V1) (Fig. 3), y poseen de 60 a 80 aminodcidos repetidos esenciales pars la union de la
la protetna & los fosfolipidos anionicos de manera dependiente de Ca** (Geisow y
Walker, 1986). Sus pesos moleculares varlan entre los 30 y 70 kDa (Kuijpers, y col,
1992), y su caracterfstica comdn es la de poseer la habilidad de asociarse de manera.
reversible, a los fosfolipidos de la bicapa lipldica de la membrana celular, dependiendo
de 2 factores principalmente: 1) de la concentracion de calcio libre intracelulary 2) de
la compasicion fasfoliplica de la membrana (Pollard y col., 1987; Papahadjopoulos y
col, 1990).

La primer anexina descubierta fue la sinexina (anexina VII) por Creutz y col
(1978), quicnes la observaron en las células cromafines de la médula adrenal. Esta
anexina promueve la agregacion y fusion"in vitro® de los grdnulos secretorios de las
células cromafines, y los evenios parecen ser similares a los que ocurren duranse el
proceso de secrecion normal (Zaks y Creutz, 1990). Los miembros de la familia de la
anexinas poseen una esiructura formada por 2 regiones esenciales: un tallo con sitios de

Jfosforilacion y un niicleo que contiene los sitios de unién al calcio, fosfolipidos y
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elementos del citoesqueleto (Glenney, 1985 y 1986; Johnsson, 1986).

Las anexinas se encuentran ampliamente distribuidas, y han sido aisladas de
varios tejidos y tipos celulares de varias especies animales. Se han aislado de la médula
adrenal, cerebro, higado, células epiteliales intestinales, clulas episeliales de la gldndula
mamaria, aorta, miisculo esquelético, comz6n, linfocitos, neutrofilos, placenta, bazo,
pulmon, paratiroides y testiculos (Zaks y Crewsz, 1990). Para este grupo de proteinas se
ha propuesto qu? desempean un papel muy importante en una voriedad de procesos
celulares tales como: el crecimiento celular, accidn antiinflamatoria, organizacion de los
dominios liptdicos y del citoesqueleto y en la regulacion de la exocitosis (Zaks y Creutz,
1990; Creurz, 1992).

Se ha observado que algunas anexinas se encuensran localizadas en el citoplasma
de la ctlula ast como en la membrana plasmdiica y algunas veces asociadas al
citoesqueleto (Geisow y Walker, 1986; Gerke y Weber, 1984; Edwars y Booth, 1987 y
Glenney y col., 1987). Por su localizacion en lo célula y su capacidad de unir calcio se
ha sugerida que las anexinas pueden estar involucradas en la regulacion del trdfico de
membrana durante la endo y la exocitosis en interaccion con los componentes del
citoesqueleto (Gakc y Weber, 1984; Geisowy Walker, 1986; Fava y Cohen, 1984; Drust
y Creutz, 1988 y Nakata y Hirokawa, 1990). Aunque la p ia de la anexina VII y

olras anexinas es relevante en fracciones celulares, o en la vecindad del aparato
secretorio, ésto s6lo nos provee una evidencia circunstancial de su posible participacion
en la exocitosis, proceso dependiente de calcio.

Se han realizado algunos estudios con liposomas y se ha observado que por

¢jemplo la calpactina I es hdbil para agregar los fosfolipidos contenidos en los liposomas

13



i, 2000+ A~~~ COOH Endonssn
(Annedin V)
A S bt A pAmntrne— COOH  ENdOnein ¥
m; s (Annadin V)
> — Ao COOH Lip
Wy 2 (Annexin 1)

Ny 4_?"- Ao p S g et COOH

m,\_; : (Annexin k)

WS AP A P Py COOM
¥Ys

N SRR R R COOH. annexin i)

e |
Caleteciin
| (Anen vy

Figwrs 3. Estructura primaria de 6 anexinas. La estuctura de las anexinas esuf
caracterizada por la presencia de 4 a 8 dominios altamente conservados

por las lineas onduladas. La estructura cercana al amino terminal (NH2) es Gnica. La
Y (drosina) y la S (serina) represemsan los sitios de fosforilacién en el wllo de la
calpactina y la lipocortina. La calpactina (anexina II) es un tetrdmero que muesira la
asociacion de la regibn amino terminal de la cadena pesada con la cadena ligera
(dimero p10) (tomado de Creutz, 1992).
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de manera dependiente de calcio. Estudios recientes comprueban que el compqu
calpactin I (complejo que consiene dos cadenas pesadas de 36 KDa y dos cadenas

ligeras de 11 KDa (Enikson y col, 1984; Gerke y Weber, 1984; Glenney y Tack, 1985)
puede promover la fusion de los granulos secretorios entre si, a concensraciones

micromolares de calcio, en presencia de dcido araquidénico (Drust y Crewiz, 1988).

Ansxinas en espermetozoides
Son pocos los esmudios que se han realizado en relacién a la  presencia y

localizacion de las anexinas en los espermatozoides. En estos estudios se mostré que
las esperméiidas del camero paseen  tres tipos de anexinas: las denominadas tipo 1,
Hy VI (Feinberg y col. 1991). En los espermatozoides maduros de hdmster, del ser
humano y del camero también se observé la presencia de las ires anexinas antes
» mencionadas (Moore y Dedman, 1982; Berruti, 1988; Feinberg y col, 1991), los cuales
fueron localizadas en las regiones postacrosomal y flagelar, mientras que en el
espermatozoide del bovino se han encontrado sélo dos anexinas: una de 3.5 kDa
(conocida como calelectrina de 32.5 kDa) que fue localizada en la region acrosomal y
una anexina de 67 kDa (anexina VI o calelectrina de 67 kDa), que fue localizada tanto
en la regién acrosomal como en la flagelar. Los autores antes mencionados stugierieron
la posible participacion de estas proteinas en procesos tales como la motilidad flagelor,
{a fertilizacion y la RA, todos ellos procesos dependientes de calcio. Sin embargo, por

su localizacién celular, solo en los esp z0ides del bovino podrian estas anexinas

estar relacionadas con el proceso de la RA.
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TABLA 1. NOMENCLATURA DE LAS ANEXINAS

 Amanins Nomive comin
Ancine 1 Lipocorting
Ancxine  [1 Cabactina
Anesina Il Lipocorsine 111
Anecina IV 32.5 kDs Cale-
: lectrina
Ancxine  V Endosnexina ll
Ancsing VI | 67-kDa Caleiec-
. tring
Anexinae VIl Sinexing
Anecina VN vacpg
Ancine X1 P30
X

Lecalizacién
Citosol (Zaks y Crents, 1990)

Suble, msociads
ala MPy alos

grénulos cromefine
(Zakz y Creusz, 1990).
Citosol (Crumpton y Dedman, 1990).

RE,en fibroblastos

» en la regidn

crasomal de esper-
malozoides (Sidhof,

1984).

Cisoeol (Zaks y Creutz, 1990).

Difisas en la cara interna de la
plasmética de

Células cromafines de la
médula adrenal (Creutz y col.
1978) :

Niicleo de fibroblastos
de embriones

de rata (Mizutani

¥ col. 1992).

Anexina especifica de
intestino, asociada a
la MP de la celulas de
{as criptas (Wice y
Gordon, 1992)
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Justificacién

Cruz Trejo en 1994, maquueelapamwmddedelcohyapasecdospmm
semejantes a las anexinas y las denomint spd2 y sp66, ambas fueron detectadas en el
extructo de proteinas tokales de espermatozoides y en las vesiculas de la reaccion
acrosomal (VRA). Sin embargo, por inmunofluorecencia en espermatozoides recién
obienidos y en los capacitados se detectd a sp42 espectficamente en la region apical del
acrosoma, mientms que la proteina de 66 kDa no pudo ser detectada en la célula. Por
su localizacién, se suginé que sp42 podria estar relacionada con la RA, lo gue se vio
apoyado por los cambios que ocurrieron en la localizacion de la proteina, de la parte
apical del acrosoma a todo el organelo (acrosoma), poco antes de la RA; ademds, por
el hecho de que sp42 fue liberada durante la RA en las vesiculas comespondientes.

Con base en los trabajos realizados en varios tipos celulares, en los que se muestra
la participacién de las anexinas en el proceso de exocisosis, consideramos que por su
localizecion ambas proteinas sp42 y sp66 (posibles anexinas) de los espermatozoides del
cobayo, podrian estar participando durante la RA. Por lo anseriormente sedalado, esie
tmbajo ﬁu‘ enfocado hacia la caracterizacion de ambas proteinas, especificamente a
investigar si éstas presensan caracteristicas que las pudieran catalogar como anexinas y
su posible relacién con la RA.
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HIPOTESIS

. Si las protenas sp42 y SpB6 lienen caractertsticas similares a las anexinas, por su
localizacion en la region del acrosoma; consideramos que podrian estar jugando un papel
muy importanie en la regulacite del proceso de la reaccidn acrosomal.

ORJETIVO GENERAL

Determinar si las proieinas del espermatozoide (sp42 kDa y sp66 kDa) y la
Pp31/33 kDa del testiculo del cébaw tienen la capacidad de unirse a biomembranas de
manera dependiente de calcio, la caracteristica principal de las anexinas.
ORJETIVOS PARTICULARES
A) Purificacion de {a proteina tipo anexina p31/33 kDa del testiculo del cobayo.

B) Inmunaodeteccion de las proteinas (sp#2ys p66) en espermatozoides desmembranados.

C) Deserminacion de la capacidad de union de las proceinas, p31/33 testicular, sp42 y
SpO0 espermdtica, @ biomembranas.

D) Caractenizacion de las proteinas p31/33, sp42 y sp66, mediante anticuerpos

monoclonales comerciales contra las anexinas I I, IV y VI.
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MATERIAL Y METODOS

Purificacién de annexines.
La purificacion de las protetnas p31/33, p42 y p66 se hiz6 a partir de los testiculos
del cobayo, como lo describen Bandorowicz y colaboradores (1992) para higado de

cerdo. Los testiculos (100 g) fueron homogencizados en 200 ml de solucion A (ver
apéndice) en frio (4°C), adicionada de dos diferentes mezclas de inhibidores de
protessas. Primeramente con la mezcla I el los testiculos fueron homogeneizados,
posteriormente este homogenado fue filtrado y centrifugado dos veces consecutivas,
primero a 15,000 x g por 15 minutos ¢ inmediatamente después, el sobrenadante a
39,000 x g por 30 minutos. El sobrenadante de esta tiltima centrifugacion fue recuperado
y suplementado con CaCl, 6.5 mM e incubado a 0°C, durante 30 minutos. Las proteinas
precipitadas por el calcio fueron recuperadas por centrifugacion a 39,000 x g por 30
minuios. La pastille fue resuspendida en la solucién A en la que el EGTA fue
reemplazado por 1 mM de CaCl,la suspension se centrifugé a 30,000 x g por 60 minutos
y se deseché el residuo. Inmediatamente después el sobrenadante fue dializado contra el
amortiguador A (ver apéndice).

La purificacion de las anexinas se realiz6 por medio de una cromatografia de
intercambio idnico en una columna que contenta resina mono Q; la columna fue
equilibrada con el amortiguador B. Se tomaron 10 ml de muestra y se pasaron por la
columna. Las proteinas unidas a mono Q fueron eluidas con un gradiente discontinuo
de NaCl (100 a 500 mM) y fueron posteriormente
. analizadas por SDS-PAGE (10%).
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Electroforesis.

Para determinar la pureza de las anexinas y los patrones proveicos de las diferenses
fracciones a usar, se realizaron geles de poliacrilamida (PAGE) al 10% aplicando la
muestra en condiciones reductoras y siguiendo la técnica de Laemmli (1970). Los geles
fueron tefidos con plata, siguiendo el método de Morrisey (1981).

Inmunodeteccion de anexinas (Western blos).

Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a membranas de nitocelulosa
(MNC) como lo describe Towbin (1979). Las tiras de MNC, fueron previamente
bloqueadas durante 1h a 37°C con la solucion blogqueadora. Después del blogueo, los
membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante 1 h, con los anticuerpos anti-
anexina dilutdos en la solucion de blogueo. Para ser usados, el anticuerpo policlonal
anti-p31/33 se diluy6 en una proporcion 1:200 y los anticuerpos monoclonales contra las
anexinas I, I, IV y VI en una proporcion 1:5000. El anticuerpo fue detectado a su vez,
con un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa, (IgG de chivo anti-IgG de Ar:onejo o
IgG de conejo anti-IgG de ratdn, respectivamense). Los segundos anticuerpos fueron
dilutdos en la solucién de bloqueo (1:10,000), e incubados con las muestas por I hra
37C. La reaccibn de los anticuerpos fue revelada adicionando el sustrato
(diaminobenzamidina) para la peroxidasa, siguiendo el méiodo de De Blass y Cherwinski
(1983).

Obtencidn de espermatozoides.

Los gametos se colectaron por perfusion de los conductos deferenies de cobayos
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adultos, aplicando una solucién de NaCl 0.154 M, e inmediatamente las células fueron
lavadas 3 veces por centrifugacion-resuspension (500 x g por 4 minutos), en la ;olucidn
de NaCl La concentracion de espermatozoides fue cuantificada en una cdmara de
Neubauer,

Purificacion de espermatozoides.

La punificacion de espermatozoides se Rizé en un gradiente de Percoll del 15 al
100% (Moreno Fierros y col.,1992). lnlcialn_leme se preparé una solucién stock de
Percoll (ver méiodas) y después sobre el gradiente se le adiciond la suspension (1 ml) de
espermatozoides en NaCl (200-250 x 10° cel/ml), el gradiente se centrifugé a 5,000 x g
a 4°C durante 30 minutos. Una vez centrifugados, se recuperd el anillo formado entre la
interfase de 75 y 100% el cual contenta a los espermatozoides puros. El exceso de
Percoll fue eliminado lavando a los espermatozoides 3 veces en NaCl 0.154 M, por
centrifugacion-resuspension.

Oldencién de membrana plasmética sotal de espermatoroides del cuyo.

Para la obtencién de la membrana plasmética se seguié el método descrito por
Stojanoff y col. (1988). Los espermatozoides previamente purificados por Percoll y
lavados, se resuspendieron en el medio A, en el mismo medio se agregé la mezcla I de
inhibidores. La suspension celular fue ajustada a 20 millones de espermatozoides por
mi, homogeneizada en un homogeneizador Teckmar, 30 segundos a baja velocidad (800
load/min) y 15 segundos a mayor velocidad 9500 load/min). Enseguida la suspension fue

cenirifugada a 2000 x g por 30 min a 4°C, para colectar a los espermatozoides
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desmembranados.

El sobrenadante se dividis en dos partes: La primera fue ultracentifugada a
100,000 x g por 2 horas y se obtuvo el sobrenadante o la fraccion soluble. La pastilla
(membranas) obienida fue lavada con amortiguador C, solubilizada con SDS al 1% y
separada en PAGE-SDS. La segunda fraccion inicial (membranas en suspension) se
mananvo a £C pampoaafamamymdeunién de p42 a la membrana del

espermatozoide.

Obtencidm hmmbmnphmﬂiu‘h la regién acrosomal (MPRA) de espermatozoides
del cobeyo,

La obtencion de la membrana plasmdtica de la region acrosomal se realizé
siguiendo el método descrito por Stojanoff y col. (1988), el cual fue muy semejante al
anteriormente descrito para la membrana soial, la modificacién consiste en que en lugar
de wilizar medio A se wiiliz6 ¢l medio AH. En este caso, los espermatozoides sin
membrana plasmdtica de la region acrosomal fi lectados por centrifugacion a

2,000 x g por 30 minutos y fijados para andlisis inmunocitoquimico con los anticuerpos
anti-p31/33 y anti p66. Mientras que las membranas fuemn colectadas por ultracentri-
fugacion (100,000 x g, por 2 hrs), lavadas dos veces con amortiguador C y solubilizadas
con SDS al 1% (conceniracién final) y analizadas por Western bloy.

Obtencion de branas de eritrocil

Las membranas de eritrocitos fueron obtenidas siguiendo el método de Vann
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Bennet (1984). Se colects sangre fresca de seres hu en la solucién B y se le

adicioné amortiguador de sedimentacion y se le dejé incubando por 1 h a 4°C. La
sangre fue cewrifugada a 20,000 x g por 15 minusos a 4°C, se retir6 el sobrenadante y
se procedi6 a extraer de las células la hemoglobina medianie un tratamiento hipoténico.
Para ello, a los eritrocitos se les adicionaron 10 voltimenes de amortiguador de lisis frio
ver apéndice. Se realizaron warios lavados con este amortiguador hasta que se eliminé
por completo la hemoglobina. Una vez que las células ya no contentan hemoglobinag
fueron inmediatamente centrifugadas a 37,000 x g por 10 min a 2°C. Las membranas
de eritrocitos se utilizaron para hacer el ensayo de union a biomembranas, de las
protetnas tipo anexinas obtenidas del testiculo (p31/33 y p50).

Unién de las proteinas testicwlares, tipo anexinas, « membranas de eritrocitos.

Este ensayo se realiz6 siguiendo el méiodo descrito por Bandorowicz y col. (1992).
A fantasmas de eritrocitos recién obtenidos (130 ug) y previamente lavados en el
amortiguador B, se les incub6 con 10 pg de las proteinas (puras) p31/33 y p50 en
amortiguador D, por 20 minutos a temperatura ambiente en presencia de 0.5 mM de
CaCl, 0 de 2 mM de EGTA (ausencia de calcio). En seguida fueron lavadas por
centrifugacion a 10,000 x g por 10 min, tres veces en el mismo amontiguador. La protefna
unida a los fansssmas fue elulda incubdndolos por 30 min en amortiguador E. Los
faniosmas fueron retirados por centrifugacion (10,000 x g por 10 min) y los
sobrenadantes obtenidos fueron analizados por SDS-PAGE .
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UniSn de proteinas espermdiicas de la fraccibn soluble, & membrana plasmdtica de
aspermatoroides del cobayo.

En este caso se usé la suspension de membranas tolales, que se obtuvieron por
el métado descrito por Stojanoffy col. (1988) utilizando el medio A de homogeneizacion.
A una parte de la suspension de membranas se les adiciond 1.5 mM de CaCl,y la otra
parte fue mantenida con el EDTA 1 mM presente en el medio. Ambas muestras fueron
incubadas a 4°C por 1 b, después de lo cual fueron cenirifugadas a 100,000 x g por 2
hrs. La pastilla fue lavada 3 veces con amortiguador C y las membranas fueron solubili-
2adas en SDS al 1% (concentracion final). Las proteinas de la membrana fueron
corridas por PAGE-SDS y anafizadas por Western biot.

@
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RESULTADOS

Proseinas tipo anexinas obtenidas de testiculo del cobayo.

En presencia de dos diferentes mezclas de inhibidores de proteasas (ver métodos),
se obtuvieron proteinas del testiculo del cobayo, de acuerdo con el método descrito por
Bandorowicz y col. (1992), para la purificacién de anexinas. De la cromatogrofia de
intercambio ionico (mono Q), cuando se usé la mezcla I de inhibidores de proteasas se
eluyé (con la solucion de NaCl 200 mM) de la columna un doblete de protetnas, con
pesos moleculares de 31 y 33 kDa (Fig. 4C), respectivamente. Cuando la mezcla II de
inhibidores de proteasas estuvo presente durante la purificacion, se eluyo de la columna
(mono Q) una proteina de peso molecular de 50 kDa (Fig. 4D), al utilizar una solucion
de NaCl 500 mM. La pureza del doblete y de la protetna de 50 kDa fue muy alta como
se observa en la electroforesis (Fig. 4 C y D, respectivamenie), donde no se reveld
ninguna otre proteina, apmrdequedméladode.u'ncidn con plata utilizado es
aliamente sensible (detecta hasta 1 ng de proteina).

A partir de 100 g de tejido inicial se obtuvieron: 1 mg de la proteina 31/33 y 0.5
mg de pS0. '

Wﬂ de proteines inmunoreactivas, en los extroctos de testiculo y de
espermatozoides, al anticuerpo anti-p31/33

Las protetnas de los extractos de testiculos del cobayo fueron separadas por
PAGE-SDS y tranferidas a MNC, donde se analizaron medi;mle el anticuerpo anti-
p31(33. En el patrdn proteico del extracto obtenido en presencia de la mezcla I de

inhibidores de proteasas, el anticuerpoanti-p31/33r i6 exclusil te a un dobi,
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Figura 4. Proteinas tipo anexinas purificadas de testiculo del cobayo. Los eluatos de la

cromatografia en mono Q fueron analizados en geles de PAGE-SDS de acuerdo al

procedimiento de Laemunli (1970). El resultado tipico obecrvado en los experimentos es
de .

peso ?

sobznadamede 39,000 x g; Bandorowicz y col. 1992), C: Doblete protetco Mrs 31/33
kDa en el eluato de mono Q. El homogeneizado fue preparado con la mezcla I de
inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, PHMB 2mM, p-AB 2mM y benzamidina 2mM),
D: Proieina de Mr 50 kDa en el eluaio de mono Q. El homogeneizado fue preparado
con la mezcla 11 de inhibidores de proteasas (los cuatro inhibidores mencionados arriba
mds pepstatina 1 uM, aproptinina 1 uM y leupeptina 1 uM). Las protelnas fueron
reveladas por el sistema de tincién con plata de Morrisey (1981).
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de 31/33 kDa (Fig. 5C). Mientras que cuando se us6 la mezcla Il de inhibidores durante
la homogencizacién del tejido, en el patrdn proteico del extracto, el anticuerpo anti-
p31/33 reconocié solamente a una protetna de 50 kDa (Fig. SE). Ademds, cuando el
anticuerpo anti-p31/33 fue preadsorbido con ur exceso (S veces) de proteina p50, no dio
reaccitn con el doblete p31/33 (Fig. 5G).

Previamente habla sido comunicada la presencia de dos proteinas (66 kDa y 42
kDa) tipo anexinas en el espermatozoide del cobayo (Cruz, 1994). Por inmunablot, la
de peso de 66 kDa fue reconocida por Cruz, utilizando un anticuerpo producido contra
una proteina testicular de 66 kDa, obtenida por el método de Mathew y col. (1986), para
la purificacion de anexinas. Sin embargo, la localizacion en el espermatozoide de la
protetna de 66 kDa no habla sido posible, aungue se contaba en el laboratorio con este
anticuerpo. Por otra parte, la proteina de 42 kDa, habla sido reconocida por el
anticuerpo contra el doblete proteico p31/33 (obtenido del testiculo) e idensificada su

localizacion en el espermatozoide, en la region apical del acr Adicionalmente, en
el trabojo de Cruz (1994) se habla mostrado que tanto p66 como p42 eran liberadas en
las vestculas de reaccion acrosomal (VRA).

Nasoiros quisimos identificar especificamente, si estas protefnas estaban asociadas

a la membrana plasmdtica de la region Iyloala brana acr | extema

o si se encontraban solubles en la fraccién comprendida entre ambas membranas. Para
responder a estas pregunias se trabajé con espermaiozoides carentes de membrana
plasmdtica de la region acrosomal, que se obmuvieron por' el méiodo descrito por
Stojanoff y col. (1988). Por inmunofluorecencia indirecta (IFl); el anticuerpo anti-p66

dio reaccién positiva en los espermatozoides resuspendidos en el medio AH antes de
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Figura 5. Proseinas inmunoreactivas de testiculo del cobayo al anticuerpo ansi-p31/33.
Laos sobrenadantes de 39,000 x g (Bandorowicz y col. 1992) de los homogeneizados del
testiculo obtenidos en presencia de las mezclas 1'y 11 de los inhibidores de proteasas
(Fig.3) fueron resueltos en PAGE-SDS (Laemmli, 1970). Las protetnas fueron
transferidas a MNC (Towbin y col. 1979). A: Estdndares de peso molecular, B: Patron
proteico del homogeneizado testicular. A y B fueron tefidos con 0.1 % (p/v) de negro
amido en dcido acético al 10%. De C a G representan los inmunoblots revelados con
el anticuerpo anti-p31(33, C: Proteinas del tejido testicular (homogeneizado preparado
con la mezcla I de inhibidores de proteasas), D. La proteina p31/33 pura obtenida del
testiculo, E: Protetnas del tejido testicular (homogenado preparado con la mezcla Il de
inhibidores de proteasas), F: Protefna p50 purificada de testiculo y G: Protetna p31/33
pura revelada con anti-p31/33 preadsorbido con un exceso (5 veces) de protetna pura.
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haber sido homogenizados para retirarles la membrana, es decir, en los espermatozoides
control. La marca fluorescente se observé en la region apical del acrosoma, ast como
una fluorescencia pdlida en el flagelo (Fig. 6b). Sin embargo, cuando se eliminé a la
membrana plasmética de la region acrosomal por homogenizacion, ninguna marca
fluorescente pudo observarse en los espermatozoides (Fig. 6d), usando el mismo
anticuetpo. No se hizo microscopla electronica de la muestra.

Detserminecién de la presencia y de la habilidad de asociacisn de sp42 a la membrana
acrosomal externe del espermatozoide del cobayo

Aqut se planteé el.conocer, si sp42 (que es reconocida por el anticuerpo ans-
p31/33) se encontraba en la membrana plasmética o si era capaz de asociarse a la
membrana plasmdtica y/o a la membrana acrosomal externa. Para saber si sp42 podia
asociarse a la membrana acrosomal extema (MAE) se uwtilizé el modelo de
espermatozoides desmembranados en el medio A, (Stojanoff, 1988). En estos
espermatozoides desmembranados anti-p31/33 dio reaccion negativa. Por otra parte,
aa:;db los espermatozoides desmembranados fueron incubados con la fraccitn
espermatica soluble de 100,000 x g en presencia y en ausencia de Ca**, el anticuerpo
anﬁ-p31)33 dio reaccion positiva solo en el primer caso, en el cual fue observada marca
Jlorescénte en la regidn apical del acrosoma (Fig. 7b), mientras que cuando se realizé
la incubacion en ausencia de Ca** ninguna marca fluorescente fue observada en los
espermatozoides (Fig. 7d).

Para determinar si sp42 y sp66 estaban presentes en la membrana plasmditica de

la region acrosomal, se aislé especificamente la fraccion de membrana plasmdtica
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Figu 6. Localizacion de la proteina p66 en los esper ides sin brana
plasmdtica de la regién acrosomal. Los esperm ides fueron incubados en el medio
AH y fijados antes y después de ser homogeneizados para retirarles la membrana
plasmdtica por el método de Stojanoff y col. (1988). sp66 fue localizada por IFI usando
el anticuerpo anti-p66 y una IgG anti-ratén marcada con fluorescetna. A,Cy E imagenes
de contraste de fases de B,D y F respectivamente. B. Inmunolocalizacién de p66 en
espermatozoides iratados con el medio AH. Se observa fluorescencia en la region del
acmsoma y ﬂuomcencm pdllda en el flagelo, D: Inmunolocalizacion de p66 en

sin brana plasmdtica. Los espermatozoides no muestran
ﬂuomcmcm en ninguna region, y F: Imagen represeniativa de los controles negativos
realizados ya sea en ia del p icuerpo o un anticuerpo inespecifico.

30



Figura 7. Deteccion de la proteina sp42 en esper ides ca de brana

plasmdtica. Los espermatozoides fueron desmembranados por el método de Stojanoff y
col. (1988) e incubados con el sobrenadante de 100,000 x g en presencia de Ca** (b} y
en ausencia de Ca** (d). La mayor fluorescencia fue observada en la region del
acrosoma y una muy ligeramente en el flagelo, en los espermatozoides después de la
incubacién del sobrenadante en presencia de Ca**. No se observa fluorescencia en
espermatozoides incubados en ausencia de Ca®*,




correspondiente a dicha region (Stojanofy, 1988). El medio en el que se suspendendieron
y homogeneizaron los espermatozoides contenia EDTA 1 mM y Hg. La inmunodeteccion
con anti-p66 y anti-p31/33 (se muestra en la figura 8 C y D), respectivamente. En el

patron proteico de la membrana plasmdtica de la regién ac | sélo se detecto la

protefna de 66 kDa.

Valoracién de la capacidad de unibm de las proteinas testiculares p31/33 and pS0,
biomembranas

La principal caracteristica de las anexinas es su capacidad de unién a
biomembranas de manera dependiente de calcio. Para caracterizar a las proteinas
purificadas del testiculo (p31/33 y pS0) se ensay6 su habilidad de unirse a las
membranas de eritrocitos. Para ello, las protetnas se incubaron con los fantasmas de
eritrocitos tanio en presencia como en susencia de caicio. Ambas proseinas pS0y p31/33,
se unieron a las membranas en presencia de calcio, ya que durante los lavados co-
sedimentaron con las membranas. Ademds, ambas protelnas fueron separadas de las
membranas al queiar el calcio con EGTA (Fig. 9 B y D, respectivamense). Cuando las
proseinas fueron incubadas con los fantasmas en ausencia de calcio (EGTA 2 mM) no
se unieron a las biomembranas, ya que no co-sedimentaron de ellas, y de las
membranas, el tratamiento adicional con EGTA no extrajo a ninguna de ellas (Fig. 9
Cy E, respectivamente).
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Figum 8. Deteccion de la proteina sp42 y sp66 en la membrana plasmética de la region
acrosomal que fue retimda por método de Stojanoffy col. (1988). A: Estdndares de peso

B: Protefnas de la membrana plasmdtica de la regién acrosomal (A y B
ﬁmulabdascounegmanudo, Fig. 4), C y D inmunoblots revelados con los
anticeerpos anti-p66 y anti p31/33 respectivamente. Anti-p66 reveld una banda de 66
kDa y dos bandas de menor peso molecular. Ati-p31/33 no revelo ninguna banda.
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9. Unibe de las proteinas p31/33 y pS0 purificadas del testiculo a fantasmas de
enitrocitos (130 pgiml). Estos fueron incubadas por 20 minutos con las protefna
testiculares puras p31/33 o p50 (10 pg de cada una) en presencia de Ca** 0.5 mM y
lavadas exhaustivamente. Después de 20 minutos en EGTA, los fantasmas fueron
centrifigados y los sobrenadantes analizados en PAGE-SDS. Las proteinas fueron
reveladas por tincion con plata (Morrisey, 1981). A: Esudndares de peso molecular, B y
C: Proiefnas separadas por el tratamiento con EGTA de las membranas de eritrocitos,
incubadas con p31/33 en presencia y ausencia de Ca** respectivamente, D y E: Proteinas
separadas por el tratamienio con EGTA de las membranas de eritrocitos previamente
incubadas con pS0 en presencia y ausencia de Ca**, respectivamente.
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Valoracién de la capacidad de unidn de las protetna sp42 a la membrana plasmdtica del
espermatozoide del cobayo
Para conocer si la protetna se unia a la membrana plasmdtica del espermatozoide

del cobayo en presencia de calcio, la membrana plasmdtica de espermatozoides se incubé

con la fraccion espermdiica soluble (sobrenadante de 100,000 x g) tanto en presencia
como en ausencia de Ca®* (EGTA 2 mM). En el patron proteico de las membranas
incubadas en presencia de calcio, el anticuerpo anti-p31/33 revelé por inmunoblos, la
presencia de una proteina mayoritaria de 42 kDa y de dos proteinas mds escasas, una
de 50 kDa y un doblete de 31/33 kDa (Fig. 10 C). En las meMams incubadas en
ausencia de calcio, por inmunoblot el a;m'cuerpo anti-p31/33 no detecté ninguna
proseina (Fig. 10 D), a pesar de que p42 estuvo presente en la fraccion soluble (Fig. 10
E).

Inmunoreactividad de anticusrpos conurcisiss (preparados contrs las anexinas LILIV y
V1) a las protsinas p31/33, pS0 y sp62

Para ideniificar si las proteinas estudiadas en este trabajo correspondtan a alguna
de las anexinas conocidas, se determiné su inmunoreaciividad contra 4 anticuerpos
monoclonales anti-anexiras (I, I, IV y VI), obtenidos de casas comerciales. Estos
anticuerpos no reconocieron a ninguna de las tres proteinas puras (p31/33, p50 y sp42).
Tampoco dieron reaccién positiva con las proteinas de los extractos totales de testiculo,
entre las que se encuentran, p31/33 y pS50. Tampoco la sp42 del extracto de

esp ides fue r ida por los lonales seRalad

Por otra parte, la protefna pura p66 si tuvo reaccién cruzada con el monoclonal
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contra la anexina VI; asimismo, fue reconocida por el anticuerpo policlonal preparado
contra la proteina de 66 kDa del testiculo, concordando con los datas de Cruz (1994).
Ademds, ambos anticuerpos reconocieron en los patrones proteicos del extracio 1otal del

testiculo y del espermatozoide a una proseina de 66 kDa (Fig. 11).
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Figura 10. Unidn de la proteina espermdtica sp42 a la membrana plasmdtica del
espermatozoide. Los espermatozoides fueron homogeneizados en medio A (Stojanoff'y
col 1988) y la muestra centrifugada (600 x g por 30 min). Al sobrenadante, conteniendo
a las membranas plasmdticas y a las protelnas solubles, se le afadité Ca** (1 mM) o
EGTA (2 mM) y se incubo 1 k a €°C. Las membranas fueron precipitadas a 100,000
x g y solubilizadas en SDS, separadas por PAGE-SDS y imansferidas a MNC. A:
Essdndares de peso maolecular, B: protefna de la membrana plasmdtica, A 'y B fueron
tenidos con negro amido, C, D y E son inmunoblots wiilizando el anticuerpo
ani.p31/33, Cy D la membrana plasmética smatada con el sobrenadante de 100,000 x
8 en presencia y en ausencia de Ca** respectivamente y E: sobrenadarte de (100,000 x
8) de lo suspension de membranas incubadas sin Ca®*,
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Figura 11. Reuctividad del ansicuerpo monoclonal anti-anexina V1'y del policlonal ansi-
PO6 a la proteina tessicwiar de de 66 kDa y proteinas del espermaiozoide. La proteina de
66 kDe purificada del testiculo y el extracto towal del espermatozoide del cobayo fueron
corridas en PAGE-SDS y tranferidas a MNC y reveladas con ¢l ansicuerpo monocional
anti-anexina V1 y elpoliclonal anti-p66. A: essdndares de peso molecular, B: protefnas del
espermatozoide, C: la proteina de 66 kDa pura,. A,B y C fueron teRidos con negro
amido; D,E,F y G son inmunoblots. D: proseina de 66 kDa revelada con el andcuerpo
policlonal ansi-p68, E: protetna de 66 kDa revelada con el anticuerpo monoclonal anti-
anexina VI, F: Proteinas de espermatozoide revelada con el policlonal anti-p66 y G:
proteinas del espermatozoide reveladas con el anticuerpo monoclonal ansi-anexina V1.
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DISCUSION

En este trabajo se purificaron dos proteinas de diferente peso molecular, un dolete
de 31/33 kDa y una de 50 kDa apartir de los testlculos del cobayo, siguiendo una
metodologta similar a la usada por Bandorowicz y col. (1992) y usando diferentes dos
mezclas de inhibidores de proteasas (ver métodos). De esto se obiuvieron resuliados nos
permiten suponer que el doblete p31/33 sea un producto de la degradacion de p50, lo
anierior se ve apoyado por la fuene reactividad de p50 al anticuerpo anti-p31/33. Lo cual
concuerda con los resultados obtenidos por Glenney (1986) y Glenney y col. (1987),
quienes duranie la purificacion de anexing I (36 kDa) encontraron un producto de su
degradacion (33 kDa).

Para catalogar a las proienas p31/33 y p30, purificadas del tesitculo, como
posibles anexinas se valord en ellas su capacidad de unirse a biomembranas de marnera
reversible y dependiente de Ca®* principal caracterfstica que presentan las anexinas
(Creurz y Sterer, 1983; Scots y col, 1985; Glenney, 1986). Aunque las protetnas
purificadas en este trabajo no mostraron reactividad cruzada contra los anticuerpos
monaclonales ansi-onexinas 1, 11, IV'y VI, ensayados no se descarta la posibilidad de que
se trate de anexinas, debido a que estas presenian caracteristicas y comportamientos miy
similares a los que presentan las anexinas cuando hay calcio en el medio. Recientemente
una anexina de 50 kDa (anexina XI) fue purificada de los pulmones del bovino y ha
sido detectada en varios tejidos, incluyendo al testiculo (Mizutani y col, 1992), la
protelna que fue purificada en el presense trabajo, podria corresponder a la anexina XI;
por la similitud en cuanto a sus pesos moleculares (50 kDa).

Se ha sefialado anteriormente que la proteing sp66 (presente entre las proietnas
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espermdicas) no habla podido ser localizada en la célula completa, por IFI (Trejo,
1994). Cuando los espermatozoides fueron incubados en medio AH (para retiraries la
membrana plismatica y antes de realizar este proceso), y se trataron con anti-p66, el
anticuerpo reconocié a la proteina, con una reaccion positiva en el acrosoma y en el
flogelo. Se ha considerado que la presencia de Hg'* en el medio pudo alterar a las
membranas, permiriendo que sp66 guedars expuesta a los anticuerpos. Tambitn se
podria explicar lo anterior si consideramas, que el mercurio estabilice a la protetna en
Ianumbramye\iulapérdidadgella,lacualpahﬁ ocumir duranie la permeabilizacion
del espennatozoide por acetona. La deteccién de sp66 no puede considerarse como un
anefacmplmt);.‘adopalapmmciaddllg", ya que cuando se usaron consroles con
manWWﬁwo:&dWameMmmdc
' fluorescencia en los espermasozoides incubados en medio AH; esios resultados
concuerdan con lmdmﬁmporswof(lm). quien mostr6 la presencia de la
calelectrina de 67 kDo (anexina VI) en las regiones acrosomal y flagelar de.
espermatozoides del bovino.
La asracierizacion de gp66 usendo los modelos de espermasoroides sin membrana
plasmdtica o s6lo sin la membrana plasmética de la region acrosomial mostrd que sp66
no sigue el patron descrito para las anexinas; es decir, una unién a biomembranas de
manera reversible y dependiente de Ca**, ya que en presencia del agente quelante de
Ca** (EDTA), sp66 no se separd de la membrana plasmdtica de la region acrosomal,
como lo muestra el andlisis de esta membrana por inmunodeteccion {ver Fig. 8). Sin

embargo, no se puede descartar que sp66 sea una anexina, debido a que cruzé fuerte-

mente con el anticuerpo m lonal anti- ina VI Los resultados sugieren la
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posibilidad de que sp66 sea una anexina que esta fuertemente asociada o que pueda
esiar mds (ntimamenie asociada a la memb{umph.muticaqueolmapodcm
Por otro lado, el hecho de que sp66 no fue encontrada en el espermatozoide sin
membrana plasmdtica indica, que p66 s6lo se encuentra en la membrana plasmdtica
de los espermatozoides del cobayo.

" Los resuliados mastraron que en ausencia de Ca** p42 no estd presente en la
fraccion soluble, del sobrenadanse de 100,000 x g (Fig. 10 D) y que ademds no se asocia
a la MP ni a la MAE del espermatozoide. Sin embargo, sp42 es capaz de asociarse ianto
a ambas membranas de los espermatozoides en presencia de calcio (de manera reversible
y dependiense de Ca** ), como lo mostré la incubacion tanto de MP de region acrosomal
como de los espermatozoides sin MP con la fraccion soluble lo que no sucedis cuando
dicha indbuddnn realizé en ausencia de Ca**, (ver Fig. 10 C). Lo aruerior sugiere que
342 es una proteina citoplasmdtica que se encuentra entre la MP y la MAE, y que se
asocia a cllas en presencia de Ca®*. Las amseriores caracieristicas sugieren que sp42
puede panticipar en la RA, asocifndose a las membranas plasmdtica y a la acrosomal
exserna, cusndo los niveles de Ca?** se incrementan durante este proceso (Fraser y col,
1995).

Por otro lado, sp42 no fue la Ginica proteina que se asocié a la MP en presencia
de Ca™*; otras dos proteinas de 50y 31/33 kDa, fueron detectadas por el anticuerpo anti-
P31133, lo que sugiere la posibilidad de que la proteina de 50 kDa sea la protetna nativa
de los espermatozoides del cobayo y que sp42 y p31/33 kDa sean productos de
degradacion, al igual que sucede en el testiculo. Lo anterior se ve apoyado por resultados

obienidos recient fe en nuestro lab i0, donde usando una metodologta diferente
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a la usada por Trejo (1994) para solubilizar a los espermatozoides se detectaron en
membranas de nitrocelulosa con el anticuerpo anii-p31/33, dos protefnas de pesos
moleculares de 50 y 42 kD, tanto en los espermatozoides de los conductos deferentes
como de diferenses regiones del epididimo (cabeza, cuerpo y cola) (Heméndez y col.,
1995 en prensa).

La presencia de dos proteinas similares a anexinas p50 y sp66, en la region
acrosomal en espermatozoides del cobayo, y con las camctertsticas mostradas por ellas
nos sugiere que éstas puedan participar en el proceso de la RA, permaneciendo por
establecer el mecanismo por el cual ellas intervengan en dicho proceso, ast como las
caracserissioas moleculares de pS0 y sp66.
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CONCLUSIONES

1.- Las dos protetnas (31/33 kDa y 50 kDa) aisladas del testiculo del cobayo, mediante
una mefodologta especifica para anexinas, podrian cawlogarse como anexinas; con base
en que presentaron la propiedad que caracteriza a estas proteinas: la de unirse a

. membranas biologicas de manera reversible y dependiente de Ca**.

2~ La proseina de 42 kDa, inmunolocalizada en el espermatozoide del cobayo podria
tambien catalogarse como anexina, debido a su capacidad para unirse a las membranas
plasmdiica y acrasomal externa, de manens reversible y dependiente de calcio.

3.- Decimos que p31/33 podra ser un producto de degradacion de p50, debido a la
forma en gue se purifict a la proseina de pS0 kDo , donde fue determinante la presencia
d?dmbﬁihdaudepmyuquemmluﬁtﬁdm,xpmﬁwhmladz
32/33 kDa. Esta consideracion es apoyada por la fuerte reaccion cruzads, que pS0
. presenta al anticuerpo contra p31/33.

4.- La proteina de 66 kDa de la membrana plasmidtica del espermatozoide del cobayo,
también podrta catalogarse como una anexina, ya que fue reconocida por el anticuerpo
mﬁwmmlaam V1. Sin embargo, debido a que su unién a la membrana no
fue dependiente de calcio, es posible que se trate de un anexina que se encuentra
Juertemente unida a la membrana plasmdtica. Exclusivamente, por su localizacion en
la regidn del acrosoma, la protetna de 66 kDa podria estar participando en la reaccién

acrosomal.
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3. La proteina de 42 kDa, tanto por su localizacién en el acrosoma como por su
capacidad de unirse a las membranas, involucrada en el proceso de la reaccion
acrosomal, de manera reversible y dependiente de Ca’*, podria ciertamente participar en

el mecanismo de la reaccion acrosomal.



APENDICE

Solucién A: Tris-HCl 20 mM pH 7.5
NaCl 100 mM
EGTA S mM

Solucion B: écido clirico-dextrosa en proporcitn 1:7 (viv)
Solucion bloqueadora: Leche descremada al 5%
suero nomal del cuyo
en proporcion 1:10 en
PBS-Triton X100 al 1%
- Solucidn stock de percoll: Percoll 95 voldmenes
5 voliimenes de NaCl

0.154 M 20X

Amortiguador A: Tris-HCI 20 mM pH 7.5
NaCl 10 mM

Amortiguador B: Tris-HCI 20 mM pH 7.5

Amortiguador C. Tris-HCI 50 mM pH 7.5



Amortiguador C. Tris-HC! 50 mM pH 7.5

Amortiguador D: Tris-HCl 20 mM pH 7.5
NaCl 100 mM

Amontiguador E: Tris-HCI 20 mM pH 7.4
NaCl 100 mM
EGTA 2mM

Amortiguador de sedimentacidn: NaCl 150 mM, Na PO, 5 mM
Dextran al 0.75 % (ph)

en proporcion  1:4 (v/V)

Amortiguador de lisis: Na,PO, 7.5 mM
EDTA 1 mMpH 74

Medio A: KH PO, 70 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 100 mM
MgSO, 2 mM, 2-(N-morfolino), sal etanasul-
Jonica(MES) a pH 6.2 ajusiado con NaOH

Medio AH: KH PO, 70 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 90 mM '
MgSO, 2 mM, 2-(N-nwrfolino), sal etanosul-
fonica(MES) a pH 6.2 ajustado con NaOH y HgCl 10



Buffer salino de phosphatos (PBS): NaCl 0.14 M
KCl27 mM
KH,PO, 1.5 mM
Na,HPO,

Mezcla Il de inkibidores: PMSF 2 mM
p-HMB 2 mM
p-ABA 2 mM
benzamidina 2 mM

- Mezcla I de inhibidores: PMSF 2 mM
p-HMB 2 mM
p-ABA 2 mM
pepstatina 1 uM
benzamidina 2 mM
leupeptina 1 uM
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