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Resumen

RESUMEN

La reaccion acrosomal (RA) en el espermatozoide del erizo de mar es un evento esencial
para que éste fecunde al évulo. Dicha reaccion se induce por el factor presente en la capa
mas externa del évulo homélogo. En el espermatozoide de erizo de mar Lytechinus pictus
0.1 uM de Zn* inducen la RA en ausencia del factor. En Strongylocentrotus purpuratus
existe una metaloproteasa soluble que tiene como cofactor al Zn**, que participa en la RA.
Esta metaloproteasa se inhibe por 1,10-fenantrolina (O-fen) o EDTA, pero no por
fosforamidon. El substrato fluorescente para metaloproteasas succinil-alanina-alanina-
fenilalanina-4 amido-7metilcumarina (SAAF) bloquea la RA inducida por la gelatina del 6vulo
o por el ioncforo de Ca®* A23187, independientemente de la entrada de Ca®. El objetivo de
este trabajo fue determinar la localizacion de la(s) metaloproteasa(s) que unen Zn* y
estudiar su participacion en la RA de espermatozoides de erizo de mar, haciendo un estudio
comparativo entre L. pictus y S. purpuratus. Mediante zimogramas observamos que las
metaloproteasas se encuentran localizadas principalmente en la cabeza de los
espermatozoides no reaccionados (control) y reaccionados en ambas especies. En S.
purpuratus la actividad de metaloproteasas esta asociada al citosol y hay también actividad
asociada a la membrana plasmatica de la cabeza de espermatozoides. En L. pictus la
actividad de metaloproteasas la encontramos asociada al citosol de cabezas de
espermatozoides de dicha especie. Ademas observamos que en espermatozoides de L.
pictus ia RA se inhibe con EDTA y O-fen pero no con fosforamiddn ni con la 4,7-fenantrolina
(un analogo de O-fen). Estos resultados sugirieron que al igual que en S. purpuratus los
espermatozoides de L. pictus también poseen una metaloproteasa que participa en la RA.
Con la idea de identificar si alguna de las proteinas con actividad de metaloproteasas
presentan sitio(s) de unidén a Zn*, realizamos ensayos de unién especifica utilizando el
radioligando ®Zn*. En el caso cabezas de espermatozoides no reaccionados de S.
purpuratus, encontramos cuatro metaloproteasas dependientes de Zn** dos en la membrana
de cabeza (MC) (Mr 94 y 77 kDa) y dos en el citosol (115 y 109 kDa). En el citosol de
cabezas de espermatozoides no reaccionados de L. pictus identificamos dos
metaloproteasas dependientes de zinc (Mr ~ 120, 103 kDa).



Introduccion

INTRODUCCION

FECUNDACION

En organismos con reproduccion sexual la fecundacion es un evento primordial para la
generacion de un nuevo individuo. El dvulo y el espermatozoide son las células
encargadas de llevar a cabo este proceso (fig. 1). La fecundacién puede ser interna como
en el caso de los mamiferos, donde los espermatozoides se eyaculan dentro del tracto
genital femenino, o bien externa como en el caso del erizo de mar, donde los gametos se
expulsan al medio ambiente. Desde el punto de vista experimental, se considera que el
estudio de la fecundacion es mas facil de abordar en aguellos organismos de fecundacion
externa, ya que las variables tales como la composicién del medio externo, temperatura o

pH se pueden controlar facilmente.

Figura 1. Micrografia electrénica del espermatozoide
de erizo de mar en la superficie del évuio homélogo
(Alberts., et al. 1994).




Introduccién

El erizo de mar es un excelente modelo para el estudio de la fecundacién ya que es una
especie con sexos separados. Tanto el macho como {a hembra producen una gran
cantidad de gametos. De un erizo macho se obtienen ~ 10'® espermatozoides y de fa
hembra 10° évulos. En este trabajo utilizamos 2 -especies diferentes de erizo de mar las
cuales presentan una temporalidad reproductiva diferente: S. purpuratus (Noviembre a
Junio- ver fig. 2 A) y L. pictus (Mayo a Septiembre- ver fig. 2 B). Estas 2 especies estan

separadas evolutivamente ~30-40 millones de aiios (Srith, 1988).

A) S. purpuratus B) L. pictus

Figura 2. Erizos de mar: A) S. purpuratus y B} L. pictus (Patton, et
al., 2001).

EL ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide es una célula muy especializada encargada de llegar hasta el 6vulo
homologo y fecundarlo. Generalmente los espermatozoides son las células mas pequenas
en los organismos de reproduccién sexual, v en el erizo de mar constituyen un medels
relativamente simple para estudiar los cambios idnicos, asl como las modificaciones

bioquimicas y fisiolégicas necesarias para la fecundacion.
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El espermatozoide de erizo de mar es una célula muy pequena (~ 15 pm) compuesta por
dos partes principales: la cabeza y el flagelo (fig. 3 A). Ei flagelo posee un complejo
axonémico {un par de microtibulos centrales rodeado de 9 pares de microtibulos) y tiene
como funcidn impulsar al espermatozoide hacia el évulo. La cabeza a su vez, contiene
solo una mitocondria que proporciona la energia necesaria para el movimiento flagelar, un
nucleo haploide cuya cromatina esta altamente condensada y un granulo acrosomal, el
cual contiene enzimas hidroliticas que ayudan al espermatozoide a pasar a través de la

capa externa del ovulo (Sardet, y Tilney, 1970).

2 ym

Acrosoma Tubulo

acrosomal
Nuicleo
4 1m
Memb;ana
plasmatica

Centriolos

Mitocondria

Flagelo

—

Figura 3. Esquema del espermatozoide de erizo de mar. A) Espermatozoide no
reaccionado mostrando sus diferentes componentes. B) Espermatozoide reaccionado.
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La activacién del espermatozoide para la fecundacion consiste de 2 pasos principales: a)
La activacion de la movilidad de fa célula y b) la induccion de la RA. En el espermatozoide
del erizo de mar los canales ionicos tienen una importancia primordial en la activacion de
la respiracién y la movilidad, asi como en la quimiotaxis, y la RA. Los canales iénicos
estan presentes en la membrana plasmatica del espermatozoide de erizo de mar y en sus
organelos internos. Para revelar los mecanismos moleculares involucrados en la
comunicacion entre el espermatozoide y el évulo, es necesario entender cual es el papel
de estos sistemas de transporte idnico y cdmo se regulan en cada uno de los procesos
antes mencionados.

La RA es un requisito indispensable para que el espermatozoide fecunde al Gvulo
homdlogo, e involucra cambios fisioldgicos y morfolégicos. De manera natural la RA se
dispara cuando el factor, que es un potimero de fucosa sulfatada que se encuentra en la
capa mas externa del évulo (capa de gelatina, fig. 4), se une a un receptor de la superficie
del espermatozoide. Los cambios morfologicos se dan especiaimente en la zona del
acrosoma. Ocurre la fusién de la membrana plasmética del espermatozoide con la
membrana del granulo acrosomal, liberandose el contenido de éste, que son enzimas
liticas cuya funcién es degradar las cubiertas extracelulares del évulo y una proteina
adhesiva responsable de la unién especie-especifica entre ambos gametos (Fig. 3 B). La
célula responde con un aumento en la permeabilidad de la membrana plasmatica, que
involucra una entrada de Na* y Ca® y la salida de K* y H". Al mismo tiempo se produce
una elevacion en el pH; y el Ca® intracelular ([Ca®"]), asi como una hiperpolarizacién
seguida de una depolarizacién de la membrana plasmatica (Lee, et al., 1983; Darszon, et
al., 2001- ver fig. 4). Ademas, se sabe que en la RA participa una metaloproteasa y hay
un aumento en las concentraciones de nucledtidos ciclicos como AMPc, inositol 1,4,5

trisfosfato (IPa), y en la actividad de una fosfolipasa D (Vacquier, 1986 ; Farach, et al,
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1987; Ward, y Kopf, 1993; Foltz, et al., 1993). Durante la RA participan dos tipos de
canales de Ca** diferentes, el primero se activa cuando el receptor a la gelatina del 6vulo
esta ocupado, y se inhibe por verapamil, dihidropiridinas y trifluoroperazina. E! segundo
canal es insensible a estos compuestos pero es dependiente del pH; lo que mantiene
elevada la concentracidn de [Ca®']). Por otro lado, los antagonistas de los canales de K*
como el tetraetilamonic (TEA"), inhiben la RA indicando su participaciéon en este proceso
(Liévano, et al, 1990; Darszon, et al., 2001). Por ultimo, se sabe también que existen
canales de CI sensibles a DIDS (Acido 4,4 -diisotiociano-2,2 disulfénico) que pueden
estar participando en el mantenimiento del potencial de reposo de la membrana
(Contreras, et al., 1996) e influenciando de manera indirecta ef desarrollo de la RA. Tanto
en S. purpuratus como en L. pictus, la RA del espermatozoide también se puede inducir
de manera artificial incubando las células a pH 9.0 6 en presencia del ionéforo de Ca®*
A23187. En L. pictus la RA ademas se puede disparar con concentraciones
submicromolares de zinc o induciendo una hiperpolarizacion dependiente de K*, seguida
de una depolarizaciéon (Clapper, et al, 1985, Gonzalez-Martinez, y Dérszon, 1987,

Gonzalez-Martinez, et al., 1992).
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EL OVULO

El 6vulo del erizo de mar es una célula esférica de 100 um de diametro rodeada de una
membrana plasmatica y de dos capas externas: la capa de gelatina (CG) y la capa vitelina

(CV) (fig. 4).

Capa de Gelatina (40 um)

50008

Granulos
Capa Vitelina (10-20 nm)

Corticales

Membrana
Plasmatica

Figura 4. Esquema del 6vulo del erizo de mar mostrando sus
componentes principales.

Las dos capas son de naturaleza glicoprotéica (SeGall, y Lennarz, 1281). La mas externa
es la capa de gelatina (CG), que mide ~40 um de grosor y esta compuesta de un polimero
de fucosa sulfatada (factor) y por una sialoglucoproteina. El factor es el responsable de los
cambios morfologicos y fisiolégicos que ocurren en el espermatozoide (SeGall, y Lennarz,
1979; Vacquier y Moy, 1997). La CG es importante en la interaccion ovulo-espermatozoide,

ya que es la primera capa con la que el espermatozoide entra en contacto (Ward, et al.,

11
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1983). Esta capa también contiene pequefios péptidos que tienen efectos muy importantes
en la fisiologia del espermatozoide ya que lo preparan y guian hacia el évulo (Garbers,
1989). Los péptidos mas estudiados son el speract, un decapéptido aisaldo de la gelatina
del ovulo de las especies de erizo de mar S. purpuratus (Hansbrough y Garbers, 1981 a) y
de Hemicentrotus pulcherrimus (Suzuki, et al., 1981) y el resact, un péptido similar al
speract, obtenido de los évulos de la especie de erizo de mar Arbacia punctulata.

La capa vitelina que se encuentra unida a la superficie extema de la membrana
plasmatica, sirve como proteccion durante el desarrollo embrionaric y contiene los
receptores glucoprotéicos a los que se unen los espermatozoides homologos. Después de
la capa vitelina, encontramos la membrana plasmatica (MP) la cual se fusiona con la MP
del espermatozoide. Por debajo de la MP del dvulo, estan los granulos corticales (GC) que
se derivan del Aparato de Golgi y tienen una funcidn importante en la fecundacion. Los
granulos corticales contienen una mezcla de enzimas, proteinas estructurales y materiales
coloidales como mucopolisacaridos sulfatados (Carroll, 19786).

El 6vulo tiene dos mecanismos para evitar la polispermia, en donde se garantiza que soélo
un espermatozoide fecunde al 6vulo. De no ser asi, existiria un exceso de cromosomas lo
que representaria un desbalance genético y la subsecuente muerte del embrion (Alberts, et
al., 1990). El primer mecanismo ocurre al nivel de la membrana plasmatica, ya que cuando
el espermatozoide entra en contacto con el 6vulo produce una depolarizacion que lleva a la
célula de un potencial de reposo de -70 a 20 mV, manteniéndose durante un minuto; a esto
se le conoce como potencial de fecundacion. El otro mecanismo es la reaccion cortical que
consiste en la fusién de los granulos corticales con la membrana plasmatica del 6vulo
creando una abertura donde el material del granulo cortical pasa al espacio periviteling
(Kay, y Shapiro, 1985). Estos mecanismos modifican la envoltura externa del Gvulo

impidiendo el paso de otros espermatozoides.

12
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EL ZINC

El zinc es un cofactor esencial en una gran variedad de procesos celulares que incluyen la
sintesis de DNA, la reproduccion, la formacién de huesos y el crecimiento. Ademas es un
componente integral de numerosas proteinas y enzimas que participan en el metabolismo
de acidos nucléicos, carbohidratos y lipidos. Sus propiedades fisicas y quimicas
involucran una asociacién estable con macromoléculas (Chvapil, 1973; Palmiter, et ai,
1996; Valle, 1993; Pattison, ef a/, 1998; Barceloux, 1999).

Se sabe que el zinc se asocia con fosfolipidos, lipoproteinas y metaloenzimas unidas a la
membrana, y que puede estabilizar membranas al reaccionar con los grupes sulfhidrilo de

las proteinas para formar mercapéptidos estables (Bettger, 1981; Berg, y Shi., 1996).

El zinc y la fecundacion

El zinc estabiliza la membrana de células somaticas y el DNA, inhibe la respiracién del
espermatozoide de hamster y esta presente en altas concentraciones en el tracto
reproductor masculino (Aonuma, et al., 1978; Andrews, et al., 1994). Dado que ios niveles
altos de zinc estabilizan la membrana del espermatozoide, éste se mantiene en un estado
metabdlicamente inactivo durante su almacenamiento en el epididimo o durante la
eyaculacion (Andrews, et al., 1994).

En el humano, el zinc es necesario para la formacion y maduracion del espermatozoide,
asi como para la ovulacion y fecundaciéon (Magnus, et al., 1990; Favier, 1992). También
puede inhibir la movilidad y la capacitacion del espermatozoide (Sansone et al., 1991;
Riffo, et al., 1992; Henkel, et al., 1999).

En espermatozoides de cerdo, concentraciones de 10 uM de zinc inducen la RA (Delgado,
et al., 1985). En contraste, en otras especies de mamiferos es necesario remover el metal

de la superficie del espermatozoide para que pueda capacitarse y posteriormente llevar a

13



Introduccion

cabo la RA (Andrews, 1994; 1995). Los espermatozoides de muchas especies marinas
contienen concentraciones altas de metales pesados tales como: zinc, cobre o mercurio,
lo que inhibe su movilidad. Mientras que concentraciones mas bajas de éstos iones
pueden aumentar la movilidad del espermatozoide. {Young y Nelson, 1974; Hidiroglou, y
Knipfel, 1982; Johnson, y Epel, 1983). Aparentemente el zinc también contribuye a la
activacion de la respiracién y de la movilidad del espermatozoide en la cacerolita (Limulus
polifemus) y en la estrella de mar (Martin, et al., 1973; Morisawa, 1994).

De manera interesante y tal como se menciond, concentraciones micromolares de zinc
inician la RA en ausencia del factor en L. pictus, produciendo cambios de permeabilidad a
[Ca®}, [Na™) y pHi de manera similar a 1o observado en presencia del inductor natural.
Estos mismos cambios se observan en S. purpuratus pero a diferencia de lo que ocurre en
L. pictus no son suficientes para inducir la RA (Clapper, et al, 1985; Darszon, et al,

Resultados no publicados).

METALOPROTEASAS

Las metaloproteasas son una de las familias de proteasas fisioldgicamente importantes
que procesan proteinas en procariotes y eucariotes. Podemos encontrar metaloproteasas
en algunos compartimentos celulares y en el citoplasma de algunas celulas implicadas en
eventos de exocitosis como neuronas y células cromafines de la glandula suprarrenal.
Las metaloproteasas también se encuentran en el reticulo endoplasmico rugoso y en la
mitocondria, en donde su funcién radica en eliminar la secuencia sefial de las proteinas

durante su sintesis, insercién 0 paso a través del estos organelos celulares (Lennarz y
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Algunos miembros de esta superfamilia estan involucrados en procesos tan diversos
como el desarrollo embrionario, la formacion de huesos, la reproduccion, el cancery la
antritis (Lennarz y Strittmatter, 1991).

La actividad de las metaloproteasas también determina diversos eventos de fusidn. Asi,
los inhibidores especificos de estas enzimas interfieren con la fusion de los mioblastos
(Couch y Strittmatter, 1983), la transmisién sindptica en las uniones neuromusculares de
los mamiferos (Baxter et af, 1983), la liberacidon de neurotransmisores en la retina de
Xenopus laevis (Frederick, et al, 1984) y finalmente en la exocitosis de catecolaminas en
las células cromafines (Munday y Strittmatter, 1985).

Las metaloproteasas hidrolizan las uniones peptidicas de proteinas y requieren un ion
metdlico unido para ser cataliticamente activas. Los metales que mas cominmente
encontramos en estas metaloproteasas son los de transicion como el zinc, el cobre y el
fierro, que tipicamente tienen un numero de coordinacién entre 4 y 6 (Higaki, et al, 1992;
Coleman, 1992). También otros metales divalentes como el cobalto pueden reconstituir la
actividad de la enzima inactiva (Lennarz y Strittmatter, 1991).

Este grupo de enzimas no forma intermediarios covalentes y al menos la mitad de ellas
contienen la secuencia conservada HEXXH, los residuos de histidina son los que ligan el
zinc. La topologia de los centros activos sugiere que el grupo carboxilo del acido
glutamico se coordina con una molécula de agua, promoviendo el ataque nucleofilico en
el carbono carbonilo del péptido proteolizado (Beynon y Bond, 1989; Valle, y Auld, 1990;
Hooper, 1994; Coleman, 1998; Christianson, y Cox, 1999).

En 1994, Hooper presentd un esquema de estas proteasas basado en el sitio de union al
zinc, lo que ha mejorado la clasificacién de las metaloproteasas dependientes de zinc en
distintas familias (Hooper, 1994; Fushimi, et al, 1999). Otros autores dividen a las
metaloproteasas en cinco grupos basados en los determinantes estructurales de la union

al metal (Valle, y Auld, 1990; Rawling y Barrett, 1995; Fushimi, et a/, 1999).

15



Introduccicn

Metaloproteasas y fecundacion

La fecundacion es uno de los muchos procesos fisiologicos gue requiere uno o mds
eventos de fusion de membrana (Yanagimachi, 1981). Se sabe ademés que la fusion de
los gametos requiere la participacién de una metaloproteasa espermatica (Farach et al.,
1987; Roe et al., 1988). Asi, se ha observado que hay actividad de metaloproteasa en el
tracto reproductor masculino de algunos mamiferos, como es el caso del testiculo de la
rata ( Koren et al.,, 1975), el liquido seminal del bovino (Gottlieb y Meizel, 1987), asi como
en los espermatozoides del conejo, bovino, cerdo, hamster y humano (Diaz-Pérez et al.,
1988; Kohno, et al,, 1998 y Rev. en Tolusiani, et al.,1998.

Otro punto importante es que la actividad de metaloproteasa esta involucrada en la RA del
espermatozoide de erizo de mar (Couch y Strittmatter, 1983; Baxter et al., 1983; Mundy y
Strittmatter, 1985; Farach et al.,, 1987). En 1987 Farach et al. mostraron, que existe una
metaloproteasa soluble dependiente de zinc y de pH involucrada en la RA del
espermatozoide de S. purmpuratus. Esta metaloproteasa se inhibe por O-fen o EDTA, pero
no por fosforamidén {otro inhibidor de algunas metaloproteasas). Ademas encontraron,
que el substrato fluorescente SAAF gque utilizaron para la metaloproteasa bloqueaba la RA
inducida por la gelatina del évulo o por el ionéforo de Ca®** A23187, a pesar de que dicho
péptido no bloqueaba la entrada de Ca** causada por cualquiera de los dos inductores.
Existen reportes de que la jaspisina (metabolito aislado de esponjas marinas), un inhibidor
especifico de las metaloproteinasas que degradan la matriz extracelular y de algunas
metaloproteasas dependientes de zinc, no inhibe la RA pero si la fusién del
de mar Hemicenirolus puicheirimus con el Ovuio homoiogo

(Ikegami, et al., 1994; Kato, et al,, 1998).
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INHIBIDORES DE METALOPROTEASAS

Las enzimas proteoliticas en su ambiente natural, necesitan regularse cuidadosamente.
Normalmente el control se realiza modulando la expresion, la secrecion y/o la activacién
de las proteasas (Bode y Huber, 2000). Existen diferentes formas de inhibidores de
proteasas los cuaies se han agrupado con base en su mecanismo de reaccion, origen o
estructura.

Al intentar entender la actividad proteolitica en procesos biolégicos debemos considerar
que hay inhibidores de proteasas naturales que regulan su actividad, ademas de los
inhibidores sintéticos que se usan en su caracterizacién, y de los cuales se han
identificado mas de 100 Los inhibidores de serin-proteasas son los mas estudiados y
actualmente hay grandes avances en el conocimiento de inhibidores naturales de cisteinil-
proteasas. En contraste, el conocimiento de inhibidores de aspartil y metaloproteasas es
muy limitado.

Muchos de los inhibidores especificos de las metaloproteasas actuan en la union al sitio
catalitico donde se encuentra el ion metalico {es decir, son quelantes). Para intentar
designar a la mayoria de estos inhibidores de metaloproteasas se han utilizado enzimas
bacterianas como blanco, éstas se utilizan porque estdn mejor caracterizadas y su
disponibilidad es mayor en comparacion con las metaloproteasas de mamiferos. Sin
embargo, el limitado conocimiento de su especificidad y mecanismos cataliticos ha
dificultado catalogar adecuadamente la selectividad de los inhibidores de metaloproteasas
(Beynond y Bond, 1989). Un ejemplo es el fosforamidén (fig. 5) un potente inhibidor de la
endopeptidasa-24.11 de mamifero, asi como otras metaloproteasas (Frederick, et al,
1984: Bond y Butler, 1987; Roques y Beaumont, 1990; Hooper, 1994, Beynon y Bond,

1989).
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Figura 5. Estructura quimica del fosforamidon {Tomada de Index Merck, 1989).

Quelantes de metales

La base para clasificar las metaloproteasas es la presencia de un ion metalico que
participa en la catalisis. Esta clase de proteasas se pueden inactivar por quelantes como
el EDTA (fig. 6 B).

La 1,10-fenantrolina (O-fen- fig. 6 A) es un inhibidor de metaloproteasas que presenta una
constante de afinidad mas alta para el zinc (2.5 x 10° M) que para el calcio (3.2 M), de
tal manera que 1 mM de O-fen puede inactivar metaloproteasas adn en presencia de 10
mM de Ca®, sin remover el calcio unido a la proteina. {Beynon y Bond, 1989).

Dado que el EDTA es impermeable a la membrana plasmética, posibiemente actua en la
superficie del espermatozoide, coordinandose con los metales mediante sus grupos
carboxilo, (Johnson y Epel, 1983). Por el contrario O-fen es una molécula hidrofébica que
tiene atomos de nitrégeno embebidos en sus anillos aromaticos no cargados lo que

sugiere que puede penetrar a través de la membrana plasmatica.
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EDTA (Tomada de Index Merck, 1989).
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Objetivos

OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la localizacion de la(s) metaloproteasa(s) que unen zinc y estudiar su posible
participacion en la RA, haciendo un estudic comparativo entre espermatozoides de S.
purpuratus y L. pictus.

PARTICULARES

l. Estudiar el efecto de inhibidores de metaloproteasas en la RA del espermatozoide
del erizo de mar.

Il. Determinar la actividad de metaloproteasas en las diferentes fracciones del

espermatozoide de erizo de mar.

M. Identificar las proteinas que unen zinc en las diferentes fracciones del
espermatozoide.

V. Investigar si alguna de las proteinas que unen zinc tiene actividad de

metaloproteasa y si existe alguna diferencia entre espermatozoides reaccionados
y no reaccionados.
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METODOLOGIA

L Obtencidn de espermatozoides

Los erizos de mar de las especies L. pictus y S. purpuratus se obtuvieron del Instituto de
Investigaciones Oceanograficas de Ensenada Baja California (México) y de Marinus, INC.
San Diego CA. E.U.A. Los animales se mantuvieron a 14°C en un acuario con agua de mar
artificial (AMA) compuesta por {en mM): NaCl 486, MgCl 26, MgS0O, 30, CaCl. 10, KCI 10,
NaHCOQ; 2.5, EDTA 0.1, HEPES 10, pH 8.0). Los gametos se obtuvieron inyectando de 0.5
a 1 ml de KCI (0.5 M) en la cavidad intracelémica del erizo. Los espermatozoides no
diluidos (secos) se colectaron con una pipeta Pasteur y se transfirieron a un tubo

Eppendorf en hielo. Los dvulos se recolectaron en AMA en un vaso de precipitados.

Il. Reactivos

Los inhibidores de proteasas (Leupeptina, Pepstatina, Aprotinina, PMFS y 1,10-fenantrolina
y Fosforamidén), los detergentes (Tritdn x-100, Brij 35), el Azul de Coomassie (G-250 y R-
250), el EDTA y el sustrato para metaloproteasas (succinil-ala-ala-phe7-amido-4-
metilcoumarina) fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis MO. EUA). Los estandares de
PM de amplio (Broad) rango se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA., EUA).
La gelatina usada como sustrato para las proteasas fue de la marca comercial Knox
Anderson Clayton Co. (México, D.F). El zinc radiactivo (*Zn) fue de NEN Life Science
Products Inc. (Boston, MA., EUA). El resto de los reactivos fueron del mas alto grado de

pureza disponible.
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. Ensayos de Reaccién Acrosomal

Los espermatozoides dituidos (1:200 en AMA) se preincubaron durante 5 min a 16 °C, en
ausencia o en presencia de quelantes de metales pesados, o del sustrato fluorescente
para metaloproteasas, SAAF. Posteriormente se indujo la RA con ZnCl, 10 uM (L. pictus)
o con factor (8. purpuratus) incubande a 16°C durante 2 min. Al final de la incubacion, los
espermatozoides se fijaron con formaldehido al 6% para observar la RA contando por lo

menos 100 ceiulas bajo un microscopio de contraste de fases.

V. Preparacion de gelatina

La gelatina es la capa mas externa del évulo del erizo de mar y contiene el Factor que
induce la RA en el espermatozoide. L.a gelatina se aislé de acuerdo con reportado por
Darszon, et al. (1984), tal y como se describe a continuacién. Los dvulos se colectaron en
AMA (pH 8.0), se ajusté el pH a 5.5 con HCI {1 N) incubandose por 2-3 minutos y
posteriormente se subié el pH a 8.0 con NaOH (1 N) para remover la capa de gelatina.
Los évulos se dejaron sedimentar a 4°C y se separaron por centrifugacion a 12,000 xg
durante 10 minutos. La gelatina se colectd en el sobrenadante y se mantuvo en

congelacién hasta su uso.

V. Preparacion del factor

La purificacion de! factor se realizdé segun lo reportado por Garbers, et al. (1983), con
algunas modificaciones realizadas en el laboratorio. Para cada purificacion se partid de un
volumen de 200 a 400 ml de gelatina. Todo el procedimiento fue realizado a 4°C.

La geiatina se pasd por una columna de carbdn activado, pre-equilibrada con agua
bidestilada, el eluido se precipitd con etanol a una concentracion final de 70% y se

centrifugd a 3500 xg durante 15 minutos. El precipitado se resuspendid en agua
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bidestilada, y se dializé en una membrana de diélisis con un limite de corte de 12,000 a
14,000 Da de peso molecular. La didlisis se realizd en agua bidestilada durante 2 dias
haciendo por lo menos 2 cambios de agua al dia. El dializado se liofilizd, congelandolo
previamente con hielo seco. La gelatina liofilizada se resuspendid en cloruro de guanidina
6M (pH 7.9), manteniendo una relacion de 300 mg (peso seco) del liofilizado en 100 ml de
cloruro de guanidina. La solucion se homogeneizé en agua bidestilada y se centrifugd a
272 xg durante 15 minutos. El precipitado se homogeneizé con agua bidestilada y se
dializé durante 3 dias, a este material se le llamé precipitado del factor y también se utiliza
como inductor de la RA.

Ocho ml de! sobrenadante se colocaron sobre 13 ml de CsCl al 60% en tubos de
policarbonato de 30 ml de capacidad. Estos se centrifugaron a 178,000 xg durante 16
horas. Al final de la corrida en el fondo de los tubos se observo un precipitado turbio y
gelatinoso que es el factor. Este se resuspendié y homogeneizé en agua bidestilada.
Posteriormente se dializé contra agua durante 3 dias haciendo por lo menos 2 cambios
durante e! dia. Pasado ese tiempo tanto el factor como el precipitado se alicuotaron y

almacenaron a —202C hasta su uso.

VI. Obtencion de las diferentes partes del espermatozoide
(Todos los procedimientos se realizaron a 4°C)

Vl.a Lavado de espermatozoides

Sé diluyé 1 ml de espermatozoides secos en 14 ml de AMA en la que se disminuyo el Ca®
aimMyelpHa7.0 (AMA 1 Ca ver punto I) y se centrifugd a 300 xg durante 5 minutos.
Este paso se repitio tres veces para eliminar en el precipitado los celomocitos que tienen
un alto contenido de proteasas (Vacquier, comunicacion personal). Para lavar los
espermatozoides fa suspension de éstos se transfirié a otro tubo y se centrifugé a 2000 xg

durante 20 minutos, descartando el sobrenadante. Los espermatozoides precipitados se
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resuspendieron en 10 mi de AMA 1 Ca®* conteniendo inhibidores de proteasas (Leupeptina
10 pM, Pepstatina 1 pM, Aprotinina 1 pg/ml, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM e
Inhibidor de Tripsina 1 mg/ml}). El lavado se repitié dos veces para evitar cualquier

contaminacion con proteasas extracelulares y se utilizaron inmediatamente.

V1.b Separacion de cabezas y flagelos de espermatozoides

La suspension de espermatozoides (VI a), se pasé 20 veces a través de una aguja
hipodérmica (#21), para desprender las cabezas de los espermatozoides. Posteriormente
la suspension se centrifugd a 2000 xg por 5 minutos, para recuperar los flagelos en el
sobrenadante y las cabezas en el precipitado. Se repitié el paso por la jeringa
resuspendiendo el Ultimo precipitado con la idea de tener la menor contaminacion posible

en las fracciones correspondientes y un mayor rendimiento.

Vi.c Aislamiento de membranas totales y citosol de cabezas de espermatozoides

Las cabezas obtenidas en el precipitado del punto anterior (VI b), se homogenizaron 20
veces (Homogenizador Dounce de vidrio con émbolo A-“Tight”) con diez volumenes de
Hepes 10 mM (pH 7.5) conteniendo los inhibidores de proteasas antes mencionados (VI
a). El homogenado se centrifugd a 12,000 xg por 10 min, para eliminar el precipitado que
contiene cabezas no rotas y nucleos. El sobrenadante que contiene el citosol y las
membranas se centrifugd a 200,000 xg por 45 min, para recuperar en el sobrenadante el
citosol y en el precipitado las membranas las cuales se resuspendieron en Hepes 10 mM
(pH 7.5) conteniendo inhibidores de proteasas y se almacenaron a ~70 °C hasta su uso
{fig. 7). Normaimente el citosol se concentré 5 veces en una membrana de dialisis de

corte de 1000 a 3500 de peso molecular. Posteriormente esta membrana se puso en
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contacte con polietilenglicol durante 30 min, pasado este tiempo el citosol se utilizo para

determinar inmediatamente la actividad proteolitica mediante zimogramas.
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VI.d Aislamiento de acrosomas

Para esto se partié de cabezas de espermatozoides (VI b). El rompimiento de las cabezas
se hizo en condiciones en las cuales se mantiene la integridad de los lisosomas (Grahamn,
1993) y de los acrosomas de los espermatozoides (Beliran y Darszon, resultados no
publicados). Es importante mencionar que el acrosoma es un organelo proveniente del
aparato de Golgi con caracteristicas similares a los lisosomas (Graham, 1993). Las
cabezas de dichos espermatozoides se resuspendieron en 2 ml de glicerol 2 M, Hepes 10
mM (pH 7.0), Leupeptina 10 uM, Pepstatina 1 uM, Inhibidor de Tripsina 1 mg/ml, EDTA 0.1
mM y 2 ug/ml de DNAsa | tipo IV y se incubaron a temperatura ambiente por 30 min.
Posteriormente se homogenizaron 20 veces {(Homogenizador Dounce), y se le agrego
DTT 1t mMy EGTA 0.1 mM. La suspension de cabezas se centrifugé a 6,000 xg por 10
minutos, para eliminar el precipitado que contiene cabezas no rotas, nuclecs y
mitocondrias. El sobrenadante se centrifugd a 200,000 xg durante 45 minutos. Finalmente
los acrosomas se recuperaron resuspendiendo el precipitado en Hepes 10 mM (pH 7.0)
conteniendo los inhibidores de proteasas (VI a). Se alicuotaron y se guardaron a —70°C

hasta su uso (fig. 8).

Vl.e Aislamiento de vesiculas hibridas

Se lavaron 1 ml de espermatozoides como se indica en el punto VI a, solo que en éste
caso la centrifugacién final se hizo a 1000 xg. Esto es con el objeto de que los
espermatozoides estén en las mejores condiciones para inducirles la RA. Las células se
diluyeron {1:200) en AMC (pH 8.0}, conteniendo 15 piM dei iondforo de calcio A23187. La
RA se indujo incubando a 162 C durante 15 min. La suspension de espermatozoides o

cabezas se centrifugd a 1000 xg por 20 min para recuperar los espermatozoides
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reaccionados en el precipitado. El sobrenadante se centrifugd a 10,000 xg por 10 min
para eliminar nucleos y mitocondrias en el precipitado. Finalmente el sobrenadante se
centrifugd a 200,000xg por 45 min. para recuperar las vesiculas hibridas (VH) en el
precipitado, las cuales se resuspendieron en Hepes 25 Mm, EGTA 0.1 mM, EDTA 0.1 mM

y PMFS 0.1 mM, se alicuotaron y guardaron a —~70° C hasta su uso (fig. 9).
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— S - n __ . i n
Figura 9. Preparacion de vesiculas hibridas (VH) de espermatozoides de erizo de mar

como esta reportado en Schulz, et al., 1998. Las abreviaturas y flechas estan definidas

en la figura 7.
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VIl. Determinacidon de proteina por el método de Bradford

Este método descrito por Marion M. Bradford en 1976, se basa en la unién del colorante
azu! de Coomassie G-250 a las proteinas. La unién origina un cambio en el maximo de
absorcién del colorante del rojo a 465 nm al azul con una absorcion a 595 nm. En 1985
Compton y Jones encontraron que de las tres formas del colorante: aninica, catiénica y
neutra, que existen en la solucidn, es la aniénica la que forma los complejos con las
proteinas, principalmente ¢on aquellas que poseen residuos de arginina. Este complejo
es el que produce el maximo de absorcién del colorante a 595 nm y es la base de la
determinacion colorimétrica por éste método. El reactivo de Bradford se preparé con el
colorante Azul de Coomassie G-250 a una concentracién final de 0.01% en solucion con
etanol al 4.75% y acido fosférico al 8.5%.

La determinacion de la concentracién de las muestras se hace en paraleio con una curva
de calibracion de albumina bovina {1-10 ug aforados a 20 pl con agua). Al igual que a las
muestras problema, se les adiciond 1 ml de reactivo de Bradford y se mezclo
inmediatamente incubdndose durante 5 minutos a temperatura ambiente. Al final de la
incubacion, se leyd la absorbancia a 595 nm, contra un blanco preparado con el mismo
reactivo sin muestra.

En el caso de muestras de membranas éstas se solubilizaron previamente incubandolas
con el detergente N-hexil-3-D-glucopiranosido al 4% durante 5 minutos (Bradford, 1987) y

se continud con el procedimiento normal descrito arriba.
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Viil. Zimogramas

La zimografia es una técnica electroforética para identificar proteinas con actividad
proteolitica (Kleiner, y Stetler-Stevenson, 1994). Consiste en separar las proteinas en un
gel desnaturalizante de poliacrilamida que contiene el detergente dodecil sulfato de sodio
(PA-SDS; Laemmli, 1970), el cual se copolimeriza con gelatina como sustrato para las
proteasas. En este caso la separacién se hace en condiciones no reductoras, es decir, la
mezcla digestora de las muestras carece de B-mercaptoetanol. Al final de la corrida el gel
se incuba en presencia de un detergente no idnico (generalmente Tritdon X-100), que
sustituird el SDS y favorecera el replegado de las proteinas a su estado nativo.
Posteriormente se incuban en el amortiguador conveniente para la actividad de las
proteasas que se estan estudiando (Kleiner, y Stetler-Stevenson, 1994; Khan, y James,
1998).

En éste trabajo las proteinas de diferentes fracciones del espermatozoide se solubilizaron
en una mezcla que contenia; SDS al 10%, glicerol 50% v/v, 1 pg/ml de azut de Bromofenol
y Trizma base 0.5 M Ph 6.8 y se separaron en geles de PA-SDS al 7.5% conteniendo
gelatina al 0.1 %, al final de la separacion el gel se incubé con Triton X-100 al 2.5 % a
temperatura ambiente durante 60 minutos para renaturalizar las proteinas. Posteriormente
el gel se transfirié a Tris-HCI 50 Mm, NaCl 200 Mm, CaCl; 5 Mm y Brij 35 al 0.02 % (pH
8.0} en ausencia o presencia de los inhibidores de metaloproteasas (EDTA, O-fen ¢
fosforamidén) y se incubdé 372 C/ 24 hrs. El gel se tifid con Azul de Coomassie R-250 al
0.5% en metanol al 30%, acido acético al 10 % y se destifid incubando en la misma
solucion sin colorante, para hacer evidente la actividad proteolitica que se observa como

bandas no tefidas.
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IX. Ensayos de unién especifica al **Zn

La deteccion de las proteinas que unen *Zn en membranas de nitrocelulosa se efectud
como ha sido descrito previamente (Mazen et al., 1988). Las diferentes fracciones del
espermatozoide, se solubilizaron en una mezcla que contenia; SDS al 10%, glicerol 50%
v/v, EDTA 8 mM, Trizma base 0.5 M (pH 6.8) y 1 pg/ml de azul de Bromofenol y se
separaron en un gel de PA-SDS al 7.5%. Posteriormente el gel se incubd 1 hr en
amortiguador de transferencia (Trizma base 25 mM, glicina 160 mM, SDS 0.2%, pH 8.3)
conteniendo 5% de B-mercaptoetanol. Las proteinas reducidas en el gel se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa (NC) a 500 mAmps durante 45 min (Towbin ef al, 1979).
La membrana de NC con las proteinas separadas se equilibré por una hora en
amortiguador A (Tris-HCI 10 mM, pH 7.5). Posteriormente dicha membrana se incubd por
15 min en 5 ml de amortiguador B (Tris-HCI 10 mM, KCI 0.1 M, pH 7.5) conteniendo 1 uCi
de %Zn. Finalmente la membrana se lavd dos veces con el mismo amortiguador B durante
15 min. La nitrocelulosa se expuso en el cassette del "Posphorimager” durante 2 dias,

para detectar las proteinas que unen SZn®*.
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RESULTADOS

Efecto de inhibidores de metaloproteasas sobre la RA de espermatozoides
de erizo de mar

Se ha reportado que una gran variedad de quelantes de metales estructuraimente
diferentes (EDTA y O-fen), retardan el inicio de la movilidad espermatica al diluir el
semen, e inhiben hasta en un 80% la RA inducida por la gelatina del évulo en
espermatozoides de erizo de mar (Clapper, et al., 1985). En 1987 Farach, et al. estudiaron
la posible participacion de una metaloproteasa en la RA de espermatozoides de erizo de
mar. Ellos mostraron, que existe una metaloproteasa soluble dependiente de zinc
involucrada en la RA del espermatozoide de S. purpuratus. Esta metaioproteasa se
inhibia por O-fen o0 EDTA, pero no por fosforamidén.

En el presente trabajo de tesis decidimos examinar el efecto de los mismos compuestos
sobre la RA de espermatozoides de S. purpuratus con la idea de demostrar, la
participacién de metaloproteasas en la RA. La figura 10 muestra que tanto la O-fen como
el EDTA inhiben la RA en espermatozoides de S. pumpuratus, en tanto que el
fosforamiddn tiene muy poco efecto de acuerdo con lo reportado con el grupo del Dr.
Lennarz (Farach, et al. 1987). Estos autores también observaron que la RA se inhibia en
un 80% con 300 pM de O-fen, mientras que nosotros observamos que a esta
concentracion de quelante solo se obtiene un 25% de RA. En la misma figura 10 vemos
que el EDTA tiene un efecto similar a la O-fen, ya que a concentraciones de 500 uM sdlo

el 20% de los espermatozoides desarrollan RA.
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Figura 10. Efecto de inhibidores de metaloproteasas sobre la RA en
espermatozoides de S. purpuratus. Se incubaron 25 pl de espermatozoides
{diluidos 1:200 en AMA, pH 8.0) conteniendo diferentes concentraciones de
inhibidores por 5 minutos a 162C. Al tiempo sefialado se indujo la RA con factor
(ver métodos). Después de 2 minutos se fijaron las células con igual volumen de
formaldehido al 12% para determinar la RA. Los simbolos representan el promedio
de 3 experimentos independientes hechos por triplicado y las barras indican el
error estandar. La RA promedio fue de 876 %.

Aunque esta descrito que la inhibicién de la actividad de metaloproteasas por O-fen se
debe a su funcién como quelante, existe la posibilidad de que siendo un compuesto
hidrofobico la O-fen este actuando de manera inespecifica intercalandose en la
membrana plasmatica y causando un cambio en la organizacion de los lipidos, (Correa, et
al, 2000). Con la idea de aclarar éste punto decidimos probar el efecto de la 4,7-
fenantrotina (4,7-fen, ver fig. 11) un andlogo de O-fen que no es quelante de metales
pesados. En la figura 10 observamos que la RA del espermatozoide de S. purpuratus no

se inhibe con la 4,7-fen.
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N N
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Figura 11. A) Estructura de O-fen y B} Estructura de 4,7-fen. (Tomadas de
Index Merck, 1989).

Estos resultados sugieren que el efecto que la O-fen ejerce sobre la RA se debe a que
dicho compuesto remueve el ion metdlico del sitio activo de la metaloproteasa y no a un
efecto inespecifico en la membrana debido a la hidrofobicidad del compuesto. A su vez,
esta actividad proteolitica podria participar de manera importante en la cascada de
eventos que desencadenan la RA.

Como mencionamos anteriormente, Farach, ef al, (1987) mostraron que con 10 pM de
fosforamidén no se inhibia la actividad de metaloproteasa soluble detectada en el
homogenado total de espermatozoides de S. purpuratus. Debido a lo anterior se decidié
estudiar el efecto de este inhibidor sobre la RA en espermatozoides de dos especies
distintas de erizos de mar: S. purpuratus y L. pictus. En la figura 10 se observa que el
fosforamidon aun a concentraciones de 10 a 50 veces mayores (100-500 pM), tiene poco
efecto (~20% de inhibicion) sobre la RA en espermatozoides de S. purpuratus.

Sin embargo, actualmente se desconoce si en espermatozoides de L. pictus participa una
metaloproteasas en cascada de eventos Gué lievan a la RA. Por io tanto con ia idea de
saber si esto es asi, se investigd el efecto de los inhibidores de metaloproteasas scbre la

RA en espermatozoides de L. pictus. En la figura 12 A se aprecia que O-fen a
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concentraciones de 100 uM inhibe en ~70% la RA inducida con 10 pM de ZnCl,. Este
efecto es dependiente de la concentracion ya gue con 500 pM se inhibe mas del 90% de
dicha RA. EI EDTA también inhibe la RA pero a concentraciones mas altas 5 mM (no se
muestra).

Al igual que en el caso de espermatozoides de S. purpuratus se observé que tanto el
fosforamidén, y la 4,7-fen (fig. 12 A ) tienen muy poco efecto (~20% de inhibicion) sobre la
RA de espermatozoides en L. pictus inducida con Zn**. Estos resultados sugieren
fuertemente que al igual que en S. purpuratus los espermatozoides de L. pictus también

poseen una metaloproteasa que puede participar en la RA.

—e—0-fen
—m— Fosforamidoén

—ie— &, 7-fen

RA Normalizada

[inhibidor] pM

o _ e M
Figura 12 A. Efecto de inhibidores de metaloproteasas sobre la RA en
espermatozoides de L. pictus. Se incubaron 25 pl de espermatozoides (diluidos
1:200 en AMA, pH 8.0) conteniendo diferentes concentraciones de inhibidores
por 5 minutos a 16°C. Al tiempo sefialado se indujo la RA con ZnCl,. Después de
2 minutos se fijaron las células con igual volumen de formaldehido al 12% para
determinar la RA, Los simbolos representan ¢l promedio dg 3 experimenios
independientes hechos por triplicado y las barras indican el error estandar. La RA
promedio fue de 8418 %.
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En la figura 12 B se aprecia que O-fen inhibe la RA inducida con factor ~70%, desde
concentraciones de 100 uM, de manera similar a lo observado en la figura anterior. El
efecto del EDTA sobre la RA inducida con factor en espermatozoides de L. pictus ya
estaba reportado, donde, 0.1 mM inhibian ~80% de dicha RA (Clapper, et al., 1985}.

Al igual que en el caso de la RA inducida con ZnCl, se observé que tanto el fosforamidon,
y la 4,7-en tienen muy poco efecto sobre la RA de espermatozoides en L. pictus inducida

con factor (fig. 12 B).

R L _
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Z - fosforamidon
s
o +
0 i 'l Il '] N )

0 100 200 300 400 500 600

[Inhibidor] pM

Figura 12 B. Efecto de inhibidores de metaloproteasas sobre la RA en
espermatozoides de L. pictus. Se incubaron 25 pl de espermatozoides (diluidos
1:200 en AMA, pH 8.0) conteniendo diferentes concentraciones de inhibidores
por 5 minutos a 16°C. Al tiempo sefialado se indujo la RA con factor (ver
métodos). Después de 2 minutos se fijaron las células con igual volumen de
formaldehido al 12% para deteiminar ia RA. Los simbolos representan el
promedio de 3 experimentos independientes hechos por triplicado y las barras
indican el error estandar. La RA promedio fue de 7844 %.
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Efecto de un sustrato fluorescente para metaloproteasas sobre la RA en
espermatozoides de erizo de mar.

Farach et al, (1987) también reportaron que la RA del espermatozoide de S. purpuratus se
inhibia en presencia de 2 mM de SAAF un sustrato fluorescente de las metaloproteasas

(fig. 13).
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Figura 13. Estructura de succinil-aianina-alanina-
fenilalanina-4-amido-7-metilcoumarina (SAAF).

Con el objeto de examinar si esto ocurria también en espermatozoides de L. pictus, se
ensayaron diferentes concentraciones de dicho substrato en [a RA en espermatozoides de
ambas especies. La figura 14 muestra que en S. purpuratus 2 mM de SAAF inhibe la RA
en un 70% y que al aumentar la concentracién a 10 mM, el grado de inhibicién se no
varia. Cuando los espermatozoides de L. pictus (fig. 14} se preincubaron en presencia del
substrato para metaloproteasas a una concentracion de 10 mM observamos que la RA se
ve afectada de manera importante (~90% de inhibicion), y a diferencia de lo que se
observa en los espermatozoides de S. purpuratus, 5 mM del compuesto solo inhiben la

RA en un 15%. Mas aun, a concentraciones de 2 mM ya no se observa inhibicion de la
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RA. Sin embargo, al medir el pH del agua de mar en presencia del substrato, se pudo
documentar que el peptido producia una acidificacion cercana a dos unidades de pH (de
8.0 a 6.0), por lo que no puede descartarse que la inhibicién de la RA se deba a un accién
directa del cambio en el pH o por un efecto combinado resultado de la interaccion del

sustrato con la metaloproteasa y la acidificacion del medio.

—e—L. pictus
—m— S.pumpuratus

RA Normalizada

0 '] 'l ]
0 5 10 15

[SAAF] mM

Figura 14. El substrato fluorescente para metaloproteasas (SAAF)
inhibe la RA en el espermatozoide de erizo de mar. Se incubaron 25
pl de espermatozoides (diluidos 1:200 en AMA, pH 8.0) conteniendo
diferentes concentraciones de SAAF por 5 minutos a 169C. Al tiempo
sefialado se indujo la RA con factor en S. purpuratus (n=3) y con
ZnCl; en L. pictus. Los simbolos representan el promedio de 4
experimentos independientes por triplicado y las barras indican el
error estandar. Después de 2 minutos se fijaron las células con igual
volumen de formaldehido al 12% para determinar la RA.

Actividad de metaloproteasa en el espermatozoide de erizo de mar

| as metaloproteasas dependientes de zinc son necesarias en algunos eventos de fusion

en diversos tipos celulares (por ejemplo en mioblastos, en células cromafines de la
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glandula suprarrenal, etc). Esto es importante ya que durante la fecundacion del évulo por
el espermatozoide de erizo de mar, ocurren al menos tres pasos que involucra la fusién
de membranas. El primer evento es la fusion de la membrana plasmatica del
espermatozoide con la membrana del granulo acrosomal (SeGall y Lennarz, 1979), el
segundo ocurre cuando el espermatozoide que ha sufrido la RA, se une con la membrana
plasmatica del 6vulo (Epel y Vacquier, 1978), y finalmente el tercer evento de fusion inicia
cuando [os granulos corticales que se encuentran en el ovulo, se fusionan con la
membrana plasmatica de éste liberando su contenido y evitando asi la polispermia
(Shapiro, et al, 1981). Ademas, como se ha venido mencionando existen evidencias que
sugieren la participacion de una metaloproteasa soluble dependiente de zinc en la RA, en
espermatozoides de erizo de mar S. purpuratus (Farach, et al., 1987).

También sabemos que los espermatozoides de erizo de mar tanto de L. pictus como de S.
purpuratus poseen diferentes actividades proteoliticas y que la actividad principal
corresponde a metaloproteasas (Granados, 2000). Recientemente fraccionando
homogenados de cabezas y flagelos de espermatozoides en gradientes de sacarosa y
mediante la utilizacion de zimogramas, se ha mostrado que las actividades de
metaloproteasas se encuentran localizadas principalmente en la cabeza de dichos
espermatozoides (S. purpuratus y L. pictus). Debido a lo anterior y a que la RA se efectia
en la cabeza de los espermatozoides, decidimos purificar diferentes fracciones de la
cabeza de los espermatozoides (membranas de cabeza, citosol, acrosomas y vesiculas
hibridas - ver métodos), con el objeto de determinar a que parte de la cabeza estaba
asociada la actividad de metaloproteasas identificada anteriormente {Granados, 2000).
Como se menciond con anterioridad Farach, et al., (1987) mostraron que la actividad de
metaloproteasa soluble detectada en un homogenado total de espermatozoides de S.
purpuratus es sensible a O-fen y a EDTA e insensible a 10 yM de fostoramidén. En el

caso de espermatozoides de S. purpuratus, en nuestro laboratorio se han detectado 3
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dobletes de actividad de metaloproteasas (Granados, 2000). Por lo tanto se decidio
probar las diferentes partes de la cabeza de dichos espermatozoides en zimogramas para
detectar a cual de elias estaba asociada la actividad de metaloproteasas. La deteccion de
la actividad de metaloproteasas en las diferentes regiones del espermatozoide de S.
purpuratus mostro varias bandas de actividad asociadas a diferentes partes de la cabeza
(ver fig. 15). También se determind el efecto de diferentes inhibidores de metaloproteasas
sobre esta actividad. La figura 15 muestra que las bandas de actividad de los
solubilizados totales y membranas de cabezas de espermatozoides tanto reaccionados
como no reaccionados, fueron sensibles a O-fen (fig. 15 A) y a EDTA (fig. 15 A). Por otro
lado, la misma 15 B se muestra que dicha actividad fue insensible tanto a 100 pyM de
fosforamiddn (fig. 15 B) como a 5 mM de 4,7-fen (fig. 15 B). Ademas se observa actividad
insensible a inhibidores de metaloproteasas lo que corrobora resultados anteriores, que
muestran que en e! espermatozoide de erizo de mar existen diferentes actividades
proteoliticas, pero la actividad predominante corresponde a metaloproteasas (Granados,
2000).

En el zimograma de las diferentes partes de la cabeza de espermatozoides de L. pictus,
se observd un doblete de actividad (115,109 kDa) en el citosol de las cabezas
reaccionadas asi como en la condicion control (fig. 16). La actividad proteolitica se inhibio
con O-fen 5 mM (fig. 16 y 17 A), lo que indica que se trata de metaloproteasas.

Por lo tanto a continuacién se decidio estudiar el efecto de otros inhibidores de
metaloproteasas sobre dicha actividad. La figura 17 A muestra que el doblete de actividad
de metaloproteasas en el citosol de cabezas reaccionadas y control de espermatozoides
de L. pictus, es sensible a EDTA 5 mM (fig. 17 A). Por el contrario esta actividad fue

insensible a fosformidén 100 uM y a 4,7-fen 5 mM (fig. 17 B).
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Figura 15 A. La actividad de metaloproteasa en las diferentes regiones de la cabeza de
espermatozoides de S. purpuratus es sensible a o-fen y a EDTA. Las muestras de
solubilizado total (ST), solubilizado total reaccionado (STR), membrana de cabeza (MC),
membrana de cabeza reaccionada (MCR), citosol cabezas (CC), citoso! cabezas
reaccionadas (CCR) y membrana de flagelo (MF) se separaron en geles de PA-SDS al
7.5% con gelatina al 0.1% como sustrato. Los distintos carriles muestran el desarrollo de
la actividad de metaloproteasas en ausencia {control) 6 en presencia de O-fen 5 mM y
EDTA 5 mM. Los marcadores de PM (STD) son una mezcla de Bio-Rad (Broad-Range).
Este es un experimento representativo de 3. Las flechas indican la actividad de
metaloproteasas.
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Figura 15 B. La actividad de metaloproteasa en las diferentes regiones de la cabeza de
espermatozoides de S. purpuratus es insensible a fosforamidén. Las muestras de
solubilizado total (ST), solubilizado total reaccionado (STR), membrana de cabeza
(MC), membrana de cabeza reaccionada (MCR), citosol cabezas (CC), citosol cabezas
reaccionadas (CCR) y membrana de flagelo (MF) se separaron en geles de PA-SDS al
7.5% con gelatina al 0.1% como sustrato. Los distintos carriles muestran el desarrollo
de la actividad de metaloproteasas en ausencia (control) 6 en presencia de
fosforamidén 100 uM y 4,7-fen S mM. Los marcadores de PM (STD) son una mezcla de
Bio-Rad (Broad-Range). Este es un experimento representativo de 3. Las flechas
indican la actividad de metaloproteasas.
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El zimograma en presencia de 4,7-fen 5 mM (fig. 17 B) muestra que la actividad de
metaloproteasas fue insensible a dicho analogo. Lo anterior apoya !a idea de que O-fen
inhibe esta actividad al quelar et &tomo esencial que la enzima necesita para ser activa.

Los resultados en este trabajo muestran que hay actividad de metaloproteasas en el
citosol de cabezas de espermatozoides de L. pictus asociada tanto al citosol como a la
membrana en las cabezas de espermatozoides de S. purpuratus. De esta manera,
resulta razonable proponer que una de estas metaloproteasas sea la que participe en la

RA (Farach, et al., 1987).

1. 234 5 86 7 8 910

Control

Figura 16. Actividad de metaloproteasas en el citosol de cabezas de espermatozoides de L.
pictus. Las muestras de ias diferentes fracciones de la cabeza de espermatozoides: (1)
membrana cabezas, (2) citosol cabezas, (3) membrana de cabezas reaccionadas, (4) citosol
cabezas reaccionadas, (5) vesiculas hibridas, (6) acrosomas, (7) membrana cabezas sin
acrosomas Y (8) citosol cabezas sin acrosomas, se corrieron en un gel de PA-SDS al 7.5%.
Zimogramas (geles conteniendo gelatina como sustrato), mostrando la actividad proteolitica
en ausencia (control) o presencia del quelante de metales pesados (o-fen 5 mM). Experimento
representativo de 2. Los marcadores de peso molecular (STD) son una mezcla de Bio-Rad
(Broad-Range). Las flechas indican la actividad de metaloproteasas.
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Figura 17 A. La actividad de metaloproteasa en el citosol de cabezas de L. pictus es
sensible a o-fen y a EDTA. Las muestras citosol cabezas (CC), citosol cabezas
reaccionadas (CCR} y tripsina (T) se separaron en geles de PA-SDS al 7.5% con
gelatina al 0.1% como sustrato. El desarrollo de la actividad de metaloproteasas se
estudid en ausencia o en presencia de O-fen 5 mM, EDTA 5 mM. Los marcadores de
PM (STD) son una mezcla de Bio-Rad (Broad-Range). Experimento representativo de
3. Las flechas indican actividad de metaloproteasas.
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Figura 17 B. La actividad de metaloproteasa en el citosol de cabezas de L. pictus es
insensible a fosforamiddn. Las muestras citosol cabezas (CC), citosol cabezas
reaccionadas (CCR) y tripsina (T) se separaron en geles de PA-SDS al 7.5% con
gelatina al 0.1% como sustrato. El desarrollo de la actividad de metaloproteasas se
estudié en ausencia o en presencia de fosforamidon 100 uM y 4,7-fen 56 mM. Los
marcaderes de PM (STD) son una mezcia de Bio-Rad (Broad-Range). Experimento
representativo de 3. Las flechas indican actividad de metaloproteasas.
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Proteinas que unen zinc en el espermatozoide de erizo de mar

Sabemos que concentraciones micromolares de Zn** inician la RA en ausencia del factor
en L. pictus, produciendo cambios en el [Ca®'], [Na']i y pH; similares a los observados en
presencia del factor. Estos mismos cambios se observan en S. purpuratus pero no son
suficientes para inducir la RA (Clapper, et al., 1985; Darszon, et al, Resultados no
publicados).

Dado que las proteinas de las diferentes muestras del espermatozoide se separaron en
condiciones no reductoras para los zimogramas, fue necesario utilizar esta condicién y
también separar las proteinas en condiciones reductoras para detectar los sitios de unién
a zinc, utilizando *°Zn* (ver métodos). Esto se hizo con la idea de identificar si alguna de
las proteinas con actividad de metaloproteasas presenta sitio(s) de unién a zing.

En el caso del espermatozoide de S. purpuratus, se encontré que existen diferentes
proteinas que unen *Zn* (fig. 18 B). Las proteinas que tienen sitio de unién a Zn? vy
presentan actividad de metaloproteasas, en la membrana de cabezas de dichos
espermatozoides, tienen un peso aproximado de 94 y 77 kDa (Tabla 1). Por otro lado, en
el citosol hay dos metaloproteasas que unen Zn* (Mr 115 y 109 kDa). Asimismo, en las
cabezas reaccionadas se encontrd una proteina de 109 kDa que une Zn* y que tiene
actividad de metaloproteasa. Cuando se hizo el control de especificidad utilizando 1 mM
de ZnCl,, se observd que se borré la sefial en todas las bandas que dieron sefal positiva

de unién a *zZn* (fig. 18 C).
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Figura 18. Proteinas que unen %7Zn en el espermatozoide de S. purpuratus. Proteinas
electrotransferidas de un gel PA-SDS al 10% a una membrana de nitrocelulosa y teflida con
Ponceau S al 1%. La sefial de las proteinas que unen %Zn se muestra en (B). La membrana
de nitrocelulosa se incubd con 1uCi de ®*Zn como se indica en métodos. (C) membrana de
nitrocelulosa incubada con 1 pCi de ¥Zn* y 1 mM ZnCl ; como control de espacificidad,
Estandares de peso molecular: miosina (205 kDaP), B-galactosidasa (119 kDa) albamina
bovina (98 kDaP), ovoalbimina (52.3 kDa), anhidrasa carbénica (36.8 kDaP), inhibidor de
tripsina (30.1 kDa), lisozima (22 kDa) y aprotinina (7.6 kDa). » Estandares de peso molecular
que tienen sitio de unién a Zn?*. Este es un experimento representativo de 3.
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En la figura 19 B se muestran las proteinas que unen ®Zn?" en el espermatozoide de L.
pictus. Al igual que lo observado en S. purpuratus el control de especificidad mostré que
las bandas que unieron ®2Zn? se borran en presencia de 1 mM de ZnCl; (fig. 19 C). Con
base en estos resultados se puede proponer que las proteinas que unen zinc detectadas
en el citosol de cabezas de L. pictus con Mr ~ 120 y 103 kDa (Tabla 1), corresponden al
doblete de actividad de metaloproteasas detectado en la misma muestra (con Mr de ~ 115

y 109 kDa, respectivamente).

Tabla 1. Proteinas con actividad de
metaloproteasas y con sitio de unién a *Zn® en
el espermatozoide de S. purpuratus y de L. pictus.
Proteinas con actividad
de metaloproteasa g sitio
de unién a *°Zn**.
S. purpuratus

MC 94 y 77 kDa
Citosol 115 y 109 kDa
L. pictus
Citosol 120, 103 kDa
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Figura 19. Proteinas que unen %2Zn en el espermatozoide de L. pictus. A) Proteinas
electrotransferidas de un gel PA-SDS al 10% a una membrana de nitrocelulosa y teflida con
Ponceau S al 1%. B) Sefial de las proteinas que unen *Zn. La membrana de nitrocelulosa
se incubd con 1uCi de **Zn como se indica en métodos. (C) membrana de nitrocelulosa
incubada con 1 pCi de ®Zn** y 1 mM ZnCl > como control de especificidad. Estandares de
peso molecular: miosina (205 kDal), B-galactosidasa (119 kDa), albumina bovina (98
kDaP>), ovoalbdmina (52.3 kDa), anhidrasa carbénica (36.8 kDa ), inhibidor de tripsina (30.1
kDa), lisozima (22 kDa) y aprotinina (7.6 kDa). ™ Estandares de peso molecular que tienen
sitio de unién a Zn?*. Este es un experimento reprasentativo de 3.
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DISCUSION

Estudios previos indican que a concentraciones micromolares el zinc es capaz de iniciar
la RA en ausencia del Factor en espermatozoides de L. pictus, produciendo cambios en
el [Ca®™]i y el pH; similares a los que se observan en presencia del Factor. Sin embargo,
en espermatozoides de S. purpuratus a pesar de producir los mismos cambios
fisiolégicos, el zinc es incapaz de inducir la RA (Clapper et al, 1985; Darszon et al.,
resultados no publicados). Esta aparente paradoja podria ser explicada con base en los
datos obtenidos por Farach y sus colaboradores, quienes en 1987 reportaron que un
sustrato fluorescente para una metaloproteasa soluble dependiente de zinc, inhibia la RA
en espermatozoides de S. purpuratus y que este efecto era independiente de la entrada
de Ca*".

Con base en estos antecedentes se decidié estudiar el efecto de los inhibidores de
proteasas EDTA, O-fen, fosforamidén y 4,7-fen sobre la RA inducida con gelatina del
6vulo en espermatozoides del erizo de mar S. purpuratus. Los resultados de estos
experimentos mostraron que efectivamente el EDTA y la O-fen inhiben significativamente
la RA en esta especie de una manera dependiente de la concentracion. En contraste,
tanto el fosforamidon como la 4,7-fen tienen poco efecto sobre la RA en S. purpuratus
(fig. 10). Estos resultados apoyan fuertemente la existencia de una metaloproteasa
dependiente de zinc que participa en la RA en S. purpuratus (Farach, et al., 1987).
Cuando se ensayaron los mismos inhibidores de metaloproteasas en la RA de
espermatozoides de L. pictus, se encontr6 que también la O-fen (fig. 12 Ay B) y el EDTA
inhiben la RA inducida con Zn®" y con tactor en esta especie (Clapper, ¢t al, 1985). Sin
embargo, con el fosforamidén y la 4,7-fen no se observo inhibicion de fa RA con ambos

inductores (fig.12 A y B). De cualquier manera los resultados sugieren que en al igual
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que en S. purpuratus los espermatozoides de L. pictus también poseen una
metaloproteasa que participa en la RA.

Estudio previos de nuestro laboratorio indican que los espermatozoides de erizo de mar
tanto de L. pictus como de S. purpuratus poseen diferentes actividades proteoliticas y que
la actividad principal corresponde a metaloproteasas (Granados, 2000). Cuando se realizé
el fraccionamiento de homogenados de cabezas y flagelos de espermatozoides en
gradientes de sacarosa y se sometid a andlisis en zimogramas, se observd que la
actividad de metaloproteasas se encontraba localizada principalmente en la cabeza de los
espermatozoides en ambas especies (S. purpuratus y L. pictus). El comparar
espermatozoides no reaccicnados (control) y reaccionados permitid investigar si existian
diferencias entre ambas condiciones y si dichos cambios pudieran tener algin papel
importante durante la RA en el espermatozoide de erizo de mar. De esta manera, el
analisis comparativo en las diferentes regiones de la cabeza en espermatozoides control y
reaccionados en S. purpuratus, mostr6 que no hay diferencias en ia actividad de
metaloproteasas en ambas condiciones experimentales. Asimismo, al realizar los
zimogramas para identificar las metaloproteasas presentes en las diferentes regiones de
la cabeza fue posible observar actividad sensible a O-fen y a EDTA, e insensible a
fosforamiddn y a 4,7-fen (fig. 15 A y B). En particular, esta actividad se encontrd asociada
al citosol y a la membrana de las cabezas de los espermatozoides.

A diferencia de lo reportado por Farach, et al. (1987), aqui se muestra la presencia de una
metaloproteasa citosdlica que también se encuentra asociada a la membrana de la
cabeza del espermatozoide. Esta discrepancia podria ser explicada si la metaloproteasa
se encontrara débilmente unida a la membrana (plasmatica o acrosomal), y pudiera
desprenderse durante la preparacién de la muestra. Esta idea podria verse apoyada por
el hecho de que Farach, et al. (1987) detectaran la metaloproteasa en el sobrenadante de

un homogenado de cabezas de espermatozoides almacenado previamente a -80°C. Es
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importante mencionar que también se encontraron otras actividades proteoliticas que
fueron insensibles a EDTA y O-fen (fig. 16 y 17 A), lo que corrobora observaciones
previas de la presencia de actividades de serin, aspartil y cistein-proteasas en el
espermatozoide del erizo de mar (Granados, 2000).

Al comparar espermatozoides control y reaccionados de L. pictus encontramos solo un
doblete de actividad de metaloproteasa con peso molecular de 120 y 113 kDa (figs. 16 y
17 A). Dicho doblete fue insensible a fosforamidon y a 4,7-fen (fig. 17 B). Lo anterior
sugiere que al igual que en S. purpuratus los espermatozoides de L. pictus también
poseen una metaloproteasa que participa en la RA. Aunque en la RA en espermatozoides
de L. pictus no se ha demostrado la participacion de una metaloproteasa, generalmente
se acepta que en esta especie el zinc también juega un papel muy importante en el inicio
de dicho evento. Es importante recordar que en L. pictus el zinc desencadena la RA
induciendo cambios importantes en la permeabilidad de la membrana plasmatica a
diversos iones (Clapper et al, 1985; Darszon et al., Resultados no publicados). Esto
sugiere que el zinc podria estar actuando al inicio de la cascada de eventos intracelulares
que conducen a la RA, ya sea activando una metaloproteasa o directamente sobre
alguna de las proteinas que participan en el desarrollo de dicha reaccion.

Dado que la metaloproteasa soluble que participa en la RA de espermatozoides de S.
purpurtus es dependiente de zinc (Farach, et al., 1987), se decidié entonces identificar las
proteinas con sitios de unidn a zinc en el espermatozoide de ambas especies (S.
purpuratus y L. pictus). Los experimentos de unidn especifica al radioligando %2Zn?
mostraron la presencia de diferentes proteinas que unen a este catién. Cabe sefalar
aqui, que al realizar los zimogramas las proteinas se separan en condiciones no
reductoras, mientras que para los experimentos de unién especifica a *Zn*" las proteinas
deben separarse en condiciones reductoras. Por |0 anterior resulté imperativo saber si las

metaloproteasas identificadas en este trabajo cambiaban su Mr al separarlas en las
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condiciones no reductoras que se utilizaron para los zimogramas. Esto nos indicaria si las
proteinas identificadas con sitioc de unién a zinc tenian el mismo tamafio que las que
presentaban actividad de metaloproteasas. Los resultados de los experimentos de union
especifica a ®*Zn mostraron la presencia de diferentes proteinas (Mr de 34 a 163 kDa)
que unen zinc en los espermatozoides tanto de S. purpuratus (fig. 18) como de L. pictus
(fig. 19). En las cabezas de los espermatozoides no reaccionados de S. purpuratus (fig.
18) se encontraron cuatro metaloproteasas que unen zing, dos en la MC (Mr 94 y 77 kDa-
ver tabla 1) y dos en el citosol (Mr 115 y 109 kDa). En contraste, sélo una metaloproteasa
de 109 kDa estuvo presente en la membrana de cabezas de los espermatozoides
reaccionados. Es altamente posible que alguna de estas proteinas corresponda a la
metaloproteasa soluble que participa en la RA reportada por Farach, et al. (1987). Por
otro lado, en la fraccion citosdlica de cabezas de espermatozoides no reaccionados de L.
pictus se identificaron dos metaloproteasas que unen zinc con Mr de 120 y 103 kDa ({fig.
19-ver tabla 1). Estas metaloproteasas son también fuertes candidatos de proteinas
reguladoras de la RA.

Actualmente se desconoce a que nivel esta actuando la metaloproteasa dependiente de
zinc sobre la RA. Una posibilidad podria ser sobre el canal de K" modulado por GMPc que
participa en la cascada de eventos inducidos por el Speract, un decapéptido presente en
la gelatina del huevo que estimula la entrada de Na* y Ca®, y la salida de K* y H* de la
célula, y que ademas es capaz de aumentar 10s niveles de nucleétidos ciclicos como
GMPc¢ y AMPc (Garbers, 1989; Ward and Kopf, 1996;). Estos cambios idnicos promueven
un aumento en la concentracién de Na* ([Na'l), Ca* ([Ca®]i) y pH (pHi) intracelular
{Darszon et al., 2001; Galindo, et al., 2000). Una posibilidad alternativa pudiera ser la
remocion de un dominio inhibitorio del canal de K* mediante protedlisis y que conduce a
una hiperpolarizacién de la membrana plasmatica tal y como sido reportado para el canal

de K* activado por Ca®" en Paramecium (Kubalaski, et al, 1989). Por Ultimo, otra
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posibilidad seria un efecto a nivel de la enzima adenilato ciclasa (AC), ya que la induccion
tanto natural como de manera artificial de la RA en los espermatozoides de erizo de mar,
aumenta los niveles de AMPc. Asi, podria ser que como se ha sugerido para la AC def
testiculo de rata, con la cual comparte varias propiedades, la activacion de la AC en el
espermatozoide del erizo de mar este regulada por una actividad proteolitica (Buck, et al,
1999).

Por otro lado, es probable que las metaloproteasas participen de manera importante en la
exocitosis que se lleva a cabo durante la RA. Con anterioridad se ha reportado que las
metaloproteasas se requieren en eventos de exocitosis en células adrenales cromafines
en un paso posterior a la entrada de Ca** (Mundy y Strittmatter, 1985). Aunque el papel
de las metaloproteasas en exocitosis no se conoce en detalle, es probable que se
requiera de protedlisis de proteinas de membrana para que se lleve a cabo la fusién de
las vesiculas secretorias 0 que la proteasa se necesite para generar péptidos
“fusogénicos”, como en el caso de la fusién del mioxovirus con la célula huésped (White,
et al., 1983). Otra posibilidad es que la proteasa se necesite en un paso anterior a la
fusion aunque los mecanismos de requlacion y sustratos endbégenos todavia no se
conocen.

Alternativamente, cabe también la posibilidad de una modulacién directa del zinc sobre
algln otro componente esencial en ia fisiologia del espermatozoide. Como se ha sugerido
para las células HT29-Cl (linea celular de cancer de colon humano), en donde existe un
receptor especifico para zinc que al activarse permite la liberacion masiva de Ca* de las
pozas intracelulares. Este receptor une zinc extracelular y activa diversas vias de

transduccidn de sefales (Hershfinkel, et af, 2001).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron en este trabajo la RA en el
espermatozoide de S. purpuratusy L. pictus se atenua significativamente con algunos
inhibidores de metaloproteasas como la O-fen y el EDTA. En contraste, otros
inhibidores como el fosforamidon y la 4,7-fenantrolina no alteran la RA en los
espermatozeides del erizo de mar.

Al igual que en S. purpuratus, los espermatozoides de L. pictus también poseen una
metaloproteasa que puede participar en {a RA. Esta actividad de metaloproteasas se
encuentra en el citosol de cabezas de espermatozoides de L. pictus, mientras que en
S. purpuratus la actividad de metaloproteasas se encuentra asociada a la membrana
de cabezas y al citosol de las cabezas.

En las cabezas de los espermatozoides de S. purpuratus se encuentran cuatro
metaloproteasas dependientes de Zn®": dos en la MC (Mr 94 y 77 kDa) y dos en el
citosol (115 y 109 kDa). Por su parte, en L. pictus fue posible identificar dos
metaloproteasas dependientes de Zn?" (120 y 103 kDa).

El efecto que la O-fen ejerce sobre la RA se debe a que dicho compuesto remueve el
ion metalico del sitio activo de la metaloproteasa y no a un efecto inespecifico en la
membrana debido a la hidrofobicidad del compuesto. La proteasa sensible a O-fen
podria participar de manera importante en la cascada de eventos que desencadenan
la RA.
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PERSPECTIVAS

* Estudiar la dependencia de estas metaloproteasas a los iones divalentes y de pH en las
metaloproteasas dependientes de zinc encontradas en este trabajo.

* Investigar a que nivel actian las metaloproteasas que participan en la RA, haciendo
anticuerpos contra metaloproteasas después de purificarlas y secuenciarlas.

*Con esta informacion se podrian descubrir secuencias homdlogas en las bases de datos
disponibles (genomas y proteomas) a fin de conocer mas acerca del origen de las
proteinas involucradas en el mecanismo de la RA.
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