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RESUMEN

Utilizando técnicas de doble tincién y microscopia confocal, Muiioz-
Gotera et al 2002, colocalizaron a la calreticulina (CRT)en el interior de los
gralulos corticales (GCs) y cn los 6vulos activados con zona pclucida, CRT
permanecio en ¢l espacio perivitelino y alrededor del cucrpo polar. Asi, la
incubacion de los 6vulos del hamster con la CRT exdgena agregada al sistema
antes dec la incubacion con los espermatozoides del cobayo, produjo una
disminucion del 80 2% cn la fertilizacion. Igualmente una disminuciéon del 50 %
en la penetracion espermitica sc obscrvé en un sistema de  fertilizacidon
homologa del ratén. Estos resultados nos permiten sugerir que la CRT participa
cn cl bloqueo a la polispermia tanto en ¢l sistema homologo del ratén como en
el heterdlogo hamster-cobayo y que ¢l mecanismo de accion de la CRT para
bloquear la polispermia, ocurra por la uniéon de CRT con el sitio de fusion del

d6vulo con el espermatozoide, obstruyendo cl receptor para ¢l espermatozoide.




INTRODUCCION

LA REACCION CORTICAL Y LOS GRANULOS CORTICALES

En la mayoria de los mamiferos, ¢l ovocito ovulado sc encuentra en la
metafase de la scgunda meiosis (Met [I), arrestado cn esta ctapa por
reguladores del ciclo celular que incluycn a la proteina p34cde2 cinasa, la
ciclina B y el factor citostatico (Nixon, V. y col. 2000). En ¢l proceso dec la
fertilizacién, una vez que ha ocurrido la interaccion entre las membranas
plasmadticas (MP) dc los gamectos, cl oévulo s¢ activa y pocos minutos después
se produce la exocitosis del contenido de los grinulos corticales del 6vulo, en
un proceso dependiente de Ca®* conocido como la reaccién cortical (RC) y cuya
funcioén principal es cvitar la polispermia (Yanagimachi, 1994). La RC cs parte
del evento gencral de activacion del évulo, que también incluye la reanudacion
de la meciosis, la sintesis dec  macromoléculas y algunos cambios en cl
metabolismo del gamcto (Goldenberg y Elinson, 1980). Asi, la fertilizacion
también induce eventos tardios caracterizados por la inactivacion de la cinasa
p34cdc2 mediante la via de degradacion de la ciclina B activadora, lo que
conlleva a la progresion del ciclo ceclular y por ende a  la rcanudacion y
terminacion de la mciosis (Nixon V. ¢ al., 2000). Los granulos corticales
(GCs) son organclos citoplasmaticos de 200 a 600 nm de diametro, recubicrtos
por membrana, los cuales se originan del aparato de Golgi durante ¢l desarrollo
folicular (Braden et al., 1954; Szollosi, 1967; Gulyas, 1980; Cherr et al.,
1988; Wassarman 1988; Cran and Esper, 1990; Picrce e¢r al., 1992). Los
granulos aparccen en cl ovocito durante su desarrollo temprano; sin embargo
dependiendo dec la especie, pueden aparccer en  cstadios mas tardios del
desarrollo, en cl hamster, mono y congjo sc originan en ovocitos de foliculos
multicapas (Hope, 1965; Szollosi, 1967). En los ovocitos maduros en Met 11, los

GCs sec localizan en la region cortical, a 2 pm aproximadamente de la MP



(Cherr er al., 1988; Pierce er al.,1992; Laidlaw y Wessel, 1994; Hoodbhoy y
Talbot, 1994). No toda el drea subcortical contiene GCs, existe una zona libre
de GCs localizada por encima del huso meidtico. El arca carentc de GCs
aparece inicialmente en los ovocitos en metafase 1, y gran parte de clla se pierde
con ¢l primer cuerpo polar; sin embargo esta arca crece al entrar ¢l ovocito en
Met 1I. Lucgo de la ovulacién ¢l area libre corresponde a un 40% dc la
superficic cortical dc los évulos no fertilizados del ratén y a un 5% de los del
hamster, lo que sugiere una posible exocitosis local y/o una redistribucion
lateral de los GCs (Ducibella er al., 1988; Yanagimachi, 1994). Algunos
autores estiman que hay entre 20-25 GCs/ 100 pm? de membrana plasmatica
(Cran et al., 1988 ) o entrec 3800 y 4700 GCs cn cada O6vulo del himster
(Okada et al., 1986). Estos miles de granulos distribuidos debajo de la
corteza, comienzan a decrecer cn numero a las 6 horas y desapareccen a las 18
horas post ovulacion en cl hamster. Esta distancia en los ovocitos en Met 11 es
sumamente importantes, ya quc permiten que ¢l ticmpo de translocacion de los
GCs antes de la cxocitosis sca corto. Ademads, su cercania con el reticulo
endoplasmatico (RE) favorece c¢l rapido incremento del calcio (Ca®")
intracelular, del cual depende la exocitosis y aumenta la eficiencia de la misma
garantizando la complecta liberacion del contenido de los granulos (Ducibella er
al, 1994; Yanagimachi y Chang, 1961). También la densidad de los GCs es
variable y se proponc que dicha variacion sc deba a diferentes estados de
maduracion (Gulyas, 1980; Wassarman, 1988); asi mismo el nimero de GCs es
variable, posiblemente debido a exocitosis prematura, con ¢l objeto de separar
las células de la corona radiada y la formacidn del espacio perivitelino (EPV), lo

cudl facilitaria la incorporacién cspermatica (Yanagimachi, 1994).

Se han identificado diversos componentes de los GCs (Tabla 1), de los
cuales muchos se han descrito como constituyentes de estos debido a que han
sido localizados cn el medio extraceclular de los 6vulos activados. Entre los
componentes de los GCs, podemos mencionar los siguientes: 1) Las proteasas

de los GCs dcl ratén y del hamster, las cuales modifican a las glicoproteinas de



la zona pelucida (ZP) (Cherr er al.,1988; Moller y Wassarman, 1989; Ducibella
et al.,1990; Hoodbhoy y Talbot, 1994; Ducibclla, 1996). 2) Doce
glicoconjugados que han sido detectados con lectinas cn los 6vulos no
fertilizados del hamster. Nueve de cllos se localizan en la envoltura de los
granulos corticales (EGC), cn la ZP y/o cn la membrana plasmatica luego dc la
fertilizacién (Hoodbhoy y Talbot, 2001). La EGC, cs una matriz granular que
se forma en ¢l EPV luego de la RC, y la cual csta constituida principalmente
~ por componentes dc los GCs (Dandekar, P. er al., 1992). 3) Las proteinas de
32, 56, 62 y 75 kDa ( Picrce ef al 1990; Gross V et al., 2000; Hoodbhoy et al.,
2000). A las protecinas pS6 y p62 sc les atribuye un papel en la embriogéncsis
temprana y c¢n la prcimplantacién (Hoodbhoy er al., 2000, 2001); mientras que
la funcidén de la p75 y de la p32 todavia no ha sido aclarada (Picrce er al, 1992;
Gross V. et al., 2000). 4) La B-N-acetilglucosaminidasa y a la ovopcroxidasa
(ambas han sido localizadas citoquimicamente en los GCs de los ovocitos del
ratén). Aparentemente actian a nivel de la ZP donde se piensa que bloqucan la
polispermia  al remover residuos ecspecificos de carbohidratos (O-linked),
involucrados en la union de los gamctos (Miller e¢r al., 1993), o bien
endurccen a la ZP (Gulyas, 1980). El altimo componente proteico, localizado
dentro dec los granulos corticales y detectado con técnicas de
inmunofluorescencia y microscopia confocal es la calreticulina (CRT) (Muiioz-
Gotera et al, 2001). La CRT ha sido localizada cn el espacio perivitelino luego
de la activacion de los 6vulos y sc sugicre que podria participar en cl bloqueco a

la polispermia.




TABLA 1. COMPONENTES DE LOS GRANULOS CORTICALES.

Componente Especiec estudiada Referencia

o-D-manosa,a-D-NacGal y | Himster, Ratén y Gata Cherr et al.,1988;

residuos de galactosa Hoodbhoy y Talbot, 1993
a, by 1994; Ducibella er
al, 1988.

Proteasa de serina Ratén y hamster. Gwatkin ct al..1973;

' Moller y  Wassarman,
1989, Ducibella er al.,
1990, 1996; Hoobdhoy

Talbot, 1994

Proteina placental que se | Hamster Sinosich er al, 1990a,1990b
une a heparina Hoobdhoy Talbot, 1994,
B-N-acetilglucosaminidasa | Ratén Hoobdhoy y Talbot, 1993
Ovoperoxidasa Ratén Hoobdhoy y Talbot 1994
Proteina de 75 kDa Raton Pierce et al., 1990;
1992
Proteinas de 56 y 62 kDa Himster Hoobdhoy et al., 2000
Proteina de 32 kDa Ratén Gross V. et al, 2000
Calreticulina Hamster Muiioz-Gotera et al, 2001

LA REACCION ACROSOMAL Y EL ACROSOMA

La cabcza del espermatozoide de los mamiferos contiene el niicleo y ¢l

acrosoma, rodcado por cantidades modcradas de citoplasma y componentes del
citoesqueleto (Eddy, E. 1988).

El acrosoma es una cstructura cspermatica

vesicular parecida a un

capuchén, que cubre la porcidn anterior del nicleo. En los mamiferos eutcrios,

el tamaiio y la forma del acrosoma varia de una cspecie a otra (Fawcett, 1975).




El acrosoma consiste de una membrana continua, de la cual la region cercana al
nicleo recibe ¢l nombre de membrana acrosomal interna (MAI), mientras que
la adyacente a la membrana plasmatica, se llama membrana acrosomal externa
(MAE). La matriz o contenido acrosomal, estd compuesto por una serie de
enzimas hidroliticas como: la acrosina, la hialuronidasa, las fosfolipasas A y C,
la catepsina D, la acetilglucosaminidasa, cntre otras. Por esta razon, cl acrosoma
es considerado un analogo de los lisosomas. En la recaccion acrosomal (RA) el
espermatozoide pierde casi todo ¢l acrosoma (Yanagimachi, 1994). La RA es
una exocitosis regulada dependicente de Ca®" externo y es el ultimo proceso que
lleva a cabo cl espermatozoide antes de estar habilitado para fertilizar al évulo (
Yanagimachi y Usui, 1974). La RA consiste cn la fusién en muiltiples sitios, de
la MAE con la MP de la region acrosomal, esto produce pequeiios orificios por
dondc sc libera parte del contenido acrosomal (Barros y Austin, 1967; Nagae et
al., 1986). Las membranas fusionadas dan lugar a una seric de vesiculas mixtas
que sc¢ scparan del espermatozoide y ¢l contenido acrosomal es liberado al
medio externo ( Peterson er al., 1978). Como consccuencia de la RA, s6lo una
porcién de la MAE, correspondiente al segmento ccuatorial, permancce en su
sitio y s¢ fusiona con la MP, csto permite la continuidad de la MP con la

membrana acrosomal y manticne al cspermatozoide sellado (Bedford, 1970).

La RA tienc dos propésitos: 1) Ayudar al espermatozoide a penctrar a
través de las envolturas del dvulo (células de la granulosa y la ZP), mediante la
liberacion dec enzimas y 2) Reorganizar la MP a nivel de la regién ecuatorial,
para formar cl nuevo dominio de reconocimiento con ¢l évulo (Yanagimachi,
1994), Figura 1.
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Figura 1. Modeclo de la reaccién acrosomal en el espermatozoide. 1: membrana
plasmatica; 2: membrana acrosomal externa: 3: contenido acrosomal; 4: membrana
acrosomal interna; 5: envoltura nuclear; 6: nuclco de DNA altamente condensado; 7:
anillo posterior; 8: picza media; 9: mitocondria; 10: anillo anular; 11: flagelo; 12:
vesicula media; 13: secrecion acrosomal; 14: nuevo dominio (tomado de Frits er al,
2000).

Otras caractcristicas que presenta ¢l espermatozoide que ha llevado a cabo
la RA y que sc relacionan con su capacidad fertilizante, son: 1. Aumento ¢n la
motilidad o hipcrmotilidad; 2. Un traslado o rclocalizacion de proteinas (Aguas
y Pinto da Silva, 1989; Primakoff et al., 1987; Trejo y Mujica., 1990) y 3. La
activacién de proteasas, que intervicnen en la interaccion del espermatozoide
con cl évulo (Cowan et al., 1987; Villarroya and Scholler, 1987; Phels er al.,
1990).



En muchos mamiferos, el espermatozoide nccesita unirse a la
glicoproteina ZP3 de la ZP para llevar a cabo la RA, pero en cl hamster, cl
cobayo y cl bovino, la RA también es inducida por la heparina o ¢l condroitin
sulfato presentes en ¢l cumulus oophurus (Suarez et al., 1985; Yudin et al.,
1988).

LA FERTILIZACION

La fertilizacidon involucra la fusidén del espermatozoide con ¢l ovocito.
Esta fusion restaura el genoma diploide, activa al ovocito ¢ inicia el desarrollo
embrionario. La fertilizacion incluye cventos como: 1) la maduracién de los
gametos, 2) ¢l transportc regulado de espermatozoides, 3) ¢l reconocimiento del
hucvo y el espermatozoide, 4) la penctracion de la zona pelucida (ZP) por el
espermatozoide y 5) la fusion ovulo-cspermatozoide. La preparacion final del
espermatozoide involucra la capacitacion y la adquisicion de un cstado de
motilidad hiperactivo, asi como la expresidn de ligandos adhesivos para ¢l évulo
al ocurrir la RA. La unidn del espermatozoide capacitado a las glicoproteinas de
la ZP cs un cvento especifico de especie, que conlleva a la reaccion acrosomal

(RA) (Wassarman, P, 1987; Yanagimachi, et al, 1994),

Desdc el punto de vista experimental, tenemos dos tipos de fertilizacion:
el modelo homdlogo y cl heterologo. El primero esta basado en la utilizacién de
gametos (masculino y femenino) de la misma cspecie, esta regulado por los
controles especie-cspecifico, como ¢l reconocimicnto de receptores a nivel de la
ZP y de la MP. Estec modeclo, asemeja mias las condiciones in vivo de la
fertilizacion, pero necesita medios de cultivo especiales. En cuanto al sistema
heterdlogo, ¢l gameto femenino mas utilizado es ¢l évulo del hamster, debido a
su facil mancjo y su alta penctrabilidad de la MP. La fusioén de los 6vulos del
hamster libres de ZP con los espermatozoides humanos con RA (HPA), cs el

ensayo mas ampliamente usado para las prucbas fisiolégicas de fusion. HPA ha




mostrado que tiene una excelente correlacion con la fertilidad de
espermatozoides humanos in vivo ¢ in vitro (Margalioth ez al.,, 1986). Un criterio
positivo de fertilizacidon es la observacion de las cabezas cespermaticas en ¢l
interior dcl 6vulo, luego de 3 horas de incubacién. Este ensayo ¢s usado para

predccir fallas de fertilidad de los espermatozoides.

LA ZONA PELUCIDA

Es una matriz cxtracclular glicoproteica, que sc¢ localiza entre la
membrana plasmatica y las células dc la granulosa la cual aparcce y se
incrementa durante ¢l dasarrollo del ovocito (Yanagimachi, 1994). La ZP es la
responsable de la especificidad, de especics observada durante la fertilizacion in
vitro, debido a quc contiecnc los receptores que pucden reconocer a los
espermatozoides de la misma especic (Wassarman, 1990). La fertilizacion
pucde scr llevada a cabo sin la presencia de la ZP, pero su presencia cs
imprescindible en ¢l desarrollo embrionario y la preimplantacion  in vivo
(Yanagimachi, 1994), ya quc la ZP protcge a los ovocitos y a los embriones de
dafio fisico. En ¢l ratén la ZP de un évulo mide 7 pum, tiene 3 ng de proteinas y
es permeable a grandes macromoléculas y pequeiios virus (Yanagimachi,
1994).

La ZP del ratén esta compuesta por 3 glicoprotecinas, ZP1 (185- 200 kDa),
ZP2 (120-140 kDa) y ZP3 (83 kDa) (Greve et al, 1985). La ZP del hamster tiene
también 3 glicoprotcinas, ZP1 ( 200-240 kDa), ZP2 ( 150 kDa) y ZP3 (56-80
kDa) (Moller et al, 1990, Wassarman, 1990). Para llevar a cabo la RA, ¢l
espermatozoide debe unirse a oligosacaridos de la ZP3 (Florman y Wassarman,
1985). El receptor espermitico mejor cstudiado, es el B1,4-galactosiltransferasa
(Gal-T). La mayor partc de Gal-T esta confinada al aparato dc Golgi, donde
ocurre la biosintesis de glicoconjugados, una menor cantidad e¢s expresada cn la

superficie de la MP, donde la Gal-T participa como un receptor de ligandos




extracelulares de azucares (Evans et al, 1995). Gal-T es expresada como una
proteina integral de la MP c¢n la region anterior del espermatozoide del ratéon (
Shurr y Necly, 1988). La unidén del espermatozoide a ZP3 desencadena la RA a
través de la agregacion de la molécula de Gal-T y la activacién en cascada

dondec esta involucrada una proteina G heterotrimérica (Macek er al., 1991).

BLOQUEO A LA POLISPERMIA

Son tres los mecanismos antipolispérmicos actualmente descritos:

1. Un bloquco a nivel de la membrana  plasmatica, dcbido a
hiperpolarizaciones recurrentes, ocasionadas por el espermatozoide y que

originan el potencial de fertilizacion (Miyazaqui ¢ Igusa, 1981).

2. Modificaciones de las glicoproteinas de la zona pelicida (ZP) que dan
lugar al endurecimiento de clla y se define como la reaccidon de la zona misma
(Yanagimachi, 1994).

3. Un bloqueo a nivel de la superficic celular (Cherr e al, 1988; Steward-
Savage y Bavister, 1988), dondc en ¢l cspacio perivitelino se¢ forma la EGC
(Dandekar et al, 1992; Hoodbhoy er al, 1994, 2000, 2001).

LA CALRETICULINA (CRT)

Fuc descubicrta por Mc Lennan en ¢l 1972 como una proteina del reticulo
sarcopldsmico que une Ca®". Desde entonces ha recibido cuando mecnos 7
diferentes nombres (Ostwald y Mac Lcnnan, 1974; Macer y Koch. 1988;
Damiani et al, 1988; Pecter et al, 1992), por ¢jemplo: calregulina (Waisman et
al., 1985) o Erp60 (Lewis et al., 1985). CRT tienc un peso molecular de 46
kDa y tiene una migracion anémala en SDS-PAGE (Mr de 60-63 kDa)



(Waisman et al., 1985 y Milner ef al., 1991), y a pH neutro su migracion cs de
55 kDa (Ostwald er al., 1974 y Michalak er al., 1980), csta migracion variable cs
atribuida a su bajo punto isocléctrico (4.14) (Mc Lennan et al, 1983). CRT cs
codificada por un solo gen, compuesto por 9 exones de 3.6 kb o 4.6 kb para el
DNA gendmico del humano y del raton, respectivamente y 8 intrones (Michalak
et al., 1992, 1999).

En la periferia de los hepatocitos de las ratas sc localizan, la CRT, la
bomba de Ca?* (SERCA 2b), y ¢l receptor a inositol trifosfato (IP3 R)
(Lievremont et al., 1996). En csta zona rica cn RE, la CRT interacciona tanto
. con IP:\R c,on'10 con la ATPasa de Ca®** (Camacho y Lechleiter, 1995) y dentro
dcl*:RE, ‘la CRT une la mitad del contenido de Ca** (Meldolesi et al.. 1996).
La CRT también ha sido localizada en otros compartimicentos cclulares, como
el niucleo (Nash ez al, 1994), el acrosoma de las cspermitidas y de los
espermatozoides maduros dc la rata (Nakamura er af, 1993) y cn ¢l lumen de
los grianulos de los linfocitos T citotoxicos (LTc). Usundo doble marcaje sc
observé que CRT se asocia en los grianulos de los LTce a perforina y cuando sc
activa el linfocito, se dctecta que la CRT sc libera junto con las grazimas A y D
al exterior de la célula. Sc proponc que la CRT pucda regular los niveles de
Ca®* libre en los grinulos de los LTc y regular la activacién de perforinas o
servir como chapcrona dc ¢éstas (Dupuis et a/, 1993). Andrin ez al, (1998)
localizaron a la CRT cn los LTc y en otras células relacionadas con el sistema

v inmunoldgico, en los granulos dec las células *““Narural Killer”. También se ha
observado liberacidén de CRT en necutréfilos activados (Eggleton, P. er al., 1994,
Kishore, U. et al.,1997).

No se conoce el mecanismo por cl cual la CRT se interiorice en los
granulos, pues tedricamente deberia estar retenida en ¢l RE dcebido a la
presencia de su secuencia KDEL para fijarse al RE. Los mecanismos propuestos
para explicar la interiorizacién son: 1) que existan rceceptores a KDEL en los

granulos de los LTc, 2) que exista una peptidasa que corte la secuencia KDEL
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de la CRT, 3) que los receptores a KDEL, en RE sc saturen 'y 4) que existan
dos formas dc CRT, con diferentes sciiales de trafico y que la caracteristica de
una de ecllas le permita movilizarse al interior de los granulos (Dupuis e
al,1993).

En cuanto a la cstructura de la CRT (modclo 1), se sabe que tiene de 20 a
25 sitios de baja afinidad y alta capacidad de unién a Ca?* (Mecldolesi et
al,1996). Estudios del cDNA revelaron que tiene 416 aa incluyendo la secuencia
sefial de 17 residuos en la region NH2 terminal (Nakamura er al, 1993). Los
analisis estructurales de la secuencia de aminoacidos (aa) indicaron que la CRT

puede ser dividida cn al menos tres dominios diferentes (Nash er al,1994):

1. El dominio amino terminal (N) quc forma bandas [3 plegadas
antiparalelas y tienc  un  motivo hélice-vuelta-hélice. En la CRT recién
sintetizada hay una sccuencia seiial diferente de KDEL, para el RE. El dominio N
no muestra homologia con otras familias de proteinas, pero ¢s muy conservado
entre los micmbros de la familia de las CRT. Gracias a este dominio, puede llevar
a cabo una intcraccion proteina-proteina pucs hay un sitio en él, que se unc al
péptido sintético KLGFFKR dc la subunidad a de la integrina y ademas
interactia con ¢l dominio de union a DNA de los rcceptores esteroideos. Este
dominio, rico en histidinas y cisteinas, parece unir zinc aunquc no conticne
consenso de dedo de zinc (Nash er al, 1994). Sc sugicre que ¢l dominio NH>
terminal de la CRT puedc estar involucrado en la iniciacion de la transcripcidn

del receptor de la hormona csteroidea (Camacho, P. y Lechleiter, 1995).

2. Un dominio intermedio de CRT, denominado P e¢s rico en prolina,
presenta tres secuencias repetidas de 17 aa (PXXIXDPDAXKPEDWDE). Esta
secuencia de aa c¢s altamente conscrvada en todas las especics. Dos dc los tres
repetidos (KPEDWD) se han cncontrado en calnexina, una proteina de la
membrana del RE con funcién de chaperona. El dominio P une 1 mol de Ca%"/

1 mol de protcina, con una Kd de 400 uM indicando que es de alta afinidad a
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Ca®* y dec baja capacidad. Su funcién en la regulaciéon de Ca®* es todavia
desconocida (Camacho P. y Lechleiter, 1995) . Se predice que ¢l dominio P con
tres repetidos forma un “motivo** hélice-vuclta-hélice similar al “EF hand”
caracteristico de las proteinas que unen Ca®*. El dominio P tiene una secuencia

de localizacidén nuclear (NLS) (Nash er al, 1994).

3.- El dominio carboxilo terminal (C), es acidico, tiecne 37 residuos

- acidicos y une Ca** con baja afinidad y alta capacidad. Pucde representar el sitio
de a_lfnaéeriamiento de Ca?* pues une mas de 25 moles de Ca*/ mol de proteina.

fAderﬁzis; esta region ticne un sitio potencial de glicosilaciéon en ¢l residuo 326
"a un lado dc la secuencia KDEL e interacciona in vitro con ¢l RE y con el
reticulo sarcopldsmico (RS), asi como con los factores dec coagulacion

sanguinca 9 y 10 y protrombina, por lo que puede ser responsable de la

actividad antitrombdtica de la CRT. El extremo carboxilo es la region de las

CRT que ticne mayor divergencia cn su sccuencia de aa (Nash er al, 1994)

Exon Exon Exa- Eaon Cxon Cxa~ Caun Exun

] ] } ]
I 1 1 I 1 I 1 1 1

Dominio N

Nidy - KDEL-COO™

sitiop de unidn a calcio  Sitio de unién a calcio de
de baja capacidad peto  alta capacidad pero de
de alta afinidad baja afinidad

Dominio globular
beta

. Sl&lilivo .Egg'gl\?fg Sitio de glicosilacién putativo

Modelo 1. Estructura de la calreticulina (tomado de Michalak, M. et al, 1992).



Funciones de la CRT. Un suero anti CRT inhibié la motilidad del
espermatozoide en la fertilizacion in vitro de 6vulos de ratén y se sugirié una
funcién en la reaccidn acrosomal (Nakamura er a/, 1992,1993). La CRT como
la calnexina son proteinas clave en la seleccidon de proteinas cstructuradas
adecuadamente y que van a scr transportadas del RE al aparato de Golgi
(Meldolesi et al, 1996; lkawa er al, 1997). La CRT, la calsecuestrina, cl
rcceptor a rianodina y el InsP3; R estin involucrados e¢n la iniciacion y
propagacién de la onda de Ca®* en huevos dcl erizo de mar (Shen y Buck, 1993).
En cstudios de células B16 dc mclanoma de raton sc han encontrado dos
isoformas: la endocalreticulina y la cctocalreticulina. La endocalreticulina
tiene 52 kDa y se unc a los tallos citoplasmaiticos de la o integrina; el papel
propuesto para csta isoforma cs cl de mantener a las integrinas listas para
contactar con su ligando cuando las células B16 sc unen a  la laminina. En
cuanto a la ecctocalreticulina, ésta ¢s de 62 kDa, sc biotinila c¢n la superficie, se
ancla por la secucncia KDEL al rcceptor KDEL de la membrana
plasmatica y coopera con la integrina a6f1 disparando la cxpansion cclular,
pues por si sola la isoforma no pucde favorccer este evento. El complejo
integrina-CRT funciona en forma simbidtica transmiticndo informacion a través
de la membrana plasmaitica (Zhu er al.. 1997). Coppolino y col. (1997).
indicaron que CRT es un modulador esencial tanto de las funciones adhesivas
de integrinas como de la seializacion iniciada por integrinas . Se ha visto que
CRT se unc al péptido KLGFFKR. csta sccuencia se ha cncontrado cn el
“motivo” dec unién a DNA de las hormonas esteroideas, tiroideas y el receptor
del acido retinoico (Collins er al, 1989). CRT interacciona con los dominios de
uniéon a DNA decl receptor a glucocorticoides, lo cual previene que los
receptores interactiien con su clemento responsivo (Van Den Berg er al, 1990).
Ademis de unir Ca?", CRT une 14 mol de Zn**/mol de proteina (Khanna er al.,
1987), la unién a Zn’* causa cambios conformacionales dramaticos en la

proteina (Khanna er al., 1986). Aunquec no esta cstablecido que CRT se




glicosile, hay evidencias que apoyan esta sugerencia: CRT tiene un sitio para
glicosilacién en el aa 326; ademas, se ha observado que CRT se une a sefarosa
acoplada a Con A (concanavalina A) y cs sensible a cndoglicosilasa H
(Waissman et al, 1985); por otra parte, CRT en higado de rata tienc un
complejo hibrido de oligosacaridos y una galactosa terminal (Van et al, 1989).
También se¢ ha encontrado que CRT tiene un sitio de reconocimicnto para
fosforilacion por PKC y uno para la cinasa de tirosina (Michalak, er al, 1992);
asi como dos seciiales dirigidas a lisosomas en los residuos 42-48 y 347-353
(McCauliffe et al, 1990).

Se han encontrado proteinas rclacionadas directa o indirectamente con
CRT. En crizo de mar sec cncontré una glicoproteina parccida a calsccuestrina
(CSLP) con un peso molccular de 58 kDa y s¢ sugierc que corresponda a la
CRT del higado (Treves et al, 1990; Lebeche y Kaminer, 1992). Un sucro
contra calsecucstrina cruza con CRT, lo que sugicre alguna homologia entre
cllas (Parys et al,1994). Calmegina cs chapcrona de algunas protcinas de la
superficic de los espermatozoides que median la interaccion con el dvulo. Es
parecida a CRT, sc requicre para la fertilizacion y su ausencia sc¢ asocia a
esterilidad. Calmegina sc unc a los polipéptidos sintetizados durante la
espermatogénesis ¢ intervienc en el *control de calidad”™ dc las proteinas que
van a salir del RE (lkawa et al, 1997). La CRT, tienc un 58% dc¢ homologia
con calnexina (Watanabe D. er al, 1994), ésta cs una proteina intcgral de la
membrana del RE que también unc Ca®’. La region dc mayor similitud sc
encuentra en ¢l dominio P, dondc dos dc los tres repetidos son iguales (Nash er
al, 1994). El RE dc las células cspermatogénicas ticne una proteina singular
de unidén a Ca®, la calnexina-t, la cual parecc ser una variante de la calnexina
(Ohsako, S. et al, 1994). Investigaciones recientes han demostrado que la CRT
. esta localizada en los GC de los 6vulos del hamster, que se exocita durante la

RC y que se relocaliza en ¢l espacio perivitelino (Muiioz-Gotera ef al, 2001).
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sp50

El grupo de trabajo de la doctora Adela Mujica Miranda, purificé una
proteina de 50 kDa (sp50) del testiculo del cobayo mediante una técnica para cl
aislamiento de anexinas. Los cstudios de inmunofluorescencia indirecta (IF1),
revelaron que sp50 sc¢ localiza en la region acrosomal de los espermatozoides
del cobayo, y que cn presencia de Ca®" sc asocia a las membranas aisladas del
espermatozoide (Mufioz-Gotera, R. 1998). Por otra parte en un modelo de
espermatozoides permeabilizados del cobayo, al afiadir sp50 al sistema estimula
la exocitosis del acrosoma, o RA, e¢n respucsta al calcio (Hernandez er al,

1996).

Muiioz-Gotera er al., (2001), demostraron que sp5S0 y CRT son la misma
protcina y quc en los 6vulos activados, csta proteina intragranular, se relocaliza
en cl espacio perivitelino, y forma parte junto con otros componentes de los

GC, dc la envoltura que rodea al évulo lucgo de la RC.

Con basc cn los antecedentes seialados en este trabajo se plantearon los
siguientes objrtivos: 1) determinar el efecto de la CRT cen la fertilizaciéon
heterdloga y 2) determinar si la CRT tiene la misma participacién cn la

fertilizacién homologa.
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HIPOTESIS

Nuestra hipdtesis de trabajo es: *“La calreticulina constitutiva de los
granulos corticales y la cual ¢s exocitada en la reaccién cortical, participa en ¢l
mecanismo de bloqueco a la polispermia.
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OBJETIVO GENERAL

Decterminar si la calreticulina de los granulos corticales que es exocitada

en la reaccion cortical, participa en el mecanismo de bloquco a la polispermia.

OBJETIVOS PATICULARES

1.- Determinar cudl es c¢l tiempo Optimo de capacitacion de los

espermatozoides de ratones de las cepas Balb/c y NMR-L.

2.- Valorar cudl es el medio dec incubacion madis adecuado para lograr la

reaccidén acrosomal en los espermatozoides de ratones de diferentes cepas.

3.-: Determinar cl efecto de la CRT sobre la fertilizacion heterdloga de los

6vulos del himster por los espermatozoides del cobayo.

4.-- Determinar cl cfecto de 1a CRT sobre la fertilizaciéon homodloga del raton.
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MATERIALES Y METODOS

SUPEROVULACION Y EXTRACCION DE LOS OVULOS DEL
HAMSTER.

Sc utilizaron hembras dc¢ hamster dorado (Mesocrisetus auratus)
virgenes, de 5-6 semanas de edad, a las cuales sc les administré por via
subcutanea 35-40 Ul dc gonadotrofina sérica de ycgua preiiada (PMSG;
Foligon, INTERVET) diluida en agua destilada estéril, seguida 56 horas mas
tarde de 35-40 Ul dec gonadotrofina coridénica humana (HCG; SIGMA), por la
: misma via. Pasadas 15-17 horas de¢ la inycccion de HCG, sc procedio al
V,'sa’criﬁcio por anestesia. Sc cextrajo quirurgicamente ¢l complcjo ovario-
oviducto-cuerno utcrino, al cual sc lc retird la grasa c¢ irrigacioncs
arteriovenosas, utilizando para cllo una tijera de microdiseccién y una pinza
para microscopia electronica # 4. Se localizé la ampolla oviductal y se punciono
ésta para cxtracr los 6vulos rodcados por las células del cumulus, este complejo
celular se identificé por su aparicencia de nube, la cual se aspiré con una pipeta
Pasteur y se colocé en un portaobjctos excavado c¢l cual contenia ¢l Medio
Modificado de Tyrode (MMT) (ver apéndice), complementado con 0.3% de

albiimina sérica bovina (BSA).

SUPEROVULACION Y EXTRACCION DE LOS OVULOS DEL
RATON.

Se utilizaron hembras dec ratén  virgenes de la cepa NMR-I, de 5-6
semanas de edad y de un peso promedio de 30 gramos, a las cuales se les
administré6 por via subcutanea 15-20 Ul de gonadotrofina sérica de yegua
preiiada (PMSG; Foligon, INTERVET) diluida en agua destilada estéril,
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seguida 48 horas mas tarde de 15-20 Ul de gonadotrofina coridnica humana
(HCG; SIGMA), por la misma via. Pasadas 12-14 horas de la inyecciéon dc
HCG, se procedio al sacrificio por anestesia en una camara pre-gaseada con éter
etilico. Mediante una incisién en V en la regiéon abdominal, se cxtrajo
quirtrgicamente ¢l complejo ovario-oviducto-cucrno utcrino y sc siguido el
procedimiento ya descrito para la obtencién de los évulos hamster, excepto que

en esta especice se utilizé el medio M2 (ver apéndice).

OBTENCION DE LOS OVULOS SIN SUS ENVOLTURAS

Con cl objcto de disgregar a las células de la granulosa que forman cl
cumulus oophorus, a los 6vulos sc les adiciond hialuronidasa al 0.1% c¢n el
medio modificado de Tyrode (MMT) o en ¢l medio M2 segiin el caso. y sc tomd
la prccaucion de retirar las células antes de los 7 minutos de tratamicento para
cvitar la activacion prematura de los ovulos (Simerly y Schatten, 1993). El
medio de cultivo fue suplementado o no con albimina sérica de bovino (BSA)
de acuerdo al destino experimental de los 6vulos, los cuales se lavaron varias
veces para retirar ¢l cxceso de la enzima. Enscguida, los évulos sc colocaron
durante 50 segundos a 1 minuto en tripsina al 0.1% en medio de cultivo con ¢l
fin de eliminar la ZP, c inmediatamente después se adiciono cl inhibidor de
tripsina al 0.15% diluido en cl medio de cultivo, esto cn el caso de los 6vulos
del hamster; para los ovulos del ratén la ZP fuce climinada con medio acido de
Tyrode a pH 3 por 30-40 scgundos, scguido dc varios lavados con ¢l medio M2
para eliminar el exceso del Tyrode acido; en algu-nos cxperimentos sc utilizaron
los dévulos con la ZP presente. Para ¢l mancjo de los dvulos se utilizé el

microscopio estercoscopico (Reichert 580 X1 a X6).
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OBTENCION, CAPACITACION Y VALORACION DE LA REACCION
ACROSOMAL DE LOS ESPERMATOZOIDES DEL RATON.

Sc utilizaron machos adultos Balb/c y NMR-1 de 12-16 scmanas de
edad, que no sc hubicsen aparcado los 3 dias previos al experimento ni por mis
de 7 dias, los cuales se sacrificaron por anestesia (ya descrita). A través de una
incisién en V en la rcgion abdominal baja sc acceso quirurgicamente a la
cavidad abdominal para extraer ¢l complejo testiculo-epididimo-conducto
deferente, éste previamente ligado en su extremo distal. Con una pinza fina sc
retiraron las irrigaciones artcriovenosas y se¢ cortd ¢l conducto ligado en su
unién con ¢l epididimo. Las células se extrajeron por perfusion del conducto
deferente (2 ml), para lo cual sc utilizaron 3 diferentes medios de capacitacion,
M16, BWW y MCM-PL. La suspension celular se centrifugd a una velocidad
de 600 g por tres minutos y la pastilla de espermatozoides se resuspendiéd
nuevamentc en 2 ml del medio utilizado para un nucvo lavado. Finalizado éste,
se elimindé por aspiracion con una jeringa c¢l sobrenadante, las células sc
ajustaron a una concentracion de 5 x 10“/ml para su capacitacion y se incubaron
durante 1 hora 20 minutos. Para verificar si 1 hora 20 minutos cra ¢l tiempo
apropiado dec capacitacion en las mucstras se valord la RA (ver Fig. 4). Para
ello, se tomo una muestra de 50-100 pl y se coloco en 500 pul de formaldchido al
3% en PBS durante 10 min. Los espermatozoides sc lavaron con PBS tres veces
por centrifugaciéon a 9000 rpm durantc 3 min cada vez. Sc elimind ¢l
sobrenadante y sc resuspendid la pastilla en 500 ul de PBS. Finalizado estc
tiempo, sc¢ bloquecaron los grupos aldchido residuales con NH4Cl 50 mM cn
PBS durante 10 minutos y sc realizaron tres lavados en PBS por centrifugacion.
Se prepararon frotis de la muestra espermatica en portaobjetos previamente
desengrasados por inmersién cn una soluciéon de acetona-alcohol etilico-
cloroformo cn rclacién 1:1:1. El frotis se dejo sccar al aire toda la noche y se

realizaron tres lavados en agua bidestilada por 10 min cada vez para remover el
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exceso de sales. El frotis fue tefiido segun el método descrito por Larson y
Miller (1999), quienes publicaron una técnica sencilla, rapida y cconémica, para
visualizar por medio de la tincion con Coomassic G-250, ¢l acrosoma de los
espermatozoides de varias especies. Brevemente, se prcparé una mezcla de
Coomassie G-250 al 0.22%, en metanol al 50% y acido acético glacial al 10%.
Cada muestra permanccio en la mezcla de tincidn por un ticmpo maximo de 2
min, finalizados éstos inmediatamente sc retiré cl exceso de colorante con
abundante agua bidestilada y se dejé  sccar al aire para ser cvaluadas en un
microscopio 6ptico (Zeiss-Jena MC 80). Sc realizaron 2 frotis de cada muecstra
'y se contaron 100 células por duplicado, para un total de 400 cspermatozoides
evaluados por muestra, s¢ obtuvo ¢l porcentaje promedio de espermatozoides

con y sin acrosoma.

OBTENCION Y CAPACITACION DE LOS ESPERMATOZOIDES DEL
COBAYO.

Sc utilizaron cobayos machos de aproximadamente 700 g dc peso los
cuales se sacrificaron por dislocaciéon cervical. Se realizo una incisién c¢n la
region abdominal baja para obtencr ¢l complejo testiculo-epididimo-conducto
deferente, ligado en su extremo distal. Con una pinza fina se retiraron las
irrigaciones artcriovenosas y se cortd cl conducto ligado en su unién con cl
epididimo. Luego de esto sc perfundié con una cinula, 1 ml de solucién de
NaCl al 0.9 % a 37 °C. Las células sc centrifugaron a una velocidad de 2500
rpm, 2 veces y por tres minutos. Finalizado este ticmpo, se tomd una mucstra de
25 pl de la suspensién espermdtica y se vaciaron en un tubo de cnsayo que
contenia 500 pl de Tritén X-100 al 0.1% cn PBS. Para el conteo de los
espermatozoides se utilizé una camara de Newbauer. La concentracion final se
ajusto a 35 x 10° cspermatozoides / ml de MCM-PL (ver apéndice). Los
espermatozoidcs permanccicron 2 horas en incubacién en el medio para que se
llevara a cabo la RA. Los parametros que definicron el tiempo de incubacion

de los espermatozoides capacitados fueron, la observacion de la RA; es decir, la
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pérdida del acrosoma ¢ hipermotilidad (Sudrez er a/, 1991 y Yanagimachi,
1994). La observacion se realizé en un microscopio de campo claro (Zeiss-Jena
MC 80).

FERTILIZACION IN VITRO DE LOS OVULOS DEL RATON Y
EFECTO DE LA CRT EN LA FERTILIZACION HOMOLOGA DEL
RATON Y HETEROLOGA HAMSTER-COBAYO.

Sc obtuvieron los 6vulos del ratén, de hembras inducidas a superovular.
Las células obtenidas sc resuspendicron ¢ incubaron cn ¢l medio M16 (ver
apéndice) (Hogan, B. cr al/, 1986). y se dividicron en dos grupos; ¢l grupo A
constituido por o6vulos sin sus cnvolturas (ver obtencién de 6vulos sin
envolturas) y cl grupo B, conformado por 6vulos dondc sélo se rctiraron las
células dc la granulosa, mediante la incubacion por 5 minutos con hialuronidasa
bovina a una concentracién final de 0.1% en ¢l medio M16 y donde se dejo lo
mas intacta posible la ZP. Luego de varios lavados para retirarles el exceso de la
o las enzimas, seglin sea ¢l caso, ambos grupos de 6vulos fueron incubados con
5 ng de la proteina spS0 por | hora a 37 °C. Enscguida a los 6vulos (20-25
6vulos/100 ul del medio) sc les adiciond una capa de aceitc mincral y fucron
incubados con ecspermatozoides (2 x 10%/ml, concentracion final), que
estuvieron en capacitacion durantec 1 hora y 30 minutos (ver Obtencidn,
capacitacion y valoracion de la reaccion acrosomal de los espermatozoides del
raton), la co-incubacion de los gametos se realizd por 4 horas a 37 °C en una

camara con 5% dc COa.

Para la fertilizacion in vitro dc los o6vulos del hamster sc¢ procedié de
manera similar a la anterior con algunas modificaciones: 1) A los dvulos se les
retiraron ambas envolturas, 2) ¢l medio de incubacién tanto para la extraccidon
de los 6vulos como para la fertilizaciéon fue ¢l Medio Maodificado de Tyrode

MMT (ya descrito), y 3) la concentracién de espermatozoides utilizada para la
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fertilizacién fue de aproximadamente de 4 x 10° espermatozoides/ml del medio.
Transcurrido el ticmpo de co-incubacién (4 horas), se procedié a la fijacién de
los O6vulos en paraformaldehido al 2% por 1-2 horas (ver resultados) a 4 °C.
Con el prop6sito de garantizar que el efecto observado en la inhibicidén en un
80% de la fertilizacién ecra especifico de la CRT y no del medio de
almacenamiento de la proteina (Bufter de boratos), introdujimos un control con
CAM, la cual como se¢ menciond cn parrafos anteriores no ¢s exocitada cn la
RC, ademas el buffer en ¢l cual se encontraba almacenada cra el mismo de la

CRT.
VALORACION DE LA FERTILIZACION.
Para evaluar la ocurrencia de la fertilizacion, emplecamos tres métodos

1. Tincidn del DNA con cl fluorocromo vital Hocechst 33342

2. Observacion al microscopio Optico en contraste de fase de la presencia

de los proniicleos masculino y femenino.

3. Observacidn cn contraste de fasc dc la primera division de

segmentacién.

Los 6vulos incubados con los espermatozoides durante 4 horas, fucron
lavados varias veces para quitar el exceso espermaitico. Los gamctos sc
transfirieron al medio dec cleavage (Sage, Biopharma, medio adecuado para
favorecer el desarrollo cmbrionario) y se dcjaron durante 18-24 horas en
incubacién en la incubadora con 5% de COas. La observacidon se realizd en un

microscopio optico (ZEISS-Jena MC 80).
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ANALISIS ESTADISTICO

Los porcentajes de reaccidn acrosomal obtenidos para los diferentes
medios y cepas, fucron determinados con una prucba no paramétrica MANOVA,
reaves de la cual sc¢ pucden analizar la rclacion centre dos o mas variables
independientes y dos o mas variables dependientes (Hermniandez R, Fernandez C y
Baptista P, 2001) y una prucba dc Tukey para poder discernir diferencias en y
entre los medios, cn ¢l programa Sigma Plot Statistics (SPSS) (la significancia

fue considerada P < 0.05).
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RESULTADOS

VALORACION DEL TIEMPO DE CAPACITACION DE LOS
ESPERMATOZOIDES DE LOS RATONES Balb/c Y NMR-I EN TRES
DIFERENTES MEDIOS

En la introduccién s¢ menciond que la capacitacidon es un evento previo ¢
indispensable para quc ocurra la RA (Fig.l) en los cspermatozoides de los
mamiferos. Con el propésito de determinar ¢l tiempo de incubacién requerido,
para quc cn ¢l cspermatozoide del ratdn se presente la RA, y por lo tanto
indirectamente conocer ¢l tiecmpo de capacitacion, utilizamos la técnica de
coloracién del acrosoma con azul de Coomassic propuesta por Larson y Miller
(1999), con algunas modificaciones (ver Materiales y Métodos). La figura 3A
muestra cl acrosoma tefiido cn azul, dc¢ los espermatozoides del ratén no
capacitados y las figuras 3B ¢s un cspermatozoide que sdlo conserva residuos
de acrosoma, y cormresponde a aquellos capacitados en los cuales estd
ocurriendo la RA y 3C es un cspermatozoide que comipleto la RA. En las
muestras analizadas de experimentos individuales (n=7), dc la cepa Balb/c asi
como de la NMR-I, a un tiecmpo dc incubacidén de 2 horas y 45 minutos, mas del
65% de los espermatozoides carccian de  acrosoma en ¢l medio M 16 (Fig. 4).
Los espermatozoides Balb/c s¢ capacitaron mecjor que los espermatozoides
NMR-I, en ¢ medio MCM-PL. a 2 horas 45 minutos. a mas de un 60% dc los
espermatozoides les habia ocurrido la RA; mientras que soélo 40% de los
espermatozoides NMR-1 carecian de acrosoma (Fig. 4). En ¢l medio BWW, la
diferencia entre las dos cepas fue menor entre si, en la cepa NMR-I,
aproximadamente 52% de los espermatozoides perdicron ¢l acrosoma y 50% de

los espermatozoides Balb/c, carecian del organclo.
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Por otro lado, cuando valoramos la reaccién acrosomal (RA) expresada por
ambas ccpas, independientemente del medio de incubacién en el que se
capacitaron, encontramos un 72% de RA cn los espermatozoides MNR-1 y 60%
de RA en los espermatozoides Balb/c (Fig. 5). Al analizar cl efecto del medio
sobre la RA independientemente de la cepa, encontramos ¢l resultado siguiente.
La RA cs mayor ¢n ¢l medio M16 (30%), que ecn ¢l MCM-PL (28%) y en cste
que cn ¢l medio BWW (20%) (Fig. 6). La Tabla 2 muestra quc las diferencias si

fucron significativas (p < 0.05), tanto para la cepa como para ¢l medio.

ANALISIS ESTADISTICO DE LA HABILIDAD DE LAS CEPAS DE
RATON Balb/c y NMR-I PARA LLEVAR A CABO LA REACCION
ACROSOMAL.

Rcalizamos un anilisis cstadistico con ¢l proposito de determinar la
relacion entre la cepa, ¢l medio capacitante y cl tiempo de capacitacion, con la
presencia de la RA, para utilizarlo en ensayos de fertilizacion in vitro. Los
resultados, presentados en la Tabla 2, muestran: A) que ¢l tiempo cs un factor
indispensable, para que se lleve a cabo la capacitacion: es decir, conforme ¢l
tiempo dc incubacién transcurre, ¢l nimero de espermatozoides sin acrosoma va
incrementandosc; B) la RA es dependicnte del medio de capacitacidon que se
utilice (Fig. 6). El medio M 16, podria decirse fue significativamente mejor que
los otros 2 medios. Prucbas cualitativas (datos no mostrados), nos permiticron
observar que en el medio M 16, tanto la movilidad como la supervivencia de los
espermatozoides, después de 1 hora 20 minutos, era mayor quc en los otros 2
medios. Ademas, a las 2 horas 45 minutos dc incubaciéon en ¢l medio M16
como indicamos arriba, casi ¢l 70% de¢ los espermatozoides ya habian sufrido la
RA (condicion indispensable para la fertilizacidn). Asi, los resultados sefialaron

al medio M16 como ¢l mejor de los 3 medios valorados. Otra ventaja adicional
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del medio M 16 es que también puede ser empleado en la co-incubacién de los
gametos durante la fertilizacidén, hecho que reduce la manipulacion de los
espermatozoides y el riesgo de dafiarlos. C) la utilizacion de 2 cepas diferentes
nos permitié diferenciar su capacidad de produccion de la RA, que también fue

significativamente diferente entre cllas (Fig. 5).
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Figura 3. valoracion de la reaccién acrosomal en los
espermatozoides de ratén. Espermatorzoides no capacitados y
capacitados durante 2 horas 45 minutos fuecron fijados en formaldehido
al 1 % durante 15 minutos y teiiidos con azul de Coomassie (ver
Materiales y Métodos). 3 A) espermatozoide no capacitado con su
acrosoma intacto, teiiido; 3 B) espermatozoide con reaccion acrosomal
parcial que muestra residuos del acrosoma: 3 C) espermatozoide carente
de acrosoma (la reaccién acrosomal fue completa).
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Figura 4. Efecto de los medios M16, MCM-PL y BWW sobre los
cspermatozoides de las cepas NMR-1 y Balb/e, en la inducciéon de la (RA).
Los espermatozoidcs sc extrajeron por perfusion de los conductos deferentes de
ratones NMR-I y Blab/c. Para la perfusiéon sc utilizaron 2 ml de uno de los 3
medios de capacitacion sciialados. Durante la incubacién se tomaron mucstras
alicuotas de cada una dec las incubacioncs, sc fijaron en formaldchido (3 %)y sc
tifieron con azul de Coomassic G-250. los espermatozoides con y sin acrosoma
se contaron difcrencialmente (400 por muestra), en frotis bajo microscopio de
luz. Los datos mostrados son ¢l promedio aritmético de espermatozoides sin
acrosoma de 7 experimentos individuales.
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Figura 5. La reaccién acrosomal en el espermatozoide del ratén, su
dependencia de 1a cepa (NMR-I Balb/¢). Los espermatozoides de las cepas NMR-
I y Balb/C se incubaron ¢cn los medios M16, MCM-PL y BWW vy los porcentajes de
RA se cvaluaron a las 2 horas 45 minutos de la incubacidon capacitante (ver
Materiales y Meétodos). Los datos son ¢l promedio £ de los residuos en los 3
medios para cada cepa. La diferencia cs estadisticamente significativa, con una p =
0.0313 (p < 0.05). La cecpa NMR-I sc capacita y ticne una RA mayor que la ccpa
Balb/c.
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Figura 6. Efecto de los medios M16, MCM-PL y BWW, sobre ¢l proceso de la
reacciéon acrosomal. Los espermatozoides de las cepas NMR-1 y Balb/c sc incubaron ¢cn
los 3 medios sciialados. A las 2 horas 45 minutos de incubacion sc fijaron las muestras y
se tifieron sus acrosomas (ver Matcriales y métodos). Al microscopio de luz y por contco
diferencial sc¢ cuantificé ¢l nimero de espermatozoides que conservaron el acrosoma.
Los datos corresponden al valor promedio de las 3 cepas con cada uno de los medios.
porcentajes de RA, en ¢l medio M16 > MCM-PL > BWW.,
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Tabla 2. Anailisis estadistico (multi ANOVA) de las variables tiempo,

cepa y medio sobre la reacciéon acrosomal (RA).

Variables Valor de significancia (p)
Tiempo 0.0000
Cepa 0.0313
Medio 0.0299
Cepa * Medio 0.3014
Tiempo * Cepa * Mcedio 0.1975

Prueba de MANOVA quc muestra el valor de significancia de las variables
por scparado e interacciones entre cllas sobre la reacciéon acrosomal p<0.05.

Tabla 3. Prucba de Tuckey para comparaciones multiples

M16 MCM BwWw

M16 1 0864 0.033

MCM 0.0864 1 0.102
BWW 0.033 0.102 1

Prueba de Tukey entrc medios.

Para valorar cstadisticamente las diferencias o semcjanzas entre los
medios, realizamos una prucba de Tukey (tabla 3) y los resultados mostraron
que el tnico medio que no mostré semejanza fue ¢l medio BWW (p = 0.033),
con respecto a los medios M16 y MCM-PL. En la Figura 4, se puede ver que la
diferencia dc estc medio con respecto a los otros 2 (M16 y MCM-PL) fue

evidente por la poca RA quc indujo sobre los espermatozoides.
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VALORACION DE LA FERTILIZACION EN EL SISTEMA
HOMOLOGO Y HETEROLOGO.

Los 6vulos del ratén con y sin ZP, asi como los 6vulos del hamster
carentes de ZP fueron pre-tratados con 5 ng de CRT por 1 hora y enseguida
inseminados respectivamente con espermnatozoides capacitados del ratén y del

cobayo para los dvulos del hamster (ver Matcriales y Métodos).

1. Tincion del DNA con el fluorocromo vital Hoechst 33342

Esta técnica fuc empleada tanto en los évulos del raton como en los del
hiamster, que fucron inseminados por 4 horas. Los ovulos se fijaron cn
formaldchido, fucron tefiidos con Hocchst 33342 y obsecrvados al microscopio
de cpifluorescencia. La Fig. 7A muestra un 6vulo de ratén, fertilizado, en el que
se distinguen varios nuclcos espermaticos, algunos de los cuales sc observan

hinchados.

2.- Obscrvacion al microscopio éptico de la presencia de los

promiclcos masculino y femenino.

En algunas muestras, la co-incubacion de los gamectos (homéloge) sc
prolongé 8 o mds horas, para permitir la formacién de los proniclcos
(masculino y femenino) dentro decl ovulo fertilizado. Las observaciones sc
realizaron con contrastc dc fases. La presencia de pronucleos significo
fertilizacidn positiva. En la figura 7B, sc muestra un 6vulo del ratén, en el cual

pueden observarse ambos pronticlcos.

3.- Observacion de la primera division de segmentacion.
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La primera divisién de scgmentacién, se tomé también como criterio de
una fertilizacion positiva. Los dvulos fucron incubados con los espermatozoides
durante 4 horas, sc lavaron varias veces para quitar c¢l exceso de los
espermatozoides, sc  transfiricron al medio cleveage (medio adecuado para
favorccer c¢l desarrollo cembrionario), se decjaron durante 18 horas en la
incubadora a 37 °C con 5% de CO:; y 95% dc aire y sc observaron al
microscopio 6ptico. Un 60% dc 6vulos mostraron segmentacion (divididos en
dos blastémeras) (figura 7C). Estas’ mucstras sc¢ dejaron en incubacion por
periodos dc tiempo mas prolongados, la mayoria dc los embriones llegaron
aproximadamentc a 32 células y soélo algunos alcanzaron la ctapa de

blastocisto.
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PRESENCIA DE

TINCION CON H33342 PRONUCLEOS SEGMENTACION

Figura 7. valoraciéon de la fertilizaciéon en el sistema homdélogo, 6vulos
de ratén-espermatozoides de ratéon. Los 6vulos con o sin ZP fueron
inseminados con espermatozoides capacitados. A) dvulo sin ZP inseminado
por 4 horas y teilido con el reactivo de Hoechst 33342, para visualizar
cabezas espermiticas hinchadas en el citoplasma del évulo, por microscopia
de epifluorescencia. B) 6vulo con ZP fijuado 8 horas post-inseminacién y
observado al microscopio de luz con 6ptica de contraste de fases. El dvulo
presenta 2 promicleos en la parte central de su citoplasma. C) Ia
inseminacién sc realizo por 18-24 horas. en el gameto se observan 2
blastémeras, resultado de la primera segmentacion.




INHIBICION DE LA FERTILIZACION HOMOLOGA Y
HETEROLOGA POR LA CRT.

Luego dec tener establecidas las condiciones cxperimentales para la
evaluacién de la fertilizacidn, sc probod cl cfecto de la CRT en cl proceso. Los
6vulos del hamster y los del ratdon se pre-incubaron 1 hora con CRT y sc
inseminaron, por ticmpos apropiados o preestablecidos (4 o 6 horas), con los

espermatozoides del cobayo y dcl ratéon, respectivamente.

Fertilizacion heteréloga. En la mucstra control, ¢! porcentaje de dvulos
fertilizados fue de 85-90 %. En csta muestra, sin la preincubacidn con la CRT,
se observaron multiples espermatozoides adheridos al évulo y fuc evidente que
existe polipenctracion, por ¢l numero de cabezas hinchadas que se observaron
dentro dec las células femeninas. (Fig. 8A). En contraste, en un 80 % dc los
6vulos del hamster tratados con CRT la fertilizacién fuce inhibida, no sc
observaron cspermatozoides dentro de los dvulos (Figs. 8 By C°), la
fluorescencia intraovular que se visualizo corresponde al material nuclear del
6vulo. Ademis, pocos cspermatozoides cstuvicron adheridos a los évulos cn su
mayoria conscrvaron cl acrosoma (Fig. 8 B). Adicionalmente, los dévulos
tratados con la CRT, que si fucron fertilizados (15 %), sc¢ observaron

monopenctrados y no polispermicos.

Fertilizacion homéloga. En la fertilizaciéon homologa (ratén), 60 % de
los 6vulos contro! fueron fertilizados (Fig. 9). En los évulos tratados con CRT,
la fertilizacion sélo ocurrié en un 30 %; asi la inhibicion de la fertilizacién por
CRT fuc del 50 % en comparacion con ¢l control. La Fig. 9 B 'muecstra un évulo
prctratado con CRT ¢ inseminado, en estos é6vulos un nimero mayor de

espermatozoides se observaron adheridos al dvulo, que en los 6vulos de hamster
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tratados con CRT (compare la Fig. 9 B vs 8 B).

Se incluyé como control adicional, ¢l pretratamiento de los 6vulos con
calmodulina (CaM) antes dc la inseminacidon. Estos ovulos presentaron en su
citoplasma multiples cabezas cen proceso de des-condensacion (Fig. 9). El
nimero de¢ espermatozoides adheridos al 6vulo fuec mayor que e¢n la mucstra

control sin tratamiento (compare Figs. 9 A vs C).

También en la fertilizacion heterdloga se incluyd el control de CaM. Los
6vulos del hamster fucron preincubados con CaM 5 ng y lucgo inseminados con
los espermatozoides del cobayo. El resultado mostré, que multiples cabezas
espermaticas en proceso de des-condensacidén estaban presentes en el interior
del évulo (Fig. 10 C’) y ¢l ntimero de espermatozoides adheridos al évulo (Fig.
10 C) fue mayor que cn la muestra control (Fig. 10 A). Fue notable la cantidad
excesiva de espermatozoides en contacto con los ovulos tratados con CaM (Fig.
10 C’) en comparacién con ¢l control no tratado (Fig. 10 A”). Los resultados nos
permiten sugerir que aparentemente la CaM favorece la interaccion entre ambos
gametos o favorcce la interaccion entre los espermatozoides. Ademas, que cl
efecto inhibitorio sobre la fertilizacion cs especifico de CRT, ya que no puede
atribuirse ni a la protecina CaM, como protcina, ni al buffer de boratos, vehiculo
tanto de la CaM como de CRT.
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Figura 8. Inhibicién de la fertilizacién heterdloga (6vulos de hamster y
espermatozoides de cobayo) por la CRT. Los &6vulos del hamster fueron
preincubados por una hora con la proteina CRT (5 ng). y posteriormente incubados
con espermatozoides del cobayo, los cuales fueron capacitados y llevaron a cabo la
RA. Los 6vulos se fijaron a las 4 horas de interaccidén de los gametos, se tificron con
Hoechst 33342 y sc observaron al microscopio de epifluorescencia. A, B y C
corresponden a los contrastes de fase de las micrografias de fluorescencia A’, B’ y
C’. (A) Control, évulo no preincubado con CRT. En el évulo se observan varios
espermatozoides adheridos. (A’) Muestra varias cabezas de espermatozoides en el
interior del 6vulo y en proceso de des-condenzacién del DNA (5=). (B) y (C) Ovulos
preincubados con CRT, donde se observa la presencia de uno o escasos
espermatozoides adheridos. Nétese que muchos de ellos presentan acrosoma. (B') y
(C*) No se observan espermatozoides en el interior del 6vulo. La marca fluorescente
corresponde a un espermatozoide adherido en el esterior del 6vulo ).




Figura 9. Inhibiciéon de la fertilizacion homéloga en ratéon, por la CRT. Los
6vulos del ratén NMR-I fueron preincubados por una hora con la proteina CRT o
con CaM (5 ng de cada una), y posteriormente incubados con espermatozoides del
ratén, los cuales fueron previamente capacitados en ¢l medio M 16 y llevaron a cabo
la RA. Los 6vulos se fijaron a las 4 h de interaccién con los espermatozoides, sc
tifieron con Hoechst 33342 y se observaron al microscopio de epifluorescencia. A, B
y C corresponden a los contrastes de fase de A’, B' y C' micrografias de
epifluorescencia. (A) Control de 6vulos no preincubados con CRT. En el 6vulo se
observaron muchos espermatozoides adheridos (= ). (A’) la micrografia muestra
varias cabezas de espermatozoides en el interior del évulo y en proceso de
descondensacién de su DNA. (B) los dvulos preincubados con CRT, donde sc
observa la presencia de varios espermatozoides adheridos. Nétese que muchos de
ellos presentan acrosoma. (B') Ovulos preincubados con CRT, aparentemente no
fertilizados ya que no se observan espermatozoides en el interior del évulo. La marca
fluorescente corresponde al material nuclear del évulo (&= ). (C) Ovulos preincu-
bados con CaM, se observa la presencia de gran cantidad de espermatozoides
adheridos y (C’) Ovulos preincubados con CaM, donde se muestra que ocurrié
fertilizacién, sugerida por la presencia de varios espermatozoides en el interior del
Svulo (C=>).
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FiguralO. Efecto de la CRT sobre la fertilizaciéon heterdloga. Los 6vulos de
hiamster fueron preincubados por una hora con la proteina CRT (5 ng) y como
control la proteina CaM (Sng), y un control sin pretratamicnto. Los 6vulos fueron
inseminados con espermatozoides de cobayo, los cuales fueron capacitados y
llevaron a cabo la RA. Los 6vulos se fijaron a las 4 h de interaccién de los gametos,
se tifieron con Hoechst 33342 y se observaron al microscopio de epifluorescencia. A,
B y C corresponden a los contrastes de fasc de las micrografias de fluorescencia A°,
B’y C'. (A) Ovulo control, sin tratamiento, que presenta miltiples espermatozoides
adheridos. (A’) Ovulo control, el cual muestra en su citoplasma varias cabezas de
espermatozoides en proceso de des-condensacién del DNA (=). (B) Ovulo
preincubado con CRT, donde se muestra la presencia de sélo un espermatozoide
adherido. (B*) El 6vulo no se presenta espermatozoides en su citoplasma. La marca
fluorescente corresponde a material nuclear femenino ). (C) Ovulo preincubado
con CaM. Nétese el gran nimero de espermatozoides adheridos al évulo. (C")
Multiples cabezas espermadticas se observan en el interior del 6vulo, llevando a cabo
el proceso de des-condensacién (= ).




DISCUSION

En la fertilizacién, pocos segundos después de que las membranas
plasmaticas de los gamectos se fusionan entre si se producc un aumento en la
concentracién del Ca®* citoplasmico en cl 6vulo. Este sc activa y se
desencadenan una seric de procesos, de los cuales la RC cs uno de los mas
tempranos y cuya funcion ¢s la de cvitar la polispermia (Gwatkin et al, 1973;

Gulyas, 1980; Gulyas and Yuan, 1985; Yanagimachi R., 1988).

En la RC sc produce la exocitosis de los GCs y con cllo la liberacién la
liberacién de todo su contenido, en el cual se han identificado entre otras
proteinas, protcasas cncargadas de modificar a la ZP (Yanagimachi, 1994;
goldenberg y Ellison, 1980). Recientemente, Muiioz-Gotera y col. (2001),
identificaron a otro nuevo componcnte de los grianulos corticales, a la
calreticulina, del évulo de hamster. La CRT también se exocita durante la RC y
aparentemente una vez exocitada sc relocaliza en ¢l espacio perivitelino rodeando
a la MP y al cuerpo polar (ver Fig. 11). En cl espacio perivitclino, componentes
exocitados de los GCs forman una nueva cstructura, la envoltura de los granulos
corticales (EGC) (Dandckar er al, 1992; Hoodbhoy er al, 1994, 1998, 2000, 2001

), con una funcidn sugerida cn ¢l bloquco a la polispermia.

La CRT por su capacidad de unir Ca®* ¢s una proteina moduladora de la
concentracién del i6n cn el reticulo endoplismico. La CRT ha sido localizada en
otros compartimicntos cclulares y diversas funciones han sido seciialadas
(Meldolesi et al, 1996; lkawa et al, 1997; Shen y Buck, 1993; Nakamura er al,
1992, 1993). Dos considcracioncs importantes sirvieron de base al presente
estudio: 1) el conocimiento de la presencia de CRT cn el interior de los granulos
de los linfocitos T citotéxicos (LTc) y el hecho de que al activarse el linfocito, la

proteina es liberada al exterior de la célula (Dupuis ef al, 1993; Andrin et al,
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(1998), y 2) los componentes de los GCs son cxocitados durante la RC y para
algunos de¢ cllos se ha identificado su participacion en el bloqueo a la
polispermia. Por ¢jemplo: a) protcasas que actian en la ruptura de ZP2 (Gwatkin
et al, 1973; Moller y Wassarman, 1989, Ducibclla et af, 1990, 1996; Hoobdhoy
Talbot, 1994); b) glicosidasas cuya funcidén es sobre los carbohidratos de la
glicoproteina ZP3, cancelando su capacidad de unir espermatozoides ¢ inducirles
la RA (Cherr ef al, 1988; Hoodbhoy y Talbot, 1993 a, by 1994; Ducibella ,
1988a) y c¢) otras proteinas de las cuales se conoce su peso molcécular, pero no
han sido identficadas molecularmente. Estas protcinas son: una proteina de 75
kDa (Pierce er al, 1990, 1992), protcinas de 56 y 62 kDa (Hoobdhoy et al, 2000)
y una proteina de 32 kDa (Gross er al, 2000) las cuales al ser exocitadas forman
la EGC, esta malla se sugiere participa en ¢l proceso de bloqueo a la polispermia.
La CRT, la proteina de nuestro interés scialamos anteriormente que fue
; obsewada en la EGC, lucgo dc la exocitosis de los GCs de los ovulos del hamster

N activado_s con el ionoforo A12384 (Muiioz-Gotera y col. 2001).

Por la localizacion que presenta la CRT exocitada quisimos conocer, si
esta proteina dec los GCs tienc una funcién cn ¢l proceso del bloqueo a la
'polispcmlia. Para dar la respucsta a esta pregunta, cra necesario contar con un
sistema dc fertilizacién. En nucstro laboratorio ya se mangjaba un sistema
heterdlogo de fertilizacion, évulos del hamster y espermatozoides del cobayo.
Pero, consideramos conveniente contar con un sistema de fertilizacion homologa,
para semejar mas las condiciones, in vivo, naturales. Decidimos trabajar con

ratones.

Para el establecimicnto dcl sistema de fertilizacion homdloga se
manejaron dos cepas de ratones. Los parametros evaluados fucron: 1) en las
hembras el rendimicnto, nimero de gametos ovulados ¢n respuesta a la induccion
dc la superovulacién. En este aspecto, la cepa Balb/c fue muy pobre; mientras
que, la cepa NMR-I presento un mayor numero de 6vulos en respuecsta a la

induccién. 2) para los espermatozoidces, el criterio utilizado fue que presentaran
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buena movilidad, que la conservaran y que sufriecran hiperactivacion (movimiento
caracteristicoo dec los espermatozoides capacitados) estas cualidades también
fueron mecjores en los espermatozoides de la cepa NMR-I que en los de la Balb/c
por otra parte, de los tres medios ensayados ( M16, MCM-PL y BWW) ¢l medio
M16 fue el que mcjores resultados dio, para la movilidad, la capacitaciéon y la

respuesta de rcaccién acrosomal.

CRT en la fertilizacion

La precincubacion de los 6vulos con 5 ng de CRT / ml de medio durante
una hora a a 37° C inhibio tanto la fertilizacion homdloga como la heterdloga. En
la fertilizacion heterdloga control (6vulos del hiamster-cspermatozoides del
cobayo), cl porcentaje de ovulos fertilizados fue de85-90%. El tratamiento de los
6vulos con CRT inhibid la fertilizacidon heterdloga en un 80 %. La fertilizacion
homologa fuc menos cficiente, sélo un 60 % de los O6vulos control fucron
fertilizados. El pretratamiento con CRT de los 6vulos del ratén sélo permitioé la
fertilizaciéon cn un 30 % de los d6vulos; asi se registro una inhibicion del 50 %
atribuible al efecto de la CRT.

Los resultados cn conjunto nos permiten sugerir que CRT, como otras
proteinas de los GCs participe participan en ¢l mecanismo dec bloqueo a la
polispermia, al ser exocitada al espacio perivitelino. No contamos con datos que
nos permitan definir el mecanismo por el cual la CRT actie. Dada la diversidad
de funciones atribuidas a la CRT, podemos sugerir una variedad de posibilidades,
por ¢jemplo: 1) como proteina moduladora del calcio, clla podria inhibir o activar
enzimas con funcién cn cl procesos; 2) como chaperona, para mantener la
conformacion adecuada o el triansito de protecinas a cierta regién por ecjemplo
hacia la ZP; 3) se sugiere en la CRT un sitio de glicosidable, y ya sea que a través
del carbohidrato que clla lleve unido o que dicho sitio de la CRT sc¢ una a un

carbohidrato de la membrana plasmatica del évulo y con ello bloquee la region
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para la union o la fusidon del espermatozoide al évulo(ver comentario abajo); 4) se
han descrito en la CRT regiones de reconocimiento y unién a otras protcinas.
Estas regiones podrian ser los sitios de interaccion de la CRT con las proteinas de
los GCs y cn conjunto formar la malla de los GCs, la cual funciona en ¢l bloqueo

a la polispermia.

Respecto a la posible interferencia de la CRT con la fusidon de los
gametos. Resultados preliminarcs en nuestro laboratorio (Muiioz-Gotera,
comunicacién personal) mostraron que la CRT cxogena, afiadida a los 6vulos a
tiempos cortos, hasta 10 minutos después de haber sido inseminados, la CRT e¢s
capaz de inhibir la fertilizaciéon como en los 6vulos preincubados con CRT por
una hora. Pero, quc la CRT ya no inhibid cuando los dvulos habian sido

coincubados con los espermatozoides por 20 minutos.




CONCLUSIONES

Ambas cepas de ratén, la Balb/c y la NMR-I pueden ser capacitadas. Sin
embargo scleccionamos a la cepa NMR-1 por ¢l porcentaje de
espermatozoides que habian sufrido la RA después de 2 horas y 45 minutos.

Los tres medios ensayados ¢l M16, cl MCM-PL y ¢l BWW permitieron la
capacitacion de los espermatozoides de las dos cepas de raton.  El mejor
medio capacitante para cl espermatozoide del raton fuc ¢l M16, por que
ambas cepas se capacitaron en él en ¢!l mismo tiempo de incubacion.

Consideramos 1 hora 20 minutos, ¢l tiempo de capacitacion apropiado,
valorado por ¢l movimiento hiperactivado de los espermatozoides y el
porcentaje de gamectos con RA, determinada por ¢l método de azul de
Coomassie.

La calreticulina participa cn ¢l bloquco a la polispermia tanto en el sistema
homadlogo del ratén como en el heterologo hamster-cobayo.

Sugerimos que cl mecanismo de accién de la calreticulina para bloquear la
polispermia, ocurra por la unidon de CRT con ¢l sitio de fusion del évulo con
cl espermatozoide, obstruyendo cl receptor para ¢l espermatozoide.
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APENDICE

1. Medio Modificado de Tyrode (MMT).

NaCl 116.73 mM, CaCl; 1.8 mM, NaHCOQO; 11.9 mM, NaHPO;H,0 0.36 mM,
MgCl; 0.49 mM, Piruvato 0.25 mM, Ac. lactico 2.0 mM, Glucosa 5.56 mM, KCl
2.8 mM.

2. Medio M2

Stock A 10X. NaCl 5.534 g, KCl 0.356 g, KH2PO, 0.162 g, MgSO,4. 7H,O
0.293, lactato de sodio 4.349 ml de una solucién al 60%, glucosa 1.00 g,
penicilina 0.060 g, estreptomicina 0.050 g, sc aforaron a 100 ml con agua

destilada.

Stock B 10X. NaHCO; 2.10lg y rojo de fenol Img sc aforaron a 100 ml con

agua destilada.

Stock C 100X. piruvato de sodio 0.036g sc aforaron a 10 ml con agua destilada
Stock D 100X. CaCl>.2H,0O 0.252g se aforaron a 10 ml con agua destilada
Stock E 10X. HEPES 5.958g sc aforaron a 100 ml con agua destilada.

Modo de preparacion

Para preparar 50 ml del medio M2, se tomaron 5ml de los stocks Ay By 0.5 ml

de los stocks C, D y E; a la mezcla se le adicion6 200 mg de BSA libre de acidos

grasos y se ajusto ¢l pH a 7.6.
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3. Medio M16

El medio M 16 se preparé como sigue:

Stock A 10X. NaCl 5.534 g, KCt 0.356 g, KH2PO,4 0.162 g, MgSO,. 7H20
0.293, lactato dec sodio 4.349 ml dc una solucién al 60%, glucosa 1.00 g,
penicilina 0.060 g, cstreptomicina 0.050 g sc aforaron a 100 ml con agua

destilada.

Stock B 10X. NaHCO; 2.101 g y rojo de fenol 1 mg sc aforarona 100 ml con

agua destilada.

Stock C 100X. piruvato de sodio 0.036 g sc¢ aforaron a 10 ml con agua

destilada.

Stock D 100X. CaCl,.2H>0 0.252 g se aforaron a 10 ml con agua destilada.

Para preparar 50 ml del medio M16, se¢ tomaron 5ml de los stocks Ay By 0.5
ml de los stocks C y D. A éstos se les adiciono 200 mg de BSA libre de acidos
grasos y la mezcla se colocé 30 minutos en la incubadora con 5% COa2y 95% de
aire, para pregasearlo. Las soluciones stock y ¢l medio M16 sc filtraron a través
de un filtro Millipore de 0.22 i, el M16 se fracciond en alicuotas de 10 ml.

Todo el proccso sc recalizé en una campana de flujo laminar vertical
4. Medio MCM-PL
NaCl 105.08 mM, NaHCO; 25.07 mM, CaCl; 1.71 mM, piruvato de sodio 0.25

mM y lactato de sodio 20.0 mM, pH 7.4, complementado con 0.3% de

albliimina sérica bovina.
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