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RESUMEN

La reaccion acrosomal (RA) es un proceso de exocitosis que sufren los
espermatozoides de los mamiferos y que es necesario para la fertilizacion, ya que los
espermatozoides que aun no sufren RA no pueden penetrar la zona pellcida ni
fusionarse con el oolema. La RA involucra la fusion y la vesiculacién de las membranas
plasmatica (MP) y acrosomal externa (MAE), es un proceso dependiente de calcio
(Ca?"), por lo que proteinas que unen Ca?* podrian estar involucradas en los
mecanismos moleculares de la RA. Dos proteinas que unen Ca?"; calmodulina (CaM)y
calreticulina (CRT), son importantes mediadores del Ca?* intracelular en células
eucariotas. Es conocido que ambas proteinas regulan la actividad de otras proteinas
asociandose a ellas, como el caso de PKC, CaM cinasa y del receptor para el inositol
(1,4,5) trifosfato (InsP3 R). CaM es un inhibidor endégeno de la funcion del InsP3R,
mientras que CRT modula la actividad del InsP3;R en ovocitos de Xenopus. En los
espermatozoides de los mamiferos, CaM y CRT se han localizado en la region
acrosomal y aunque se ha sugerido su participacion en la RA, el mecanismo por el cual
ambas proteinas regulan la RA, es pobremente entendido. Por lo que en el presente
trabajo se propuso estudiar: 1) el efecto de CaM y CRT en la RA, 2) a que proteinas
de las membranas espermatica se asocian CaM y CRT, y 3) si CaM y CRT se
encuentran asociadas a el InsP3R.

En un modelo de espermatozoides permeabilizados con estreptolisina O (sptz-
SLO), e incubados en un medio Tyrode sin Ca®*, CaM y CRT mostraron efectos
antagénicos, CRT incrementa la RA de manera dependiente de concentracion, mientras
que CaM inhibe la RA también de manera dependiente de la concentracion. Ambas
proteinas tuvieron un efecto maximo a la concentracién de 200 pug/ml. Para saber si las
proteinas afadidas se asocian a los sptz-SLO, ellas fueron localizadas por
inmunofluorescencia indirecta (IFl). En sptz-SLO, CRT no fue encontrada y CaM se
encontrd en la regién acrosomal y a todo lo largo del flagelo. El andlisis de los sptz-
SLO tratados con CRT mostraron que Ié proteina se asocio a la regién acrosomal. Un

control realizado con espermatozoides no permeabilizados, mostré que CRT y CaM no



se asocian a la superficie externa de los espermatozoides. El analisis por western blot
(Wb) del medio de incubacién de los sptz-SLO revel6 solo la presencia de CRT.

Resultados similares fueron obtenidos en espermatozoides de otras especies: raton,
rata, hamster, conejo y jerbo.

Con el fin de determinar a que proteinas de las membranas espermaticas se
asocian CaM y CRT, se realizaron detecciones por overlay sobre membranas
espermaticas, usando CaM o CRT biotiniladas. Los resultados muestran que ambas
proteinas se asociaron a proteinas provenientes de las membranas espermaticas, las
cuales mostraron movilidades relativas (Mrs) similares. El andlisis por. Wb de las
proteinas inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CaM y proteinas aisladas usando
sefarosa-CRT, mostraron que una de las proteinas que se asocia tanto a CaM como a
CRT es el InsP3R. Interesantemente otra proteina que fue coinmunoprecipitada con
CaM fue sinapsina |I. Por Wb se determino la presencia del InsP3R en la MAE y la de
sinapsina | en la MP y MAE. Los resultados fueron confirmados por IFI en
espermatozoides carentes de MP, donde el InsP3R, sinapsina |, CaM y CRT fueron
localizados sobre la MAE. Los resultados aqui mostrados sugieren una hipétesis para
explicar el antagonismo de ambas proteinas durante la RA; es posible que CaM pudiera
inactivar al InsP3;R presente en la region acrosomal de los espermatozoides del cobayo
durante la capacitacion, mientras que la apertura del InsP3;R es activada durante la RA
por el InsP3 y modulada por CRT. Por toro lado, se ha sugerido que el acrosoma es un
almacén de Ca®*, aunque es desconocida la forma en que el Ca®* es almacenado en el
acrosoma, nosotros sugerimos que dada la alta capacidad de la CRT para asociar Ca®*
y su presencia en la MAE, ella es la principal proteina que almacena Ca* en el
acrosoma. Tarﬁbién sugerimos que la presencia de sinapsina | en la MAE pudiera estar

asociando al citoesqueleto cortical con la MAE y que su funcién pudiera estar regulada
por CaM.



INTRODUCCION

Los espermatozoides de los mamiferos son células altamente polarizadas que
consisten de dos partes esencialmente, la cabeza y el flagelo. El espermatozoide esta
rodeada por la membrana plasmatica, y esta ha sido diferenciada en cinco regiones
especializadas: la regibn acrosomal, la region ecuatorial, la regiébn postacrosomal, la
pieza media y la pieza principal (Bedford y Hoskins, 1990) (esquema 1). A cada
region de la membrana plasmatica se le considera con una funcion especializada, asi
como con una composicion de lipidos y proteinas especifica para proveer un ambiente
adecuado para cada funcion (Holt, 1984; Peterson y Russell, 1985). La cabeza
espermatica contiene al nucleo, al acrosoma y una baja cantidad de citosol, y esta
involucrada en la interaccion con el o6vulo. La pieza media que contiene a las
mitocondrias, esta involucrada en la produccidén de energia y en conjunto con la pieza

principal, en la motilidad espermatica.

CAPACITACION

Los espermatozoides de los mamiferos no tienen la capacidad de fertilizar al
ovulo inmediatamente después de la eyaculacion, por lo que requieren de un periodo de
incubacion en el tracto reproductivo de la hembra para adquirir la capacidad de
fertilizar. Durante este tiempo, los espermatozoides sufren un proceso de preparacion
no bien definido, conocido como capacitacion. No esta establecido un marcador que
claramente demuestre la capacitacion, sin embargo, se han observado varios cambios
intracelulares que se conoce que ocurren durante este periodo, dentro de los que se
incluyen; un incremento del metabolismo energético, incremento en la fluidez de la
membrana, eflujo de colesterol, cambios intracelulares en las concentraciones de Ca**,
HCO3", AMPc, fosforilacion de proteinas y cambios en los patrones de nado y motilidad
quimiotactica (Yanagimachi, 1994; Visconti y col., 2002). Estos eventos son llevados a
cabo posiblemente por la activacion de una o mas vias de sefializacién, en las cuales
el eflujo de colesterol de la membrana plasmatica es muy importante, ya que
incrementa la permeabilidad a los iones HCO3 ~ y Ca?*, conduciendo a la activacién de
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Esquema (1). Esquema general de los espermatozoides de los mamiferos.
El espermatozoide esta rodeado por una membrana plasmatica y ésta ha
sido diferenciada en cinco regiones especializadas: la regiébn acrosomal, la
region ecuatorial, la regién postacrosomal, la pieza media vy la pieza
principal (Bedford y Hoskins, 1990).



la adenilato ciclasa (AC), a la subsecuente activacion de la proteina cinasa A (PKA) por
AMPc y a la consecuente fosforilacién de proteinas en tirosina (Visconti y col., 2002). La
fosforilacion de proteinas en tirosina también puede ocurrir via la activacion de un
receptor del factor de crecimiemto epidermal (EGFR), presénte en la cabeza de los
espermatozoides del bovino (Lax y col., 1994). La fosforilacion esta relacionada con la
polimerizacion de actina-F y la migracion de la fosfolipasa C (PLC) del citoplasma a la
membrana plasmatica (Breitbart, 2002). Una vez que los espermatozoides han sido
capacitados, pueden interaccionar con las envolturas del 6vulo y entonces llevarse a
cabo la reaccion acrosomal (RA).

REACCION ACROSOMAL

Los espermatozoidés de los mamiferos poseen una estructura en forma de saco,
llamada acrosoma, la cual se deriva del complejo de Golgi, que se encuentra sobre la
region anterior del nicleo. El acrosoma esta delimitado por una membrana que se le
denomina como acrosomal externa (MAE) adyacente a la membrana plasmatica y la
acrosomal interna (MAI), cercana a la envoltura nuclear. En su interior, la matriz
acrosomal contiene enzimas hidroliticas que son necesarias para la degradacion de las
envolturas del évulo (Yanagimachi, 1994). Las principales enzimas contenidas en el
acrosoma son: la acrosina/proacrosina, la hialuronidasa, la neuraminidasa, las
fosfolipasas A, C y D, la catepsina D y la acetilglucosaminidasa. Algunas de ellas
participan en la degradacion de las envolturas del évulo durante la fertilizacién (Austin,
1982; Yanagimachi, 1988).

Morfolégicamente la RA ocurre en varios pasos (Figura 2): (a) cabeza intacta del
espermatozoide, (b) fusibn de la membrana plasmatica y la acrosomal externa en
multiples sitios y con el inicio de la dispersion del contenido acrosomal, (c) formacion de
vesiculas mixtas y su liberaciéon al medio extracelular y la completa liberaciéon de las
enzimas y otros componentes contenidos en la matriz acrosomal, con la consecuente
pérdida del acrosoma, quedando asi expuesta la MAI (d) La integridad del
espermatozoide se mantiene con la fusién de la MP y un residuo de la MAI, a nivel del
segmento ecuatorial (Oura y Toshimori, 1990). Una vez que sucede la RA, los
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Esquema (2). Pasos de la reacciéon acrosomal (RA). (a). Cabeza intacta del
espermatozoide, (b) fusion de la MP y la MAE en muiltiples sitios e inicio de
la dispersion del contenido acrosomal c) formacién de las vesiculas mixtas y
la completa dispersion del contenido acrosomal, (d) cabeza del
espermatozoide después de la RA, donde parte de la MAE perteneciente al
segmento ecuatorial permanece después de la RA. Capsula acrosomal (CA),

Membrana acrosomal externa (MAE), nucleo (NUC) y membrana plasmatica
(MP). '



espermatozoides adquieren un nuevo dominio de fusion, en la MP sobre la region
ecuatorial el cual puede ser reconocido por los receptores presentes en el oolema
(Saling y col., 1980) (ver esquema 2).

La RA es un proceso de exocitosis regulada, ya que es inducida por dos
moléculas que han sido reconocidas como efectoras naturales de la RA; la
progesterona (P) que es secretada por la de las células de la granulosa que constituyen
el cumulus oophurus, y la glicoproteina ZP; que es una molécula constitutiva de la zona
pellcida (Kirkman-Brown et al., 2002). Debido a que morfolégicamente la RA involucra
puntos de fusién entre la membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa
(Allen y Green, 1997; Gur y col., 1998). La RA ha sido considerada un proceso de
exocitosis, similar al de las células exocrinas somaticas. Ambos prbcesos son similares
con respecto a su dependencia de un influjo de calcio y a la ausencia de particulas
intramembranales en los sitios de exocitosis (Martin, 1997), asi como a la presencia
de algunas proteinas involucradas en la exocitosis, presentes en el espermatozoide y
que podrian participar en la RA, tales como: la sinaptogamina, las anexinas, la
calmodulina y las proteinas que se unen a calmodulina (CAPs). Sin embargo, la RA
difiere de la exocitosis regulada de las células somaticas en que: 1) la RA involucra la
pérdida de parte de su membrana plasmatica y acrosomal externa, y 2) en la RA, los
sitios de exocitosis son pobres en colesterol (Oura y Toshimori, 1990; Parks y
Ehrenwal,1990).

EL CALCIO EN LA CAPACITACION Y EN LA REACCION ACROSOMAL

Durante la capacitacion de los espermatozoides de los mamiferos incluyendo al
del ser humano (Baldi y col., 1991; Garcia y Meizel, 1999) se incrementa la
concentracion del calcio intracelular ([Ca®'];) (Yanagimachi, 1994). El mecanismo que
regula el influjo de Ca®* durante la capacitacion es desconocido, se ha sugerido que el
Ca?* entra a los espermatozoides de forma pasiva, como consecuencia del cambio de
permeabilidad en la MP provocado por un eflujo de colesterol (Langlais y Roberts,
1985). También se ha propuesto que el influjo de Ca®* es mediado por un canal de
Ca*, el cual es regulado por la hiperpolarizacién de la membrana plasmatica durante la



capacitacién (ver Darszon y col.,, 1999). Por otro lado, entre los mecanismos que
regulan la [Ca®*]i en los espermatozoides y que estan asociados a la MP, se
encuentran: la Ca®*-ATPasa, la cual actia como una bomba de extrusién de Ca*

(Fraser, 1992), un sistema intercambiador de Ca®*/H* y un antiporter Na*/ Ca®*
(Fraser, 1995),

Por varios afios se sugirio, que los espermatozoides no poseian almacenes de
calcio intracelular, ya que carecen de reticulo endoplasmico. Sin embargo
recientemente se ha comunicado que durante la capacitacién. el Ca** citosélico es
activamente transportado del citoplasma a la matriz acrosomal, actividad que es
realizada por una bomba de Ca®*, dependiente de ATP presente en la membrana
acrosomal externa (Dragivela y col., 1999; Dorval y col., 2002). La bomba es sensible a
la tapsigardina, una droga que inhibe especificamente a la bomba de Ca** del
reticulo endoplasmico en otros tipos celulares (Thastrup y col., 1990). La inhibicién de
la Ca**-ATPasa acrosomal, causa un incremento de Ca®* citosélico, primero en la
cabeza y después en la pieza media, ésto solamente en presencia de Ca®
extracelular. Tal incremento es capaz de inducir la RA en espermatozoides capacitados
(Blackmore,1993; Meizel y Turner, 1993; Spungin y Breitbart, 1996; Wiesner y col.,
1998; Parrish y col.,, 1999). Los efectos antes sefialados de la tapsigarina sobre el
espermatozoide, dieron la primera indicacién de la existencia de almacenes de Ca?
intracelulares en los espermatozoides de los mamiferos. El Ca** almacenado en el
acrosoma (Ca®*a) durante la capacitacion parece tener una papel relevante en la RA, ya
que se sugiere que durante este proceso el Ca®*s es liberado a través del receptor de
IP3 (IP3R) presente en la MAE (Walensky y Snyder, 1995; Kuroda y col., 1999; Minelli y
col., 2000; Naaby-Hansen y col., 2001). Se ha sugerido, que el Ca**s una vez que se
encuentra en el citoplasma, activa a los canales SOC (por sus siglas en inglés: store-
operated Ca®* channels), los cuales a su vez permiten el paso del Ca®* extracelular
(entrada de calcio de manera capacitativa), el cual es necesario para que la RA se lleve
a cabo (O’toole y col., 2000; Darzon y col., 1999).

El IPsR funciona como un canal de Ca®" activado por IPs, el receptor esta
asociado a los almacenes intracelulares de Ca®* como el reticulo endoplasmico, el

sarcolema y los calcisomas en otros tipos celulares. IP; induce la apertura del IP;R, lo



que libera el Ca®* almacenado, hacia el citoplasma (Thrower y col., 2001). En el
mecanismo de regulacion del IP;R fuertes estudios soportan la hip6tesis que estéan
involucradas la calmodulina (CaM) y la calreticulina (CRT), dos proteinas que regulan la
concentracién del [Ca®']i. La primera inactiva la apertura del canal no permitiendo la
unién de IP; al IP3R (Patel y col. 1997), mientras que de la segunda se ha sugerido que
prolonga la apertura del IP3R (Xu y col., 1994). Por otro lado, el IP3R ha sido localizado
en la MAE de espermatozoides de varias especies: humano, ratén, bovino y erizo de
mar (Walensky y Snyder, 1995; Kuroda y col., 1999; Minelli y col., 2000; Naaby-Hansen
y col., 2001; Zapata y col. 1997), aunque el mecanismo de regulacion del IPsR durante
la capacitacion y la reaccion acrosomal es desconocido. Sin embargo, se sabe que el
IP3 es producido por las fosfolipasas CB y Cy justo antes de que la RA se lleve a cabo
(ver Roldan, 1998; Breitbart y col., 2002). Ambas fosfolipasas son transladadas a la MP
durante la capacitacion y activadas justo antes de la RA (Spungin y Breitbart, 1995;
Spungin y col., 1996; Roldan, 1998). Lo anterior sugiere la posibilidad de que el IP;R
esté inactivo durante la capacitacion.

Por otro lado, se ha sugerido que la unién de la glucoproteina ZP; a su receptor
espermatico, el cual a la fecha es desconocido, activa al menos dos diferentes tipos de
receptores en la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide, uno de ellos
es un receptor acoplado a proteina Gi que puede activar tanto a la PLCB4 como a la
adenilato ciclasa (AC) (Breitbart y col., 2002). El otro es un receptor con actividad de
tirosina cinasa (TKR) que puede activar canales de Ca®' y a la PLCy (revisado por
Wassarman, 1999; Baldi y col., 2002). La activacion de cada una de estas proteinas
tiene un papel relevante en la RA; el incremento de AMPc activa a la PKA, la cual a su
vez activa canales de Ca?* en la MAE, los cuales en conjunto con los canales de Ca®*
tipo L o T, conllevan a un incremento transitorio de Ca®* en el citoplasma (O Toole y
col., 2000), el cual posiblemente es requerido para la produccion de IP; y DAG a través
de la activacion de las fosfolipasas C o D. Por otro lado, el IP; induce la apertura del
IP3R, que como se mencion6é anteriormente, permite la liberacién del Ca®'s y la «
activacion de los canales SOC (O Toole y col., 2000).



Después de que la RA ha sucedido, la membrana acrosomal interna queda
expuesta, y se forma un nuevo dominio en la MP que cubre el segmento ecuatorial y la
region postacrosomal, el cual, como indicamos anteriormente, es muy importante para
la interaccion de la MP del espermatozoide con el oolema (Glander y Haustein, 1987;
Yanagimachi, 1994).

LA CALMODULINA

La calmodulina (CaM) es una proteina pequefia (17 kDa) que regula el Ca®*
intracelular, la cual fue descubierta en el tejido cerebral a finales de los afios sesenta y
es ubicua en las células eucariontes. Numerosas actividades se le han atribuido, por lo
que se le ha considerado como una molécula importante en la mediacion de muiltiples
eventos dependientes de Ca?* en las células eucariontes. Una célula animal tipica
contiene mas de 1x10” moléculas de CaM, lo cual constituye aproximadamente el 1%
de la masa proteinica total de la célula. La CaM funciona como el principal receptor
celular citosolico del Ca?*, la proteina es un solo polipéptido altamente conservado que
se compone de 150 aa, con 4 sitios de unién a Ca?* de alta afinidad, la unién de uno o
mas iones Ca®* a estos sitios, modifica la conformacion de la proteina exponiendo sitios
hidrofébicos que le permiten a la CaM asociarse a enzimas, activando o
incrementando la actividad de ellas, tal es el caso de algunas proteinas-cinasa,
proteinas-fosfatasas y fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos. Un ejemplo claro es la
activacion de la Ca®* -ATPasa de la membrana plasmatica, la cual bombea Ca®* del
citoplasma hacia el medio extracelular, de tal manera que si la concentracién de Ca?*
se incrementa en el citoplasma, el complejo Ca?*-CaM se asocia a la bonﬁba y la activa,
reestableciendo los niveles normales de Ca?'. Lo anterior constituye un mecanismo
autorregulador, para mantener baja la concentracién de Ca®" intracelular (Fraser y
McDermott, 1992; Fraser, 1995). Otros de los efectos del complejo Ca?-CaM son
indirectos y estan mediados por proteinas-cinasas (Schulman, 1993). CaM también
participa en la regulacion del citoesqueleto, asociandose de manera dependiente o
independiente de Ca®* a diferentes proteinas que componen al citoesqueleto como:
espectrina, miosina |, caldesmon, filamentos intermedios (Kakiuchi y Sobue, 1983) y
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sinapsinas (Nicol y col. 1997) entre otros. Por otro lado, algunos datos sugieren que la
regulacion de las enzimas mediada por CaM es debida a la alteracién en el flujo neto de
Ca®* o a su distribucion, mas que a los cambios en el contenido celular de CaM. Asi
mismo se conocen ejemplos donde CaM puede interactuar con diferentes proteinas de |
manera independiente de Ca*".

LA CALMODULINA EN LOS ESPERMATOZOIDE DE LOS MAMIFEROS

La CaM ha sido ampliamente estudiada en los espermatozoides de diferentes
especies de mamifero, aunque su funcion tanto en la capacitacion como en la RA no ha
sido del todo entendida. CaM es una proteina reguladora de Ca** localizada en varias
regiones de la cabeza y del flagelo espermatico. En el espermatozoide del cobayo
(Trejo y Mujica, 1990), conejo (Jones y col., 1980), toro (Feinberg y col., 1981), rata
(Lagace y col., 1981) y hamster (Moore y Dedman, 1984) fue detectada tanto en la
region acrosomal como en la region postacrosomal asi como en la parte distal y
proximal del flagelo. Por microscopia electrénica se ha localizado a la CaM en el
espermatozoide del cobayo en el citoplasma rodeando al acrosoma, pero no dentro de
él (Yamamoto, 1985), a lo largo de las fibras densas (Gordon vy col., 1983), en el
axonema y en la vaina fibrosa del flagelo (Yamamoto, 1985). En comparacién, en el
espermatozoide del cerdo fue encontrada tanto dentro como fuera del acrosoma, en la
regidn postacrosomal, el cuello y en varias estructuras del la pieza media del flagelo
(Camatini y col.,, 1986). En el espermatozoide del toro y del carnero, CaM fue
principalmente detectada en la region postacrosomal, a lo largo del axonema y la vaina
fibrosa de la pieza principal del flagelo (Weinman y col., 1986a,b).

La funcién que se le ha atribuido a la CaM en el espermatozoide es en la
regulacion de la motilidad flagelar, la cual ha sido extensamente estudiada (Tash,
1989). Por otro lado, se ha sugerido la participacion de esta proteina en otros
mecanismos dependientes de calcio, tales como la capacitacion (Leclerc y col., 1990),
la reaccion acrosomal y la fusion 6vulo-espermatozoide (Jones y col., 1980; Moore y |
Dedman, 1984; Weinman y col., 1986a,b; Camatini y col., 1986; Aitken y col., 1988).

11



En los espermatozoides de los mamiferos CaM ha sido localizada en el
acrosoma (Jones y col., 1980; Weinman y col., 1986; Camatini y col., 1986; Trejo y
Mujica, 1990 y Camatini y col., 1991) lo cual sugiere la participacion de esta proteina
en los procesos de capacitacion y la RA. Ha sido propuesto que CaM afecta la
capacitacion a través de la regulacién de Ca®* (Peterson y col., 1983; Fraser y col.,
1995). También se han detectado varias proteinas que se unen a CaM en los
espermatozoides de los mamiferos (Moore y Dedman, 1984; Noland y col., 1985; Olson
y col., 1985; Leclerc y col., 1989; Leclerc y col., 1990; Wasco y col., 1989; Hernandez-
Gonzalez y col., 1994), asi como en el semen (Manjunath y col., 1993). Entre las
proteinas que se unen a CaM, al menos de tres se conoce su participacion en los
procesos de capacitacién y de la RA, éstas son la fosfolipasa A, que co-localiza con
CaM (Weinman y col., 1986), la acrosina que se conoce que interactda in vitro con ella
(Frenette y col., 1990) y la ATPasa de Ca?, la cual regula la [Ca%']i (Frasser y col.,
1995). Recientemente, se ha sugerido que CaM inhibe la RA en espermatozoides de
ratdn permeabilizados con estreptolisina-O (Hernandez, 1996; Yunes y col., 2002),
aunque el mecanismo por el cual realiza tal efecto es desconocido.

LA CALRETICULINA

La Calreticulina (CRT) es una proteina del lumen del RE que une Ca*. Por
primera vez fue aislada por Ostwal y MacLennan en 1974, como una proteina del
reticulo sarcoplasmico. La calreticulina ha recibido diferentes nombres entre ellos
calregulina o Erp60; posteriormente clonada en 1989 por Smith y Koch, Fligel y
colaboradores, a la fecha su ADNc y el gene que codifica para la CRT ha sido aislado
tanto de vertebrados como de invertebrados, asi como de plantas superiores. La
proteina es codificada por un solo gen y solamente una especie de RNAm de 1,9 kb
que codifica para CRT ha sido identificado, no hay evidencia de splicing alternativo en
el RNAm. El gen de CRT contiene 9 exones y extensiones de 3.6 o0 4.6 kb de ADN
genomico en el ser humano o en el ratéon, respectivamente. En el ser humano y en el
raton la secuencia nucleétidica muestra una identidad muy grande del 70%, con
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excepcion de los intrones 3 y 6 lo cual indica que el gen ha sido altamente conservado
durante la evolucion (Michalak y col., 1999).

La CRT tiene un peso molecular de 46 kDa, aunque por PAGE-SDS ella muestra
una Mr de entre 50,000 y 60,000 daltones. Estructuraimente, CRT tiene una
organizacion tripartita (ver esquema 3) la cual contiene: un dominio N terminal cuya
secuencia de aminoacidos es extremadamente conservada en todas las calreticulinas,
este dominio une Zn%*, también interactGa con el dominio de unién al ADN del receptor
de glucocorticoides in vitro, con el ARN del virus de la rubéola, con a-integrina, con la
proteina disulfuro isomerasa (PDI) y la proteina 57 del RE (Erp57). La interaccion de
esta region de CRT con la PDI inhibe su funcién de chaperona , pero incrementa la
actividad de Erp57. Estas interacciones proteina—proteina son reguladas por la unién
de Ca?®* al dominio C de la CRT. El dominio N de CRT también inhibe la proliferacién de
las células endoteliales y suprime la angiogénesis (Michalak y col., 1999).

El dominio P de'CRT posee una secuencia rica en prolina con tres repetidos,
cuya secuencia de aminoacidos es PXXIXDPDAXKPEDWDE (repetido A), seguida de
tres repetidos con al siguiente secuencia GXWXPPIXNPXYX (repetido B), esta regién
une Ca** con alta afinidad y los repetidos pueden ser esenciales para la unién del Ca®*.
Los repetidos A y B de la molécula son importantes para su actividad de chaperona.
CRT también interactGa con perforina, un componente de los granulos de las células T-
citotoxicas. El dominio P tiene actividad de lectina y una secuencia similar a la de otras
chaperonas que unen Ca?*, incluyendo calnexina, calmegina y CALNUC, proteinas
que unen Ca** en el Golgi (Michalak y col., 1999).

El dominio de la region C-terminal de la proteina es altamente acido y tiene una
secuencia terminal de recuperacion o regreso al RE llamada KDEL. Este dominio de la
la molécula une 25 moles de Ca®* por mol de proteina y ella también se une a factores
de coagulaciéon sanguinea, e inhibe la restenosis inducida por dafio. Este dominio de
unién a Ca** de CRT juega un papel regulador en el control de la interaccién de CRT y
PDI, Erp57 y quiza otras chaperonas (Michalak y col., 1999).
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FUNCIONES DE LA CALRETICULINA

Por su localizacion celular a la CRT se le ha involucrado en cuatro procesos
celulares importantes: dentro del lumen del reticulo endoplasmico (1) como chaperona y
(2) en el almacenamiento y la via de sefalizacion del almacenamiento del Ca®'.
Mientras que fuera del reticulo endoplasmico ha sido involucrada en (1) la adhesion
celular y (2) en la regulacion de la expresion del genoma (Krause y Michalak, 1997).

En un trabajo previo en nuestro laboratorio, se aislé a una proteina de 50 kDa
(sp50) a partir del testiculo del cobayo. La proteina presenté la caracteristica de unirse
a biomembranas, y a las membranas del espermatozoide del cobayo, de manera
reversible y dependiente de Ca** (Hernandez-Gonzélez y col 1996; Hernandez-
Gonzalez y Mujica, 1997). Sp50 fue secuenciada, en sus 25 aminoacidos N-terminales
y se le encontré6 una completa identidad con la secuencia N- terminal de la CRT de los
linfocitos-T y LAK CRT (Dupuis y col., 1993). Los anticuerpos anti-CRT dirigidos contra
la regidbn C-terminal, reconocieron a Sp50 asi como a la CRT pura. Ademas el
anticuerpo cruzé con una sola banda proteica de 50 kDa de un extracto espermatico
obtenido con el detergente no i6nico Brij 36T y con una banda proteica de 60 kDa en
extractos de ovocitos del hamster (Mufioz-Gotera y col., 2001). Conjuntamente estos
resultados demostraron que sp50 y CRT son la misma proteina. Mas tarde esta
proteina fue buscada en el ovocito del hamster y fue localizada en los granulos
corticales con una Mr de 60 kDa, ademas la CRT fue exocitada durante la reaccion
cortical, asociandose a la superficie del 6vulo, de manera tal que se sugirié que podria
participar en el bloqueo a la poliespermia (Mufioz-Gotera, 2001).

CALRETICULINA EN LOS ESPERMATOZOIDES DE LOS MAMIFEROS

La CRT ha sido localizada s6lo en la regién acrosomal de los espermatozoides,
del raton (Nakamura y col., 1992), rata (Nakamura y col., 1992), cobayo (Hernandez-
Gonzalez y col., 1996; Mufioz-Gotera y col., 2001) y del ser humano (Naaby-Hansen y
col., 2001), por lo que se ha sugerido su participacién en la RA. Al respecto, nuestro
grupo encontr6 que en un modelo de espermatozoides permeabilizados con
estreptolisina-O, el tratamiento con CRT incrementé la RA de manera dependiente de
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concentracion, el mecanismo por el cual CRT realiza tal efecto se desconoce
(Hernandez-Gonzalez, 1996).

15



Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon
L21 3 3 4 5 g 6 3 7 389 9 i
| ] | ]

hojas B dominio globular Sitios de unién a Ca 2+ Sitios de unién a Ca 2+ alta-
baja-capacidad, alta capacidad, baja afinidad
afinidad

putativo KPEDWD Sitio putativo de
NLS . repetidos i glicosilacién

Esquema 3. Molécula de calreticulina (Michalak, M y col. 1992).
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JUSTIFICACION

La calmodulina ha sido encontrada en la region acrosomal y en el flagelo de
espermatozoides de los mamiferos, lo que podria implicar una funciéon similar en 'estas
células. La CRT se ha descrito en los espermatozoides del raton (Nakamura y col.,
1992), rata (Nakamura y col., 1992), del ser humano (Naaby-Hansen y col., 2001), y
del cobayo (Hernandez-Gonzalez y col.,, 1996; Mufoz-Gotera et al., 2001),
desconociéndose si la CRT esta presente en espermatozoides de otras especies. Por
otro lado, tanto la CaM como la CRT son proteinas reguladoras de la [Ca?®']i y la
relacion CRT/CaM en la reaccion acrosomal no ha sido aclarada. Sabemos que estas
proteinas tienen una funcién antagénica en la RA; la CRT Ila favorece, mientras que
CaM la inhibe (Hernandez, 1996; Hernandez-Gonzalez y Mdjica, 1997). Se desconoce
el mecanismo de como ellas realizan esta funcién antagénica, tampoco se conoce si su
interaccion es directa con las membranas espermaticas o a través de otras proteinas
presentes en las membranas espermaticas y si esto tiene relacion con la RA. Es por
ello que en el presente trabajo se han propuesto los siguientes objetivos:
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de CRT en espermatozoides de otras especies de
mamiferos distintas al cobayo. Asi como analizar la interaccion de CRT y CaM en
membranas espermaticas aisladas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar mediante inmunofluorescencia e inmunoblot, la presencia de CRT en los
espermatozoides del conejo, hamster, jerbo, rata y ratén.

2.- Determinar la presencia de CRT en espermatozoides del cobayo, conejo, hamster,
jerbo, rata y ratén, permeabilizados con estréptolisina-O.

3.- Determinar si la CaM interacciona con las membranas de los espermatozoides del
cobayo y si esta interacciéon depende de calcio en comparacién con lo comunicado
para CRT.

4.- Analizar a las proteinas de las membranas espermaticas del cobayo, que
interaccionan con CaM y CRT y determinar si estas se encuentran asociadas al
receptor del IP3 (IP3R).
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MATERIAL Y METODOS

Purificacion de calreticulina

La calreticulina fue purificada a partir del testiculo del cobayo siguiendo la
técnica descrita por Hernandez-Gonzalez y col. (1996). Cien gramos de testiculo fueron
homogeneizados a 0°C, en 200 ml de amortiguador A ( Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl
100 mM, EGTA 5 mM) adicionado de 7 inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, pHMB 2
mM, pAB 2 mM, benzamidina 2 mM, aprotinina 1uM, leupeptina 1uM. EIl
homogeneizado fue filtrado a través de fibra de vidrio y centrifugado a 15,000 X g por
15 min. El sobrenadante fue centrifugado a 39,000 X g por 30 min. El sobrenadante
colectado fue suplementado con 6.5 mM de CaCl, (concentracion final) y mezclado
suavemente por 30 min a 0°C y centrifugado a 39,000 X g por 30 min. Las proteinas
precipitadas con calcio fueron lavadas con el amortiguador A, en el cual el EGTA fue
reemplazado por CaCl; 1 mM, y la suspension centrifugada a 39,000 X g por 30 min.
La pastilla obtenida fue resuspendida en amortiguador A suplementado con 10 mM de
EGTA e incubada por 30 min, la suspension fue centrifugada a 10,000 X g por 30 min.
El sobrenadante obtenido fue dializado contra 500 ml de amortiguador B (Tris-HCI 20
'mM, pH 7.5, NaCl 10 mM), con dos cambios, a intervalos de 4 h.

El sobrenadante dializado se pasé por una columna de mono Q. Las proteinas
unidas a la columna fueron eluidas usando un gradiente discontinuo de NaCl (100,
200, 300, 400 y 500 mM) en amortiguador B. Las fracciones fueron analizadas por
SDS-PAGE (en acrilamida al 10%)(Laemmli, 1970).

Purificacion de calmodulina

La proteina calmodulina fue purificada a partir de testiculos de bovino siguiendo
las teécnicas descritas por Gopalakrishna y Anderson (1982) y Dedman y Kaetzel
(1983). Quinientos gramos de tejido testicular de bovino, sin tunica albuginea ni
epididimo, se homogenizaron en amortiguador A (Tris 40 mM, NaCl 100 mM, EDTA 4
mM, 2-mercaptoetanol 0.5 ml/litro pH 7.4). La suspension se centrifugé a 5,000 X g por
15 min. El sobrenadante fue colectado y filtrado a través de fibra de vidrio, la
suspension obtenida se calent6é en bafio Maria por 10-15 min o mas, hasta que el color
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mamey, que presentaba, cambié a un color café claro. La suspension fue enfriada
rapidamente en una mezcla de hielo seco-acetona y centrifugada a 5,000 X g por 30
min a 4°C. El sobrenadante fue dializado contra amortiguador B (Tris 40 mM, NaCl 100
mM, 2-mercaptoetanol 0.5 ml/litro pH 7.4) a 4°C por toda la noche con 2 cambios de 1
litro cada vez. El dializado se centrifugé por 30 min a 5,000 X g, a temperatura ambiente
y se colect6 el sobrenadante, del cual se purific6 a la CaM. Al sobrenadante ya
dializado se le afiadi6 CaCl, 2 mM de (concentracion final) y se aplicé a una columna de
fenil-sefarosa. La columna habia sido previamente equilibrada con el amortigua'dor B,
sin 2, mercaptoetanol y suplementado con de CaCl; 2 mM. Inmediatamente después de
que el sobrenadante terminé de pasar, la columna se lavé con el amortiguador C (Tris
40 mM, NaCl 500 mM, CaCl; 2.5 mM pH 7.4), hasta que la absorbencia a 280 nm
registré una basal < 0.05. Enseguida se lavé con el amortiguador D (Tris 40 mM, NaCl
75 mM, CaCl; 2 mM pH 7.4), y de la misma manera que el amortiguador B, hasta que
la absorbencia a 280 nm registré una basal < 0.05 . La CaM fue eluida de la columna
con el amortiguador E (Tris 40 mM, NaCl 75 mM, EDTA 4 mM pH 7.4) colectando
fracciones de 2 ml. La concentraciéon de proteina fue determinada por el método de
Lowry y col., (1951) y la pureza determinada por SDS-PAGE (poliacrilamida al 15%)
(Laemmli, 1970). Como ultimo paso la CaM fue dializada contra el amortiguador F
(NaB4O7 25 mM, H,BO;, NaCl 75 mM pH 8.4) y se conservé a 4°C.

La columna fue regenerada tratandola con las siguientes soluciones: urea 6 M
disuelta en amortiguador E (200 ml), agua destilada, etanol al 50% (200 ml) agua
destilada, enseguida amortiguador D que contenia 0.05% de azida de sodio y se
conservo a 4°C.

Extraccion de espermatozoides del cobayo

Los gametos fueron colectados por perfusién de los conductos deferentes de
cobayos adultos, aplicando una solucion de NaCl 0.154 M, e inmediatamente las
celulas fueron lavadas 2 veces por centrifugacion—resuspension (500 X g por 4

minutos), en la solucion de NaCl. La concentracibn de espermatozoides fue
cuantificada en una camara de Neubauer.
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Deteccion de calreticulina, CaM, IP;R y sinapsina en los espermatozoides por
inmunofluorescencia indirecta (IFl).

Los espermatozoides obtenidos de los conductos deferentes de las distintas
especies, fueron lavados y fijados por una hora con formaldehido al 1.5%
(concentracion final) en PBS. Enseguida, los espermatozoides fueron incubados en
NH4CI 50 mM (15 min), lavados en PBS, en agua destilada y se prépararon frotis. Las
células se permeabilizaron con acetona por siete minutos a —20°C y se lavaron con
PBS. Inmediatamente fueron tratadas con el anticuerpo especifico contra cada una de
las proteinas sefialadas (anti-CRT, anti-CaM, anti-IP3R y anti-Sinapsina-l) entre porta y
cubreobjetos en camara hiumeda, durante una hora a 37° C. Las células se lavaron con
PBS y se incubaron con un segundo anticuerpo, apropiado para cada caso, marcado
con rodamina por una hora a 37°C. Las muestras fueron montadas entre porta y cubre,

con glicerol-PBS y se sellaron con esmalte de ufas, para su andlisis al microcopio de
epifluorescencia.

Extracto completo de espermatozoides

Los espermatozoides lavados en NaCl (1,000 x 10° células/ml) se
resuspendieron en Tris 50 mm, pH 9 adicionando una mezcla de 7 inhibidores de
proteasas (PMSF 2 mM, pHMB 2 mM, pAB 2 mM, benzamidina 2 mM, aprotinina 1uM,
leupeptina 1uM y aprotinina 1uM), 2 mM de EDTA y 15% de SDS. La muestra se hirvié
por 5 minutos, y se centrifugdé a 600 X g por 10 min, recuperandose el sobrenadante.

Permeabilizacion de los espermatozoides con estreptolisina O (SLO)

Los espermatozoides lavados en NaCl, fueron incubados por 30 min a 37°C en
medio Tyrode sin calcio; enseguida para permeabilizarlos, se le afadieron 400
unidades hemoliticas (UH) de estreptolisina-O (SLO). Después de 10 minutos de
incubacién, las muestras se centrifugaron a 600 X g por 5 minutos para separar a los
espermatozoides. El medio libre de espermatozoides fue filtrado a través de

membranas millipor de 0.22 um y se liofilizaron.
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Electroforesis de las proteinas espermaticas

Los extractos proteicos y los medios de capacitacion liofilizados fueron
analizados por electroforesis en SDS-PAGE al 10% y/o 13% (Laemmli, 1970). Las
proteinas fueron reveladas por tincion con plata (Morrisey, 1981).

Deteccion por Western blot de CRT en el patrén proteico de los espermatozoides
completos y en el sobrenadante liofilizado de los espermatozoides
pemeabilizados.

Las proteinas espermaticas separadas por electroforesis fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (MNC) (Towbin y col.,, 1979). Se bloquearon los sitios
inespecificos, tratando a las membranas con leche descremada al 5% disuelta en PBS-
Triton X-100 al 1% (PBS-T), durante una hora a 37°C. Para el revelado, las membranas
se incubaron con el anticuerpo policlonal anti-CRT, por 2 h a 37°C. Las membranas se
lavaron con PBS-T e inmediatamente se incubaron por una hora a 37°C con un
segundo anticuerpo marcado con peroxidasa. El revelado de las bandas
inmunoreactivas se realiz6 con diaminobenzidina (De Blas y Cherwinski, 1983) o
mediante quimioliminiscencia (kit de ESL) en palcas de rayos X (X-Omat, Kodak).

Aislamiento de las membranas espermaticas

Muestras de espermatozoides no capacitados y de capacitados fueron
colectados por centrifugacion (2,500 X g por 3 min) y resuspendidos en Tris-HCI 50 mM
pH 7.4, adicionado con EDTA 2 mM y con los inhibidores de protasas (PMSF 2 mM,
pHMB 2 mM, pAB 2 mM, benzamidina 2 mM, aprotinina 1uM, leupeptina 1uM y
aprotinina 1uM). Los espermatozoides fueron sonicados (40w por 30s, a 4°C). La
suspension espermatica fue centrifugada a 2,500 X g por 30 min para colectar a los
espermatozoides desmembranados. El sobrenadante que contiene a las membranas en
fragmentos, fue centrifugado a 100,000 X g por 2 h a 4°C, la pastilla resultante
(membranas fragmentadas) fue resuspendida en Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4
en presencia de los inhibidores de proteasas antes mencionados y solubilizada con
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SDS al 10% concentracion final. Las muestras fueron hervidas por 5 min y las
proteinas analizadas por SDS-PAGE, al 10 y/o 13% segin fuera el caso
(Laemmli,1970).

Ensayo de la interaccion de calmodulina con las membranas plasmaticas

Se mezclaron 100 pg de proteinas de membrana (obtenidas a 100,000 X g y
resuspendidas en Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4 en presencia de los inhibidores
de proteasas) con 0, 5, 10, 20 y 40 pg de CaM, en presencia de calcio (1 mM) y
ausencia de calcio (1 mM de EGTA), se incubaron por 15 minutos a 4°C. Las
membranas se ultracentrifugaron a 100,000 x g durante 120 minutos. La pastilla
obtenida fue resuspendida en el Tris-HCI 50 mM adicionado con 50 ul de complet
- (mezcla de inhibidores de proteasas) y lavadas dos veces con el mismo amortiguador.
Enseguida fueron disueltas adicionando SDS (concentracion final 10%) y hervidas por
10 min. En una muestra alicuota, las proteinas de membrana fueron cuantificadas por el
método de Markwell y col. (1978) y una vez solubilizadas se analizaron por SDS-

PAGE, se transfirieron a MNC y se revelaron con el anticuerpo anti-CaM.

Deteccion por overlay de las proteinas de las membranas espermaticas que se
unen a CRT.

Las proteinas espermaticas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (MNC) (Towbin y col., 1979). Las MNC fueron bloqueadas
con albumina sérica de bovino al 3%, diluida en Tris-HCI 25 mM, NaCl 137 mM, pH
7.4 (TBS), adicionado con Triton X-100 al 1% (TBS-T) por 2 h a 37°C en agitacion
constante, posteriormente se bloquearon con avidina no marcada, a una concentracion
de 100 pg/ml diluida en TBS-T. Las MNC fueron incubadas por'una hora a 37°C, con
CRT biotinilada diluida apropiadamente en la solucién de bloqueo. Las MNC fueron
lavados con TBS-T, por 3 veces por 10 min cada vez. Enseguida se incubaron por una
hora a 37°C con estreptavidina conjugada con HRP. Finalmente las MNC fueron
lavadas como antes se mencioné. Las bandas inmunoreactivas fueron reveladas por
quimioluminiscencia y visualizadas en placas de rayos X (X-Omat de Kodak).
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lnmunoprecipitécién de las proteinas de las membranas espermaticas que se
unen a CaM.

Los espermatozoides fueron colectados de los conductos deferentes del cobayo
y lavados con NaCl 154 mM como lo describen Trejo y Mdjica (1990). Los
espermatozoides lavados fueron, ajustados a 35 x10° células/mi en un amortiguador
de Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4, que contenia a los siguientes inhibidores de
proteasas: p-ABA 2 mM, pepstatina 1 uM, benzamidina 2 mM, leupeptina 1 pM,
aprotinina 1 pM, PHMB 2 mM, PMSF 2 mM. Los espermatozoides fueron
desmembranados por tratamiento con Brij 36T al 2% (concentracion final) (Juarez-
Mosqueda y Mujica, 1999). Los espermatozoides desmembranados fueron colectados
por centrifugacion a 600 X g por 15 min y los sobrenadantes (extractos Brij)
recuperados. Los sobrenadantes fueron mezclados con el anticuerpo anti-CaM, e
incubados por 2 h a 4°C en agitacion constante. EI complejo Ag-Ab fue 'precipitado
adicionando al sobrenadante proteinas A/G unidas a esferas de sefarosa (sefarosa-
A/G), la mezcla se incub6 por una hora en agitacion constante a 4°C. Posteriormente la
resina se lavd por centrifugacion-resuspension con PBS-T por cinco veces. Las
proteinas asociadas se eluyeron con glicina-HCI 0.1 M pH 2.5, inmediatamente el pH
fue neutralizado con 50 pl de Tris 1M. Se cuantificd la concentracién de proteina de
ambos inmunoprecipitados por absorbencia a 280/260. Las proteinas
inmunoprecipitadas fueron analizadas por SDS-PAGE y Western blot.

Aislamiento de las proteinas de las membranas espermaticas que se unen a CRT.

En el caso de las proteinas que se unen a CRT la metodologia fue diferente. El
extracto espermatico Brij obtenido como se mencioné anteriormente, se pasé por una
columna de afinidad sefarosa-CRT a 4°C. La resina se lavé por centrifugacion-
resuspension cinco veces con PBS. Las proteinas asociadas a la sefarosa-CRT se
eluyeron con NaCl 500 mM, se cuantific6 la cantidad de proteina obtenida por
ébsorbencia a 280/260 mM. Las proteinas eluidas se dializaron toda la noche contra el
siguiente amortiguador: Tris-HCI 25 mM, EDTA 2 mM pH 7.4. Las proteinas obtenidas
fueron analizadas por SDS-PAGE y Western blot.
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Obtencion de vesiculas mixtas de RA

Espermatozoides lavados previamente con NaCl fueron ircubados en un medio
minimo de cultivo suplementado con piruvato y lactato a 37°C por 20 min (MCM-PL) pH
7.8 (Mujica y Valdes—Ruiz, 1983). Enseguida se les indujo la RA agregando el ionéforo
de Ca®* (A23187) a una concentracién final de 1.3 uM. Después de siete minutos de
tratamiento, mas del 90% de los espermatozoides sufrieron la RA. Inmediatamente, a
la suspension espermatica se le agregaron los siguientes inhibidores de proteasas:
PMSF 4 mM, TLC 2 mM, PHMB 4 mM, pABA 4 mM, leupeptina 5 uM, aprotinina 2 uM y
pestatina 2 uM. Enseguida, los espermatozoides se separaron por centrifugacién a
2,000 X g por 30 min a 4°C. El sobrenadante que contenia a las vesiculas de RA fue
obtenido y centrifugado a 100,000 X g por 1 h a 4°C. La pastilla obtenida fue
resuspendida en EDTA 1 mM, Tris, pH 7.5, que contenia los inhibidores de proteasas
sefialados arriba y 1% de SDS concentracion final. Las muestras fueron hervidas por 10
min y las proteinas separadas por SDS-PAGE, transferidas a PNC para su posterior
analisis por Western blot.

Método de entrecruzamiento de proteinas por 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)-
carbodimida (EDAC).

El entrecruzamiento de proteinas se realizé siguiendo los protocolos descritos
por Taniuchi y col. (1986) y Gilles y col. (1990). Los espermatozoides lavados en NaCl
(0.15 M) fueron ajustados a 50x10° de cel/ml en la misma solucién de NaCl, se les
agregaron los siguientes inhibidores de proteasas: PMSF 4 mM, TLCK 2 mM, PHMB 4
mM, pABA 4 mM, leupeptina 2 uM, aprotinina 2uM, pepstatina 2uM y 100 pl de
Complete. Inmediatamente se sonicaron por 30 segundos a 40 de amplitud de onda.
Posteriormente los espermatozoides se separaron por centrifugacion a 1,000 X g por 30
min a 4°C, al sobrenadante que contenia a las membranas espermaticas, se le agregd
el entrecruzador 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)-carbodimida (EDAC) a wuna
concentracion final de 2.5 mM, vy se incub6 por 1 h a 4°C. La reaccion fue parada

adicionando Tris-HCI 50 mM (concentracion final) a pH 7.6. La muestra se centrifugé a
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100,000 X g por 1 h a 4°C. La pastilla fue obtenida y solubilizada con Brij 36T al 2.5%,
concentracién final. La pastilla solubilizada se dividi6 en dos partes : la primera se
inmunoprecipité con el anticuerpo anti-CRT vy la otra con un anticuerpo anti-CaM,
siguiendo el método antes descrito. A las proteinas inmunoprecipitadas se les agregd
amortiguador de muestra (Laemmli, 1970) y se hirvieron por 7 min. Las muestras se
corrieron por SDS-PAGE vy se transfirieron a MNC. Western blots fueron realizados para
las siguientes proteinas: CaM, CRT, IP3R y SNP-I.
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RESULTADOS
Deteccion y localizacion de CRT en espermatozoides de mamiferos de diferentes
especies.

Como se habia mencionado, CRT ha sido reportada en las espermatidas y en
los espermatozoides de la rata (Nakamura y col., 1992, 1993), raton (Nakamura y col.
1992), cobayo (Hernandez-Gonzalez y col, 1996; Mufioz-Gotera 'y col. 2001) y del ser
humano (Naaby-Hansen y col., 2001). En todos ellos la CRT fue localizada en la region
acrosomal. En este tfabajo nosotros mostramos que la CRT también esta presente en
la region acrosomal de espermatozoides del hamster, del conejo y del jerbo (Fig. 1B, C,
y D). Asi mismo, se corrobor6 la presencia de CRT en la regiobn acrosomal de los
espermatozoides de la rata (Fig. 1E) y del raton, éste ultimo fue el Gnico que mostré
CRT en las regiones principal y terminal del flagelo (Fig. 1A). La inmunodeteccion de
CRT por Wb en las 5 especies fue el siguiente paso en la investigacion. El anticuerpo
anti-CRT detect6 en todos los extractos espermaticos una sola banda de peso
molecular de 50 kDa (Fig. 2, lineas C-G), la banda mostr6 la misma movilidad relativa

de la CRT de los espermatozoides del cobayo (Fig. 2, linea B).

Efecto de la permeabilizacion con estreptolisina O de los espermatozoides, sobre
la localizacion de CRT

Datos de nuestro laboratorio han mostrado la posibilidad de que parte de la CRT
se encuentre libre en el citoplasma de los espermatozoides del cobayo, ya que cuando
estos fueron permeabilizados con 400 unidades hemoliticas (UH) de SLO (sptz-SLO),
la CRT sale al medio de incubacion (Hernandez-Gonzalez y col., 1996). Para
determinar si esto mismo sucede en los espermatozoides de otros mamifero,
espermatozoides de la rata, ratén y hamster fueron incubados en medio Tyrode
(carente de calcio) por 30 min y tratados con 400 UH de SLO por 15 min. La muestra
fue centrifugada a 600 X g por 15 min y el sobrenadante filtrado por millipore (0.25um).
Las proteinas de los medios se concentraron por liofilizaciéon y fueron resueltas por
electroforesis en SDS-PAGE, las proteinas transferidas a MNC. El analisis por Wb
usando el anticuerpo anti-CRT, mostr6 la presencia de CRT en el medio de cultivo
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Figura 1. Localizacién por IFl de CRT en los espermatozoides del ratén,
hamster, conejo, rata y jerbo. Espermatozoides de 5 especies diferentes
fueron lavados vy fijados con formaldehido (1.5% concentracion final) y tratados
para IFl (ver Materiales y Métodos). Los espermatozoides fueron y tefiidos con
un anticuerpo anti-CRT y un segundo anticuerpo marcado con isotiocianato de
rodamina (TRIC). A) ratén, B) hamster, C) conejo, D) jerbo y E) rata. (A, B, C, D
y E) corresponden a corresponden a las micrografias de epifluorescencia de
CRT, revelada por IFl. (A’, B’, C’, D’ y E’) micrografias de contraste de fase. La
presencia de CRT en la region acrosomal es consistente en todos los
espermatozoides, mientras que CRT soélo fue localizada en el flagelo de los
espermatozoides del ratén y de la rata.
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Figura 2. Deteccion de CRT -en el patrén proteico de los
extractos Brij de espermatozoides de 6 especies, por
Western blotting. Las proteinas espermaéticas fueron corridas
en SDS-PAGE (Laemmli, 1970) y transferidas a membranas de
nitrocelulosa y en ellas se revel6 para calreticulina. A)
Marcadores de peso molecular. B-G) Western blots revelados
con el anticuerpo policonal anti-CRT. B) cobayo, C) ratén, D)
hamster, E) conejo, F) ratay G) jerbo
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donde los espermatozoides fueron permeabilizados (Figura 3, lineas B-D), mientras
que en el medio de capacitacion de los espermatozoides sin permeabilizar, no se
detect6é a la CRT (Fig. 3, lineas E-G). Lo anterior indica que hay un goteo o fuga de
CRT a través de los poros producidos por el tratamiento con la SLO. Ademas, corrobora
la posibilidad de que parte de la CRT espermatica se encuentre en el citoplasma,
aunque no descarta la posibilidad de que también se encuentre asociada a la MAE.
Para soportar los resultados antes mencionados se realizé la inmunodeteccion de
CRT por IFI en los espermatozoides-SLO, los cuales mostraron poca o nula
fluorescencia, comparados con los no permeabilizados con SLO (datos no mostrados).
Sin embargo, cuando los espermatozoides-SLO, una vez fijados, fueron adicionalmente
permeabilizados con acetona, se detecté marca fluorescente en la region acrosomal
(datos no mostrados).

Interaccion de CaM exdgena con las membranas espermaticas
Hernandez-Gonzalez y col. (1996) han demostrado que CRT es capaz de
asociarse a las membranas espermaticas de manera dependiente de Ca?*, datos
recientes también han mostrado que CaM exdgena es capaz de asociarse a
espermatozoides-SLO de manera independiente de Ca?* (Hernandez-Gonzalez,
comunicaciéon personal). Para determinar si CaM interacciona con las membranas
aisladas como lo hace CRT, membranas espermaticas fueron obtenidas por sonicacion
(ver Material y Métodos) e incubadas con diferentes concentraciones de CaM (0, 5, 10,
20 y 40 pg/ml ), en presencia o ausencia de Ca®". Enseguida, las membranas fueron
aisladas por ultracentrifugacién y analizadas por Wb. Nuestros resultados muestran
que el anti-CaM dio reaccion positiva con varias proteinas de las membranas
espermaticas tratadas y no tratadas con CaM, de las cuales cuatro son mayoritarias:
105, 63, 35 y 25 kDa, (Fig. 4, lineas C-F). Sorprendentemente, CaM libre no pudo ser
detectada en estas muestras (Fig. 4 linea B-F). El andlisis del sobrenadante donde se
incubaron las membranas tampoco mostré la presencia de CaM (datos no mostrados).
La tinciéon de las bandas incrementa conforme se aumenté la concentraciéon de CaM en
el tratamiento, saturandose la union de CaM a estas proteinas a una concentracion de

50 pg/ml, ya que CaM a esta concentracion fue detectada en el sobrenadante (Fig. 4,
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Figura. 3. Localizacion de CRT por Western blotting, en el medio de
capacitacion de los espermatozoides permeabilizados con SLO. Los
espermatozoides lavados con NaCl fueron incubados en el medio de
Tyrode por 30 min y permeabilizados con 400 UH de SLO por 15 min.
Los espermatozoides fueron retirados y el medio de capacitacion filtrado
en millipore (0.25 um). El analisis por Wb muestra la presencia de CRT
en el medio capacitacion proveniente de los sptz-SLO (lineas B-D).
Mientras que CRT no fue detectada en el medio de espermatozoides no
permeabilizados (lineas D-G). A) Marcadores de peso molecular (tefiidos
con negro amido). B y E) medio de capacitacion de los espermatozoides
de la rata. C y F) medio de capacitacion de los espermatozoides del
jerbo. D y G) medio de capacitacion de los espermatozoides del hamster.
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linea G). Por otro lado la interaccion de CaM con las proteinas de membrana fue
independiente de Ca®* (datos no mostrados). Los resultados aiiteriores sugieren qde
CaM interacciona con diferentes proteinas de las membranas espermaticas, esto de
manera independiente de Ca®* y su interaccién no fue inhibida por la presencia del
cation.

Deteccién de proteinas que se asocian a CaM y CRT en membranas espermaticas
aisladas

Con el fin de determinar si efectivamente CaM se asocia a diferentes proteinas
de las membranas espermaticas, se realizé un analisis de unién de CaM-biotinilada a
proteinas fijadas a membranas de nitrocelulosa. El overlay mostré que CaM se asocia a
cuatro proteinas de 105, 63, 35 y 25 kDa (datos no mostrados), lo que confirmé los
resultados de la incubacién de las membranas con CaM. Por otro lado, cuando se
realiz6 el mismo ensayo usando CRT-biotinilada, se encontré que la CRT se asocia a
proteinas de movilidad relativa similar a las que se asocia CaM (datos no mostrados).
Por lo anterior nos dimos a la tarea de tratar de identificar alguna(s) de las proteinas
con capacidad de asociarse tanto a CaM como a CRT.

Inmunodeteccién e inmunolocalizacién de proteinas que se asocian tanto a CaM
como a CRT

Los resultados anteriores son de interés para estudiar que tipo de proteinas
son capaces de asociarse tanto a CaM como a CRT, asi como su posible funcién en
eventos espermaticos como son la capacitacion y la RA. Por tal razén nos dimos a la
tarea de investigar cuales eran las probables proteinas que podiian interaccionar tanto
con CaM como CRT. En la literatura encontramos que el receptor para el 1, 4, 5, -
inositol trifosfato (IP;R) tipo | es una proteina que se asocia a CaM de manera -
independiente de Ca?* en microsomas, y que la interaccién inhibe a los IPsR y por tanto
previene la liberacion de Ca?* de los microsomas (Patel y col., 1997; Thrower y col.,
2001). También es conocido que la actividad del IP3R puede ser regulada por CRT
(Camacho y Lachleiter, 1995; Xu y col., 1994). Por otro lado, se ha mostrado que CRT _
co-localiza con IP3R en el espermatozoide del ser humano (Naaby-Hansen y col.,
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Figura 4. Efecto de la union de CaM a las
membranas espermaticas (ME). Para determinar la
interaccion de CaM con las ME, éstas fueron incubadas
con diferentes concentraciones de CaM (0-40 pg/ml).
Enseguida de la incubacién, las ME fuero aisladas y
CaM detectada por Wb. A) CaM pura aislada de
testiculo de bovino, B) membranas no tratadas con
CaM exégena, C) 5 ug/ml CaM. D) 10 ug/ml de CaM, E)
20 pg/ml de CaM, F) 40 pug/ml de CaM y G) CaM
detectada en el sobrenadante de las membranas
tratadas con 50 pg/ml de CaM.
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2001). Otra proteina que se asocia a CaM es sinapsina-l (SNP-I), una fosfoproteina que
actia como mediador de la interaccion del citoesqueleto con las vesiculas sinapticas
(Goold y col., 1995; Nicol y col., 1997), aunque no es conocido si ella interacciona con
CRT. Por lo anterior nos dimos a la tarea de buscar estas proteinas en los
espermatozoides del cobayo. Por IFI, tanto IP3R como SNP-I fueron localizadas en la
regién acrosomal de los espermatozoides del cobayo (Fig. 5A.3 y 4, respectivamente),
localizaciéon que fue similar a la encontrada para CRT (Fig. 5A.1) y CaM (Fig. 5A.2). De
las proteinas ensayadas, s6lo CaM fue detectada en el segmento ecuatorial (Fig. 5A.2)
y en el flagelo (datos no mostrados). La presencia de estas proteinas las corroboramos
por Wb en extractos de membranas plasmaticas enriquecidas, encontrando que el
anticuerpo anti-IP3R reconocié dos bandas proteicas (Fig. 5B, carril 2), una de
aproximadamente 260 kDa que corresponde con el peso molecular reportado para el
IP;R en espermatozoides de mamiferos (Walensky y Snyder, 1995; Kuroda y col.,
1999), y otra de 150 kDa que podria ser un producto de degradacion del IPsR. Por otro
lado, el anticuerpo anti-sinapsina-l reconocié a una banda de aproximadamente 105
kDa (Fig. 5B, carriles 3), correspondiente con el peso molecular de sinapsina-l ,
asociada a una molécula de CaM (Goold y col., 1995).

Localizacion subcelular de CRT, CaM, IP;R y SNP-I.

Con el fin de determinar a que tipo de membrana se encuentran asociadas las
proteinas CRT, CaM, IP;R y SNP-I, espermatozoides carentes de membrana
plasmatica fueron obtenidos por el método de Stojanoff y col. (1988) y por IFI las
proteinas fueron inmunolocalizadas. Las cuatro proteinas (CRT, CaM, IP3R y SNP-I)
fueron localizadas asociadas a la membrana acrosomal externa ae los espermatozoides
(Fig. 6A.1-4, correspondientemente). Bajo este tratamiento, CaM también fue localizada
en la region postacrosomal (Fig. 6A.2) y en el flagelo (datos no mostrados).

Para corroborar la localizacién de estas proteinas, se procedio6 a aislar tanto a la
MP como a la MAE (Stojanoff y col. 1988) y por Wb se detect6 a las proteinas de
nuestro interés. En el caso de CRT e IP;R, ambas se encontraron asociadas a la MAE y
no fueron detectadas en la MP (Fig. 6B y D, respectivamente). Una gran cantidad de
CRT fue detectada, con un peso molecular de entre 50-60 kDa (Fig. 6B). Mientras que
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Figura 5 . Deteccion de CRT, CaM, IP;R y SNP-l en los espermatozoides del
cobayo. (A) Las proteinas CRT (1), CaM (2), IP3R (3) y SNP-I (4) fueron localizadas
por IFl en la region acrosomal de los espermatozoides del cobayo. 1, 2, 3 y 4
corresponden a los patrones de IFl, mientras que 1’, 2’, 3’ y 4’ son los respectivos
contrastes de fase. (B) Por Wb también es mostrada la presencia de CRT (1), IP3;R
(2) y SNP-I (3) en extractos de membranas espermaticas.
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IP;R de nuevo fue detectadé como dos bandas una de 260 y otra de 150 kDa (Fig.
6D). Por otro lado, CaM y SNP-I fueron detectadas en ambas membranas (Fig. 6C y
E). En la MP CaM se localiz6é formando dos complejos, uno de 125 y otro de 105 kDa,
mientras que en la MAE, CaM se encontré asociada principalmente a una proteina de

105 kDa (Fig. 6C). SNP-I fue detectada en ambas membranas con una masa molecular
de 105 kDa (Fig. 6E).

Interaccion de CaM y CRT con las proteinas IP;R y SNP-I

Para indagar si IP3R y/o SNP-I se encuentran asociadas a CaM y/o CRT en las
membranas de los espermatozoides del cobayo, se emplearon dos técnicas: a) una
inmunoprecipitacion usando un anticuerpo anti-CaM y b) se aislaron a las proteinas
que se asocian a CRT mediante una columna de afinidad de sefarosa-CRT. El nUmero
de espermatozoides empleado para la obtencién de las proteinas fue de 100 x10°
células, las cuales fueron tratadas con Brij-36T al 1.2% (concentracion final). Las
proteinas obtenidas de la inmunoprecipitacion y de la columna sefarosa-CRT, fueron
separadas en SDS-PAGE y transferidas a MNC. El analisis por Wb de las proteinas
inmunoprecipitadas con el anticuerpo policlonal anti-CaM, revelé que tanto IP3R como
SNP-I coprecipitaron con CaM, lo que sugiere que ellas se encuentran asociadas a
CaM (Figura 7 lineas A y A’). Mientras que, el analisis por Wb de las proteinas eluidas
de la sefarosa-CRT, muestra que sélo IP;R es capaz de asociarse a CRT (Figura 7, B).

Para definir si la interaccion de IP;R y SNP-I con CaM cambia durante la RA,
vesiculas mixtas (MP-MAE) que se forman durante la reaccién acrosomal, fueron
aisladas de las muestras de espermatozoides a los que se les indujo la RA, mediante el
ionéforo A23187 (ver Material y Métodos). Las vesiculas aisladas fueron solubilizadas
con Brij-36T al 1.2% (concentracion final) y el extracto utilizado para la
inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-CaM. En primer lugar, por Wb, las cuatro
proteinas, CRT, CaM, IP;R y SNP-l fueron detectadas entre las proteinas de las
vesiculas mixtas, donde una alta concentracion de CRT fue observada con una Mr de
50-60 kDa (Fig. 8A, carril 1). Mientras que el anticuerpo anti-CaM, detectdé una banda
de 260 kDa (Fig. 8A, carril 2). La proteina |IP3R fue detectada con una Mr de 260 kDa
(Fig. 8A, carril 3), lo que sugiere que IP3R y CaM se encuentren asociadas. SNP-| fue
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Figura 6. Deteccion por IFI de CRT, CaM, IP3R y SNP-l, en los
espermatozoides del cobayo carentes de MP y en extractos de
membrana enriquecidos por Wb. La MP de los espermatozoides fue
retirada por el método descrito por Stojanoff y col. (1988), lo cual deja
expuesta a la MAE. (A) Por IFl las proteinas CRT, CaM, IP;R y SNP-I|
fueron encontradas asociadas a la MAE de los espermatozoides (1, 2, 3 y
4, y sus contraste de fases 1’, 2’, 3’ y 4’ respectivamente). (B-E) La
localizacién subcelular de las proteinas, realizada por Wb, muestra que
CRT (B) e IP;R (D) estan asociadas solamente a la MAE, mientras que
CaM (C) y SNP-I (E) se encuentran asociadas a ambas (membrana
plasmatica: MP y membrana acrosomal externa: MAE).
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Figura 7. Determinacion de la interaccion de IP3R y SNP-l con CRT y
CaM. Las proteinas de las membranas espermaticas soiubilizadas con Brij-
36T (1.2%, concentracion final), fueron coinmunoprecipitadas las proteinas
IP3R y SNP-I mediante un anticuerpo policlonal anti-CaM (A y A’,
respectivamente). Por otro lado, el IP3R fue aislado de las proteinas de las

membranas espermaticas solubilizadas con Brij-36T, mediante Sefarosa-
CRT (B). SNP-I no se asocio a la Sefarosa-CRT (B’).
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B IP: Ab policlonal anti-CaM
Ko Western blots:
100 — 1y 3: Ab anti-CaM
Bal: o 2: Ab anti-IP3R
5 4: Ab anti-SNP-|

Figura 8. Deteccion de CRT, CaM, IP;R y SNP-| en vesiculas mixtas de
RA. A espermatozoides capacitados por 30 min, se les indujo la RA con el
ionéforo A23187 (1.3 uM). Las vesiculas mixtas fueron aisladas (ver
Métodos) y solubilizadas con SDS (10%). Las proteinas fueron resueltas
por SDS-PAGE vy transferidas a MNC y detectadas por Wb. (A): 1) CRT, 2)
CaM, 3) IPsR y 4) SNP-I. (B) De un extracto Brij de vesiculas mixtas se
inmunoprecipitaron a las proteinas que se asocian a CaM, mediante el
anticuerpo anti-CaM. Las proteinas fueron reveladas por Wb. 1) y 3) CaM,
2) IP;R y 4) SNP-I.

41



detectada con una Mr de 105 kDa (Fig. 8A, carril 4). Por otro lado, el analisis de las
proteinas inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-CaM, mostré que tanto |IP3R como
SNP-I, coprecipitaron con CaM (Fig. 8B, lineas 2 y 4, respectivamente). Ademas ellas
se mantienen en complejo con CaM, ya que por Wb se revel6 una banda de 260 kDa
para IP;R y para CaM (Fig. 8B, lineas 1 y 2), mientras que una banda de 105 kDa fue
revelada tanto para SNP-I como para CaM (Fig. 8B, lineas 3 y4).

El analisis por Wb de las proteinas inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-
CaM, no mostré la presencia de CRT (datos no mostrados), lo que sugiere que CRT no
se encuentra asociada a CaM ni a SNP-I, y que su asociacion con IP3R es débil.

IP3R y CRT se encuentran en contacto molecular.

Para definir si la CRT e IP3R se encuentran en contacto molecular en la MAE,
las membranas espermaticas aisladas fueron tratadas con un entrecruzador de longitud
cero como es el EDAC, el cual estabiliza la interaccion de proteinas espacialmente
muy cercanas (Taniuchi y col., 1986; Gilles y col., 1990; Chaw-Long y col., 1997). Las
membranas espermaticas una vez tratadas con el EDAC (membranas-EDAC) fueron
solubilizadas con SDS y analizadas por Wb, usando los anticuerpos anti-IP3R, anti-CRT
y anti-CaM, El analisis de las membranas-EDAC mostré la presencia de una banda
mayoritaria de Mr superior a 250 kDa, la cual fue reconocida por los anticuerpos anti-
IPsR, anti-CRT y anti-CaM (Fig. 9A, carriles 1-3, respectivamente). Para determinar si
estas proteinas se encuentran asociadas entre si, membranas-EDAC fueron
solubilizadas con Brij-36T y las proteinas que asocian a CaM y CRT fueron
inmunoprecipitadas. El analisis por Wb de las proteinas inmunoprecipitadas con el
anticuerpo anti-CRT muestra una banda de Mr superior a 250 kDa que es reconocida
por los anticuerpos anti-CRT y anti- IP;R (Fig. 9B, carriles 1 y 2, respectivamente).
Cuando se analizaron las proteinas inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-CaM,
ninguna banda proteica fue revelada por los anticuerpos anti-CaM y anti-IP3R (Fig. 9B,
carriles 3 y 4, respectivamente). El andlisis del patron proteico de las proteinas
inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-CaM, no mostré ninguna proteina mayor a
250 kDa, lo que sugiere que el anticuerpo no immunuprecipité a la proteina (datos no
mostrados). Una posible explicacion es que CaM e IP3;R estan intimamente asociadas,
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Membranas EDAC

Inmunoprecipitacion
1y 2) Anticuerpo anti-CRT
3 y 4) Anticuerpo anti-CaM

kDa

Wb: 1) CRT
2) IP;R
3) CaM
4) IP;R

Figura 9. Inmunodeteccion de CRT, CaM e IP;R en membranas EDAC.
Membranas espermaticas aisladas y tratadas con el entrecruzador EDAC
(ver Material y Métodos), fueron solubilizadas con SDS (10%) y las
proteinas resueltas por SDS-PAGE vy transferidas a MNC. (A) Westerns
blots realizados para los siguientes proteinas: 1) IP3R, 2) CRT y 3) CaM.
Para determinar la interaccion de CRT y CaM con el IP3;R, membranas
espermaticas tratadas con EDAC fueron solubilizadas con Brij-36T (1.2%
concentracién final), e nmunoprecipitadas las proteinas usando los
anticuerpos anti-CRT (1 y 2) y anti-CaM (3 y 4). (B) Western blot fue
realizado para las proteinas: 1) CRT, 2y 4) IP;R y 3) CaM.
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de tal manera que el entrecruzamiento realizado con EDAC asocié fuertemente a la
CaM con el IP3R, de tal manera que en estado nativo (membranas-EDAC solubilizadas

con Brij) el anticuerpo anti-CaM no reconocié a CaM.
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DISCUSION ‘

La capacitacion y la reaccidon acrosomal son procesos espermaticos
dependientes de calcio extracelular, en los cuales dos de las principales proteinas
relacionadas con la homeostasis intracelular del calcio, la calmodulina y la calreticulina,
han sido involucradas (Trejo y Muijica, 1990; Hernandez-Gonzalez y col., 1994, Mufioz-
Gotera y col., 2001). Ambas proteinas han sido encontradas en la regiébn acrosomal de
los espermatozoides de los mamiferos, aunque su funcion tanto en la capacitacion
como en la reaccion acrosomal, no ha sido del todo entendida. En el presente trabajo
reportamos la presencia de CRT en la region acrosomal de los espermatozoides de la
rata, ratobn, hamster, jerbo y conejo (Fig. 1 y 2). Encontramos que la CRT mostré dos
localizaciones subcelulares en los espermatozoides del cobayo: 1) en el citoplasma de
la regién acrosomal, como lo muestran los resultados de la permeabilizacién con SLO
de los espermatozoides y 2) se encontrdé asociada a la cara interna de la MAE, ya que
s6lo fue detectada, en los espermatozoides carentes de MP, cuando fueron
permeabilizados con acetona (Fig. 6A.1) y el Wb mostro la presencia de la CRT en la
MAE (Fig. 6B).

Por otro lado, CaM se encontr6 asociada a diferentes estructuras espermaticas y
es conocido que ella se asocia a diferentes proteinas espeﬁnéticas de manera
independiente de Ca?* (Hernandez-Gonzalez y col., 1994). Sorprendentemente, la CaM
nunca pudo ser detectada por Wb, en su peso molecular (17 kDa), siempre se encontrd
asociada a proteinas de las membranas espermaticas de manera independiente de
Ca®* (Fig. 4). Ademéas, CaM interaccioné con diferentes proteinas tanto en la MP
(formando complejos de 125 y 105 kDa) como en la MAE (el complejo proteico revelado
fue de 105 kDa) (Fig. 6C), lo que sugiere que CaM se asocia a ciertas proteinas y forma
complejos fuertes muy estables. Un hecho relacionado es que CaM no se fuga de los
espermatozoides-SLO, dado que ha sido detectada por IFI en los espermatozoides-
SLO (Hermmandez-Gonzalez y col.,-1996), lo que contrasta con otros tipos celulares, en
donde la permeabilizacion con SLO o digitoﬁina provoca principaimente la fuga de CaM
(Sarafian y col., 1987). Ademas, para separar a CaM de las membranas espermaticas
se requiere de antagonistas de CaM, como el W7 o el calmidazolium (Hernandez-
Gonzalez, 1996); asl mismo, el tratamiento de los espermatozoides (no permeabilizado

45



o permeabilizados) con estas drogas, en presencia de Ca?*, induce la RA (Hernandez-
Gonzalez y col., 1996). Una posible explicacion a esto, es el hallazgo en este trabajo de
la interaccion fuerte de CaM con IP;R y SNP-I proteinas membranales ya que ambas
coinmunoprecipitaron con CaM, ademas por SDS-PAGE no pudieron ser separadas
(Fig. 7 y 8). Hasta donde conocemos este tipo de interaccion fuerte de CaM con
proteinas especificas no ha sido comunicado previamente.

Yunes y col. (2002) comunicaron que la adicion de CaM inhibe la RA en
espermatozoides-SLO. Al respecto, datos de nuestro grupo (Hernandez, 1996)
concuerdan con las observaciones de estos autores, la CaM inhibi6 la RA en los
espermatozoides-SLO. Por el contrario, el tratamiento de los espermatozoides-SLO con
CRT promovi6 la RA. Asi nuestros datos sefialan un efecto antagénico entre la CaM y
la CRT. En ambos casos los efectos son dependientes de la concentraciéon de las
proteinas. La accion opuesta de CaM y CRT puede ser explicada por su asociacion con
una o varias proteinas reguladoras presentes en las membranas espermaticas. Al
respecto en este trabajo se encontré que: 1) tanto CaM, como CRT y el receptor del
ligando IP; (IP3;R) estan presentes en la MAE, 2) es interesante que CaM y CRT se
encuentran asociadas al IP3R, como lo muestra la coprecipitacion con CaM y su
purificacion mediante CRT-sefarosa, y 3) los resultados del entrecruzamiento e
inmunoprecipitacion sugieren una interaccion molecular entre CRT e IP3R.

Es conocido que el IP3R, el cual funciona como un canal que libera Ca** de los
almacenes intracelulares, es inhibido directamente por CaM (10-20 uM), y que la
inhibicién es revertida por la alta concentracién de Ca®* intracelular y del IP; (Patel y
col,, 1997; Thrower y col, 2001). Varias evidencias sugieren que la CRT esta
relacionada con la regulacion del IP3R: 1) CRT fue copurificada con el IP;R, a partir de
hepatocitos de rata (Enydi y col., 1993), 2) en espermatozoides del ser humano la CRT
colocaliza con el IP3R en el segmento ecuatorial (Naaby-Hansen y col., 2001) y 3) en
ovocitos del Xenopus, IPs en conjunto con CRT inducen la liberacién de Ca** del
reticulo endoplasmico (Camacho y Lechleiter, 1995). Por lo anterior, nosotros
proponemos que los efectos antagénicos de CaM y CRT en la RA, pueden ser
explicados por su interaccion con el IP3R presente en la MAE. El hecho de que CaM se
asocia también a otras proteinas de las membranas espermaticas (Olson y col., 1985;
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Aitken y col., 1988; Hernandez-Gonzalez y col., 1994), plantea la posibilidad de que el
IP;R no sea la Unica proteina relacionada con el efecto inhibitorio de CaM, y que
posiblemente CaM actie en diferentes etapas de la capacitacion y la RA.
Consideramos que CaM ejerce su efecto inhibitorio sobre la RA manteniendo inactivo al
IP3R durante la capacitacion, proceso en el cual la concentracion de Ca?* citoplasmico
es relativamente baja, aunque la concentracion del cation aumenta gradualmente
durante la capacitacion (Coronel y Lardy, 1987), no alcanza el umbral requerido para la
RA ya que el catién es almacenado en el acrosoma y/o extruido por la Ca®*-Mg?*-
ATPasa presente en la MP (Walensky y Snyder, 1995; Dragivela y col., 1999; Dorval y
co., 2002). Una vez que la capacitacion se ha dado, los inductores de la RA como la
ZP;3 y la progesterona promueven un influjo transitorio de Ca?*, con la consecuente
produccién de IP;. Este en conjunto con el influjo transitorio de Ca?* revierten la
inhibicién del IP3R por CaM, permitiendo la liberacion del Ca** del acrosoma al
citoplasma, requisito para la activacién de los canales de Ca®* conocidos como SOCS
(por sus siglas en inglés, store-operated Ca®* channels) presentes en la MP, los cuales
estan relacionados con la conduccién de la RA (Darszon y col., 1999; Florman y col.,
1994; O'Toole y col., 2000). Es importante sefalar, que a pesar de que durante la RA
los receptores a IP3R se activan (Walensky y Snyder, 1995), nosotros encontramos que
CaM se mantiene asociada al IP;R, como lo muestra el ensayo de inmunoprecipitacion
realizado en vesiculas de RA aisladas (Fig. 9). Patel y col. (1997) sugirieron que CaM
presenta un efecto de feedback sobre el IP;R, que depende de las concentraciones de
Ca®" intracelular, afectando la afinidad del IP;sR por IP3. Posiblemente, el incremento de
Ca** que ocurre al inicio de la RA produce un cambio conformacional de la CaM, que
como consecuencia permita la unién del ligando IP3 a su receptor, IP;R (ver esquema
4).

En los depésitos intracelulares de Ca** como el RE y el reticulo sarcoplasmico,
el cation es inmovilizado y/o almacenado por proteinas como CRT, calmegina y
calnexina. Hay evidencias de que al menos existe un almacén de Ca®* en los
espermatozoides de los mamiferos, localizado en el acrosoma (ver Kirkman-Brown y
col., 2002). El pH acrosomal es &acido (Working y Meizel, 1983), por lo que el Ca®
debera mantenerse secuestrado por proteinas, para no cristalizarse (Watson y col.,
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1995) y ser facilmente movilizado. De las proteinas almacenadoras sefialadas, la CRT
es la Unica presente en la regiéon acrosomal de los espermatozoides de los mamiferos
(Nakamura y col., 1992; Nakamura y col.,, 1993; Hernandez-Gonzalez y col., 1996;
Mufioz-Gotera y col., 2001; Naaby-Hansen y col., 2001), ya que ni calmegina ni
calnexina han sido encontradas (lkawa y col., 1997). En este trabajo mostramos por
primera vez que CRT se encuentra asociada a la cara interna de la MAE de los
espermatozoides del cobayo. Naaby-Hansen y col. (2001) sugirieron que esta es la
proteina que almacena el Ca®* en el acrosoma. Nuestros resultados apoyan |la
propuesta de estos autores. Ademas, nuestros resultados son los primeros en mostrar
que existe una interaccion molecular de CRT con el IP3R presente en la MAE (Fig. 7, 8
y 9). Creemos que la interaccién CRT-IP3R representa una condicién importante para la
RA, ya que facilitaria el almacenamiento y la liberacion del Ca®* del acrosoma.
Proponemos que la CRT almacenaria e inmovilizaria al Ca®* captado durante la
capacitacion y que durante la RA ocurriria la liberacién del Ca*, debido a la apertura
del IPsR, inducida por el aumento capacitativo de Ca** y el ligando IPs. Nosotros
sugerimos que el IP;R sufre un cambio conformacional al abrirse, y que este cambio
afecta directamente a la CRT, induciéndola a liberar el Ca®* secuestrado.

La CRT, también la encontramos en el citoplasma de los espermatozoides de
varias especies de mamiferos (fig. 2). Su funcién en esta regién espermatica, aln esta
por aclararse. Una posible funciéon de la CRT citoplasmica es que ella participe como
chaperona, regulando la funcién de otras proteinas, como en el caso de la proteina
cinasa C (PKC), cuya presencia en la region acrosomal de los espermatozoides de los
mamiferos es conocida (ver Breitbart, 2002). Ademas, ha sido reportado que varias
isoformas de PKC, se encuentran asociadas a CRT tanto in vitro como in vivo, lo que
sugiere que ellas en conjunto podrian operar en vias comunes de sefializacion
(Rendén'-Huerta y col., 1999).

Adicionalmente en este trabajo se describe por primera vez la presencia de
sinapsina-l (SNP-I) en el espermatozoide, la cual fue localizada en la regién acrosomal
La SNP-I fue encontrada asociada a las MP y MAE (Fig. 6E). La deteccion fue realizada
mediante dos anticuerpos policlonales que reconocen sitos diferentes de la SNP-I,
ambos dieron los mismos resultados positivos por IFl y por Wb. Ademas SNP-| fue
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coprecipitada con CaM, es sabido que SNP-I es una proteina que asocia una o dos
moléculas de CaM (Goold y col., 1995; Nicol y col.,, 1997), lo que teéricamente
corresponde a un peso molecular de 105 kDa, similar al de las proteinas reveladas en
este trabajo, por los anticuerpos anti-SNP-l. El revelado positivo de SNP-I con
anticuerpos especificos y su asociacion con CaM, apoyan que se trata de SNP-I. Las
sinapsinas forman una familia de fosfoproteinas que se encuentran en células de origen
neuronal y endocrino (Romano y col., 1987; Tooze y col., 1989; Matsumoto y col.,
1999; Krueger y col.,, 1999 y Maienschein y col., 1999), asi como en osteoblastos
(Bhangu y col., 2001); son las proteinas mas abundantes asociadas a la superficie de
las vesiculas sinapticas. Una de las caracteristicas mas importantes de las sinapsinas
es que se asocian a actina-F, formando agregados de veéiculas sinapticas de reserva,
en la vecindad de la zona activa (ver Hilfiker y col., 1999). Sugerimos que de manera
similar, la SNP-| podria asociar al citoesqueleto de actina-F a la MAE y a la MP,
citoesqueleto que recientemente fue reportado por nuestro grupo (Hernandez-Gonzaélez
y col.,, 2000). Lo anterior indica, que SNP-l aparentemente es importante en el
mantenimiento de la estructura de la regiébn acrosomal. Se ha sugerido que la MAE se
encuentra anclada a la MP, a través de los complejos formados por las proteinas de la
familia SNARES (Kierzenbaum, 2000). Sin embargo la presencia de SNP-I en las
membranas espermaticas sugiere lo contrario (no ancladas), ya que las sinapsinas en
conjunto con mallas de actina-F, mantienen a las vesiculas sinapticas separadas de la
membrana presinaptica (Landis y co., 1988; Hirokawa y col., 1989; Gotow y col., 1991;
Takei y col., 1995). Asi, SNP-I en los espermatozoides y su interaccion con las mallas
de actina evitarian una fusién prematura de las MAE y MP. Ademas, la funcién de la
SNP-I pudiera estar regulada por CaM, por la fosforilaciéon de la proteina por CaM-
cinasa Il y PKA, ya que ellas regulan la interaccién de SNP-I con actina-F (Goold y col.,
1995, Hilfiker y col., 1999) . Finalmente, futuros estudios son necesarios para dilucidar
la funcién de SNP-I durante la capacitacion y la RA.
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Esquema 4. Mecanismo por el cual CaM y CRT se sugiere que estén regulando el proceso de la
exocitosis acrosomal. (1) La unién de la glicoproteina ZP, a su receptor espermatico da como resultado
(2) la despolarizacién de la membrana plasmatica y un influjo subsecuente de Ca?* através de un canal
de calcio dependiente de voltaje (CCVD) y (3) la activacién de la fosfolipasa C (PLC) que conduce a la (4)
generacién de inositoltrifosfato (IP,). El primer incremento lento y sostenido de Ca 2* conjuntamente con
con el segundo mensajero revierten la inhibicién del IP;R por CaM, permitiendo (5) la liberacién del Ca?*
del acrosoma al citoplasma. Sugerimos que el Ca?* almacenado en el acrosoma esté asociado a CRT y
que durante la RA, IP, y Ca?* alteran la conformacién del IP,R, cambio que afecta directamente a CRT,
induciéndola a liberar el Ca2* secuestrado. (6) El vaciamiento de este almacén provoca (7) la apertura de
los canales operados por almacenes de Ca?* (SOCs) presentes en la membrana plasmatica.
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CONCLUSIONES

1. CRT al igual que CaM se encuentran en la regiobn acrosomal de los
espermatozoides de varias especies de mamiferos.

2. CRT se encuentra presente en tanto en el citoplasma espermatico como
asociada a la MAE.

3. CaM interacciona con las membranas espermaticas de manera independiente de
Ca?" a diferencia como lo hace CRT (de manera dependiente de Ca?").

4. IP;R forma un complejo con CaM y CRT en la MAE. Mienfras que SNP-I se
asocia solamente a CaM , tanto en la MP como en la MAE.

5. La presencia de CRT y CaM dos proteinas que asocian
Ca®" y muestran funciones antagénicas durante la RA, son necesarias para
regular finamente el proceso de la RA.
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