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Resumen

La Reaccion Acrosomal (RA) es un requisito indispensable para que el
espermatozoide fecunde al 6vulo. En el erizo de mar, éste proceso lo induce un
polimero de fucosa sulfatada (Factor) presente en la capa de gelatina del ovule ¥
consiste en la exocitosis del acrosoma y la formacion del tibulo acrosomal. Durante
éste proceso hay una entrada de Na” y Ca?" y una salida de K* y H* lo cual genera
cambios en el pH intracelular (pHj), en el potencial de membrana (Em) y en la
concentracion de Ca®® intracelular ([Ca®*)); asi como un aumento en las
concentraciones de AMPc, GMPc e IP; (Clapper, ef al., 1985; Darszon, et al., 1999).
Durante la RA se activan canales-de Ca?*,Cl' y K" cuya participacidn es esencial ya
que su bloqueo inhibe dicha reaccién. En el espermatozoide de Lyfechinus pictus
concentraciones micromolares de zinc, inducen la RA (Clapper, et al., 1985) en
ausencia del Factor, produciendo los mismos cambios de permeabilidad, [Ca®*]; y pH;
(Darszon, er af.. resultados no publicados). Aunque en el espermatozoide de
Strongylocenirotus purpuratus el zinc produce los mismos cambios, éstos no son
suficientes para disparar dicha RA. Es probable que el zinc esté involucrado en la
regulacion del pH en el espermatozoide de erizo de mar, ya que el EDTA disminuye
el pHi vy es el zinc el ion que contrarresta esta acidificacion (Clapper, er al., 1985)..
Farach. er al. (1987) reportaron la existencia de una metaloproteasa soluble en el
espermatozoide de erizo de mar Sirongylocentrotus purpuratus, que probablemente
participa en la RA. Utilizando un substrato fluorescente para metaloproteasas
(Succinil-Ala-Ala-Phe-AMC), observaron que esta proteasa se inhibia.con EDTA y
1,10-fenantrolina (O-Phe) y que la actividad se restablecia con zinc. También
observaron que tanto el substrato como e! EDTA y la O-Phe inhibian la RA inducida
por gelatina o por el ionéforo A23187 independientemente de la entrada de Ca®™".

En este trabajo se identificaron diferentes actividades proteoliticas en espermatozoides
de erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus pictus. Aunque se
detectaron actividades de aspartjl-, cisteinil- y serin-proteasas (~20-34%), la actividad

méas importante (~90%) comesponde a metaloproteasas. El fraccionamiento de las



diferentes partes del espermatozoide en gradientes de sacarosa y la utilizacion de
zimogramas, nos mostrd que las actividades de metaloproteasas se encuentran
localizadas principalmente en la cabeza de los espermatozoides de ambas especies
(Strongylocentrotus  purpuratus  y Lytechinus  pictus). En las cabezas de
espermatozoides de Stronmgylocentrotus purpuratus, se detectaron 3 dobletes de
. actividad de metaloproteasas (116, 110; 80, 87 y 57, 54 kDa) de las cuales solo una
(57 kDa) aparentemente asociada a vesiculas hibridas (VH) parece tener sitio de unién
a %Zn. En el solubilizado de cabezas de espermatozoides de Lytechinus pictus se
detectaron 3 metaloproteasas (116, 110 y 84 kDa) asociadas tanto al citosol
(posiblemente a acrosomas) como a la MP. En este caso, aparentemente las
metaloproteasas de 116 y 84 kDa podrian tener sitio de unién a %*Zn. No podemos
afirmar con certeza que las metaloproteasas mencionadas tienen sitio de unién a zinc,
debido a que en los zimogramas las proteinas s¢ separaron en condiciones no
reductoras, en tanto que para la determinacién de sitios de unidn a **Zn las proteinas
se separaron en condiciones reductoras. Desconocemos si la Mr de dichas
metaloproteasas cambia con su estado de reduccion. Seguimos sin saber cual de las
metaloproteasas dependientes de zinc es la que participa en la RA, por lo que es
necesario profundizar en su estudio y caracterizacion lo cual nos dard informacién
acerca del sitio de accién de la metaloproteasa en la cascada de eventos que conducen
alaRA.



Introduccion

La fecundacion.

Para la mayoria de los animales, la vida de un nuevo individuo inicia con la
fecundacion, que involucra la fusidn de dos células germinales: el espermatozoide y el
6vulo (Darszon, ef al., 1982; 1996; 1999). La fecundacion es quiza el evento bioldgico
mas importante, ya que permite la gcncracién.dc un auevo individuo, aumenta las
posibilidades de subsistencia de la especie en el tiempo, y-brinda la oportunidad de
recombinacién penética (Alberts, ef al., 1990). La fecundacion puede ser interna, en la
cual los espermatozoides se eyaculan dentro del tracto genital femenino como es el case
de mamifero, o externa en donde los gametos se liberan al medio ambiente, como en el
erizo de mar (Liévano, ef al., 1994). Pafa que se lleve a cabo la fecundacion son
necesarios al menos tres eventos de fusidn de membranas: la reaccion acrosomal (RA}
en donde se fusiona la membrana plasmatica del espermatozoide con la membrana del
granulo acrosomal, la fusién del tabulo acrosomal con la membrana plasmética del
Gvulo homdlogo, v la exocitosis del contenide de los granulos corticales del dvulo
{Vacquier,1986; Roe, er al., 988).

1.1 El erizo de mar.

El erizo de mar es uno de los modelos mas utilizados para el estudio de la fecundacion
por las ventajas experimentales que presenta: a) es un organismo de fecundacidn
externa lo cual facilita su manipulacidon (Barnes, 1989), b) tiene. sexos separados que
permite realizar experimentos de RA in vitro y c¢) produce una gran- cantidad de
gametos (el macho produce ~10"? espermatozoides/ml y la hembra 10° vulos) lo que
nos permite obtener suficiente material biologico. Por otro lado es relativamente ficil

mantenerlos en el laboratorio por un periodo prolongado {Ward y Kopf, 1993).



1.2 Ef ovulo.

El évulo de erizo de mar es una célula esférica de 80 pm de diametro rodeada de una
membrana plasmatica y de dos capas externas: la capa vitelina (CV) y la capa de
gelatina (CG) (fig. 1}. Las dos capas son de naturaleza glicoprotéica (SeGall, ef ai.,
1981). La capa vitelina sirve como proteccion durante el desarrollo embrionario. Se
encuentra unida a la superficie externa de la membrana plasmatica y entre sus funciones
se encuentra la de contener los receptores glicoprotéicos a los que se unen los
espermatozoides homdlogos. La capa de gelatina (CG), la cual mide aproximadamente
40 pm de grosor, es importante en la interaccidon ovulo-espermatozoide, ya que ¢s la
primera capa con la que el espermatozoide entra en contacto (Ward, et a/., 1983). La CG
esta compuesta de un polimero de fucesa sulfatada (Factor) y por una sialoglicoproteina.
El Factor es el responsable de los cambios morfolégicos y .ﬁsiolégicos que ocurren en el

espermatozoide (SeGall, et al., 1979).

Figura 1. Esquema de un 6vulo de erizo de mar. mostrando algunos de sus
componentes: nucleo (N), capa de gelatina (CG), capa vitelina (CV),
espacio perivitelino (EP), membrana plasmética (MP). granulos corticales
(GC). (Adaptada de Castellano, 1993).



Después de la capa vitelina, encontramos |la membrana 'plasmétiCa‘(MP) la cual se
fusiona con la membrana plasmatica del espermatozoide. Por debajo de la membrana
plasmatica del 6vulo, estin los granulos corticales (GC) que se derivan del Aparato de
Golgi, éstos granulos contienen una mezcla de ‘enzimas, proteinas estructurales y
mucopolisacdridos sulfatados. El 6vulo tiene dos mecanismos para evitar la polispermia,
en donde se garantiza que solo un espermatozoide fecunde al ovulo, 'de lo contrario
existiria un exceso de cromosomas lo que representaria un desbalance genético y la
subsecuente muerte del embridn (Alberts, et al., 1990). El primer mecanismo ccurre a
nivel de la membrana plasmatica, ya que cuando el espermatozoide entra en contacto
con ¢l évulo produce una depolarizacién que lleva a la célula de un potencial de reposo
de <70 mV a 20 mV, manteniéndose durante un minuto: a esto se le conoce como
potencial de fecundacién. El otro mecanisme ocurre a nivel de los granulos corticales, o
sea, la reaccién cortical que consiste en la fusidn de los grénulos corticales con la
membrana plasmatica del 6vulo creando una abertura donde el material del granulo
cortical pasa al espacio perivitelino (Kay, et al., 1985). Estos mecanismos modifican la

envoltura externa del dvulo impidiendo ¢l paso de otros espermatozoides.

1.3 El espermatozoide.

El espermatozoide de erizo de mar es una ¢élula muy pequefia (~ 15 pm) compuesto por
tres regiones: la cabeza, la porcién media y el flagelo, ademas de un granulo acrosomal
que es derivado del Aparato de Golgi (Longo, y Andetson, 1969) (fig. 2). En la cabeza
estd el nicleo, que ocupa la mayor parte de la cabeza por lo que el espacio
citoplasmatico es muy reducido. El acrosoma se encuentra en el extremo anterior de la
cabeza y presenta un alto contenido de enzimas liticas. La naturaleza de los
componentes acrosomales son una arilsulfatasa (Hoshi y Moriya, 1980), proteasas
semejantes a tripsina y quimiotripsina. Asi como una proteina adhesiva, la cual es
responsable de la unidn del espermatozoide con el Ovulo durante la fecundacion
(Vacquier, y Moy, 1977). '



En ta porcién media se localiza una mitocondria y dos centriolos, ¢! centriolo distal
interviene- durante la iniciacién de la divisién celular en el dvulo fecundado (Ruiz,
1988), e! otro centriolo da origen al flagelo. El flagelo es el responsable de la movilidad
del espermatozoide y esta formado por nueve pares externos de microtibulos que rodean
dos microtibulos centrales, todo esto constituye al axonema (Alberts, ef ai. 1950).

Los espermatozoides son células altamente especializadas, pero son incapaces de
sintetizar proteinas ya que han perdido sus ribosomas, y dado que el nicleo esta
totalmente condensado tampoco existe sintesis de RNA. En el caso del erizo de mar los
espermatozoides son metabdlicamente inactivos en el semen, al ser eyaculados al agua
de mar se activa rapidamente su respiracion y su movilidad. La gelatina del évulo libera
péptidos quimioatractantes (resact en Arbacia punctulata) al agua de mar, generando por
difusion un gradiente de concentracion que guia a los espermatozoides (Ward, et al.,
1993; Liévano. ef al., 1994).

< Tubulo

4 um

Mitocondria

Flagelo

A B

Figura 2. Esquema del espermatozoide de erizo de mar.
A) Espermatozoide sin reaccionar.
B} Espermatozoide reaccionado. {(Modificada de Liévano, 1994).



La Reaccion Acrosomal en el espermatozoide de erizo de mar.

La reaccion acrosomal (RA} es un requisito indispensable para que ef espermatozoide
fecunde al Ovulo, ésta involucra cambios fisiologicos y morfoldgicos en el
espenmatozoide. De manera natural la RA se dispara cuando el Factor, (polimero de
fucosa sulfatada), que se encuentra en la capa mas externa del ovulo (fig. 1}, se une a un
receptor de la superficie del espermatozoide. La célula responde con un aumento en la
permeabilidad de la membrana plasmatica, que involucra una entrada de Na® y Ca™ yla
salida de K* y H". Al mismo tiempo se produce una elevacién en el pH; y {Ca®'], asi
como una hiperpolarizacion seguida de una depolarizacién de la membrana plasmatica
(Darszon, et al., 1996; 1999). Ademds hay un aumento en las concentraciones de
nucledtidos ciclicos como GMPc y AMPc, y se estimula el recambio de inositol 1,4,5
trisfosfato (IP3), ¥ la actividad de una fosfolipasa D (Vacquier, 1986 ; Ward, ef al,,
1993; Foltz, ef af., 1993). Durante la RA participan dos tipos de canales de Ca™, el
primero se abre cuando el receptor a la gelatina de! évulo esta ecupado, y se bloquea por
verapamil, dihidropiridinas y trifluoroperazina y se inactiva. El segundo canal no se
bloquea por estos compuesios ¥y s dependiente de pH; lo que mantiene elevada la
concentracion de Ca®* intracelular (fig. 3). Por otro lado antagonistas de canales de K*
como ¢l tetraetilamonio (TEA™), inhiben la RA indicando su participacién obligada en
este proceso {(Darszon, et al., 1999), también canales de CI' sensibles a DIDS (Acido
4,4"-diisotiociano-2,2 "disulfonico) pueden estar participando en el mantenimiento del
potencial de reposo de la membrana (Contreras, et al., 1996). Dentro de los cambios
morfoldgicos encontramos la fusion de la membrana plasmatica del espermatozoide con
la membrana del granulo acrosomal liberando su contenido. Posteriormente ocurre la
polimerizacidn de actina monomérica que se encuentra en el espacio periacrosomal. De
esta manera se forma una nueva estructura llamada tibulo acrosomal que con ayuda de
las enzimas liticas, penetra las capas externas del Gvulo permitiendo la fusidn del
espermatozoide con el ovulo (Yanagamichi, 1988). El papel de estas enzimas es
degradar las cubiertas extracelulares del o6vuio (Sardet, er al., 1970). En el
espermatozoide de erizo de mar, la RA también se puede inducir de manera artificial
incubando las células a pH 9.0 & en presencia del iondforo de Ca® A23187, tanto en

Strongylocentrotus purpuratus como en Lyfechinus pictus (Garcia-Soto y Darszon,



1985). En los espermatozoides de Lytechinus pictus 1la RA ademds se puede disparar con
concentraciones  submicromolares de zinc o induciendo uma hiperpolarizacion
dependiente de K, seguida de una depolarizacion (Clapper, ef al., 1985; Gonzilez-
Martinez, y Darszon, 1987; Gonzilez-Martinez, ef al., 1992). En espermatozoides de
mamiferos la RA deurre cn la superficie de la zona pelacida del dvulo homélogo (Ward,

etal, 1985).

Ca?t

Ni?r . 7

FACTOR

Figura 3. Modelo esquematico de la RA en el espermatozoide de erizo de mar. (1} El Factor
del évulo se une a su receptor en la superficie del espermatozoide, esto provoca que se abra
un canal de Ca®* (2) que se inactiva unos segundos después. Este canal'de Ca®' inicia un
aumento en la [Ca®); y ¢s blogqueado por dihidropiridinas (DHP's), verapamil (VER) ¥
triﬂuoroperazina (TEP). Al mismo tiempo, o inmediatamente después de que se abre el canal
de Ca®’, se abre un canal de K (3} que hiperpolariza al espermatozoide de Lyrechinus pictus.
Esta hlpcrpo]arlz.acmn estimula un intercambio Na'/H" que es dependlente de voltaje (4)
elevando el pH; Estos cambios de pH; abren un segundo canal de Ca® dependiente de pH; (5),
lo que manticne la [Ca’"]; elevada, seguida de una depolarizacién de la membrana del
espermatozoide permitiendo la RA. El factor induce una hiperpolarizacion e incrementa la
[Ca™]; y el pH; activando a la adenilato ciclasa {6) que se encuentra principalmente en flagelo
pero también esta presente en la cabeza del espermatozoide. Ei incremento de AMP; puede
regular varios canales, También canales de Cl™ (7) sensibles a DIDS pueden estar participando
en el potencial de reposo de la membrana E, (Adaptada de Darszon, et al., 1999).




El zinc

Existen alrededor de 50 tipos diferentes de enzimas que necesitan zinc para su funcion.
El zinc es parte del sitio activo de algunas metaloenzimas, puede estabilizar dominios de
proteinas, ademas de estar implicado en su plegamiento (Higaki, er al.. 1992; Berg, ef
al., 1996).

El zinc es también un cofactor esencial de una gran variedad de procesos celulares tales
como: sintesis de DNA, respuestas ;onductuales, reproduccion, formacién de huesos,
crecimiento, curacion de heridas, ete, (Barceloux, 1999). _
Se ha observado que el zinc estabiliza las membranas al reaccionar con los grupos
sulfidrilos de las proteinas de dichas membranas (Chvapil, 1973; Hidiroglou, y Knipfel,
1982; Andrews, ef al., 1994, 1995; Pattison, et al., 1998). Existe un gran ndmero de
mecanismos homeostaticos por los cuales las células pueden regular la entrada y salida
de este metal a través de la membrana plasmatica. Un ejemplo es la sintesis de
moléculas que tienen sitios de union a zinc (Palmiter, ef al., 199{)).

El zinc juega un papel fundamental en la reproduccion en diferentes especies. En
humanos es necesario para la formacidn y maduracion del espermatozoide, asi como
para la ovulacion y para la fecundacion (Barceloux, 1999).

En el caso de mamiferos, sabemos que |0 uM de zinc es capaz de inducir la RA en
espermatozoides de cerdo, (Delgado, y et al., 1985). Por otro lado Ancuma, et al.,
(1978) reportaron que el zinc (250 pM) es un inhibidor de la capacitacidon en
espermatozoides- de ratén y que en espermatozoides de humano, puede inhibir tanto la
movilidad como la capacitacion (Sansone ef al., 1991). Posiblemente para que el
espermatozoide pueda prepararse para suftir la capacitacion y posteriormente la RA, es
necesario remover ¢l metal de su superficie celular lo cual origina una desestabilizacion

de la membrana plasmatica {Andrews, ef al., 1994).



3.1 Elzincy la fecundacion.

Espermatozoides de muchas especies marinas como el erizo y la estrella de mar,
contienen concentraciones altas de metales pesados (Johnson, ef af., 1983). En 1953
Tyler descubrio que algunos aminodcidos {como glicina, cist‘cina, histidina y glutation)
y quelantes (como el EDTA y ¢l dietilditiocarbamato)} pueden prolongar hasta 100 veces
la movilidad y la capacidad de fecundacion de los espermatozoides de erizo de mar. La
manera como funcionan estos compuestos es quelando los metales pesados toxicos que
se encuentran en ¢! agua de mar. Se sabe que concentraciones altas de Zn®", Cu®* o Hg™*
(10 M) inhiben la movilidad de los espermatozoides, mientras que concentraciones més
bajas (10 M) de dichos iones aumentan su movilidad, lo anterior se puede explicar
como consecuencia de prevenir la RA {Young y Nelson, 1974). Aparentemente el zinc
también contribuye a la activacion de la respiracion y de la movilidad del
espermatozoide en otros invertebrados marinos como la cacerolita de mar (Limulus

polyphemus) y la estrella de mar (Morisawa, 1994).

3.2 Participacion del zinc en la Reaccion Acrosomal del espermatozoide de erizo de mar.

Como mencionamos anteriormente el zinc induce la RA en el espermatozoide -de erizo
de mar Lytechinus pictus, en ausencia del factor. produciendo los mismos cambios de
permeabilidad, [Ca®]; y pHi que el inductor natural (Clapper, ef af., 1985; Darszon, et
al., resultados no publicados). Aunque en el caso de espermatozoides de
Strongylocentrotus purpuratus, el zinc produce los mismos cambios. estos no son
suficientes para disparar 1a RA en esta especie.

Tanto en espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus como de Lytechinus pictus
se mostro que una variedad de quelantes de metales pesados estructuralmente diferentes
como: EDTA. dipiridil, cisteina, DTT y O-Phe (0.1-1 mM), retardan el inicio de la
movilidad e inhiben la RA inducida por la gelatina. Esta inhibicion es prevenida con 0.1
uM de zinc, misma que también contrarresta la disminucion que el EDTA ejerce sobre
el pH;. También tanto ia movilidad de los espermatozoides como la RA se regulan

parcialmente por el pH; (Clapper. et af.,1985).



Las proteasas.

Las enzimas proteoliticas estdn involucradas en una gran variedad de procesos

fisiolégicos y su accidn se puede dividir en dos categorias diferentes:

a) Protedlisis limitada. En la cual la proteasa rompe solo un ndmero limitado de
enlaces peptidicos de una proteina blanco ilevando a la activacién o maduracién de
una proteina iniciaimente inactiva {(Moreau, y Choplin, 1999).

b) Protedlisis ilimitada. En la que las proteinas se degradzn en sus aminodcidos
constituyentes. Las proteinas que serdn degradadas, generalmente primero se
conjugan con muitiples moléculas del polipéptido ubiquitina. Esta modificacién las
marca para una rapida hidrélisis por el proteosoma en presencia de ATP. Otra via es
compartimentatizar las proteinasas en lisosomas, donde sufren una degradacion

rapida (Moreau, y Choplin, 1999).

En 1984 la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB)
recomendd el uso del término peptidasa para el subgrupo de proteinas que hidrolizan el
enlace peptidico (Subclase E.C.3.4.). El término proteasa es sindnimo de peptidasa. Las
proteasas comprenden dos grupos de enzimas: las endopeptidasas (proteinasas) y las
exopeptidasas, las cuales cortan el enlace peptidico en algunos puntos de la proteina y
remueven los aminoacidos secuencialmente del N-terminal & el C-terminal
respectivamente (Beynod, y Bond, 1989). El término profeinasa es una palabra
sindnime de endopeptidasa y hay cuatro clases mecanisticas de proteinasas que
reconoce la IUBMB como se detalla en la Tabla 1 y con éstas, 6 familias de proteasas
son reconocidas (Moreau, y Choplin, 1999).

Cada familia de proteasas tiene ciertas caracteristicas funcionales dadas por residuos de
amincdcidos que estin en cierta configuracion en el sitio activo. Se cree que los
miembros de cada familia provienen de un ancestro comin en donde evolucionaron de
manera divergente (Beynod, y Bond, 1989). Por lo tanto el esquema modemo de la

nomenclatura es:



Peptidasa (proteasa)
(EC34.--)

Exopeptidasas
(E.C34.11-19-)

Endopeptidasas (proteinasas)
(E.C 3.4.21-99-)

Las proteinasas se clasifican de acuerdo a

su mecanismo catalitico en cuatro clases:

*

¢

Serin proteasas

Cistein proteasas
Aspartil proteasas
Metaloproteasas

Proteasas de mecanismo desconocido

TabLa 1. FAMILIAS DE ENZIMAS PROTEOLITICAS*

Familia

Proteasa (s) representativa

Residuos caracteristicos del sitio activo+

Serin proteasas [

Serin proteasas Il

Cistein proteasas

Aspartil proteasas

Metaloproteasas |

Metaloproteasas 11

Quimiotripsina
Tripsina
Elastasa

Subtilisina

Papaina
Catepsina B y H de higado de rata

Penicilopepsina
Renina

Carboxilpeptidasa A bovina

Termolisina

Aspwz. Ser™, His™

s e s
Asp®, Ser™™, His™

153

Cys™, His'™, Asp
213

Asp”, Asp

Zn, Glu®™™, Tyr"

Zn, Glw®™, His™

* Tabla tomada de Beynon, y Bond, 1989.
+ Los nimeros de residuos corresponde a la secuencia de AA de las enzimas de la 2° columna.



4.1 Metaloproteasas

Las metaloproteasas son una de las clases més viejas de proteasas y se encuentran en
bacterias, hongos y en organismos superiores (Coleman, 1998). Difieren ampliamente
en su estructura y secuencia pero a gran mayoria de' las enzimas contienen un dtomo de
zine, el cual es cataliticamente activo. En algunos casos el zinc puede ser reemplazado
por otros metales como, el cobalto o el niquel sin perder la actividad {Huang, i998). La
termolisina bacteriana se ha caracterizado bien y su estructura cristalografica indica que
el zinc estd unido por dos histidinas y un acido glutdmico. Muchas enzimas contienen la
secuencia HEXXH, la cual provee dos ligandos de histidina para el zinc, mientras que el
tercer ligando es un 4cido glutimico (termolisina, neprilisina, alanilaminopeptidasa) &
bien una histidina (astacina). Otras familias presentan un modo diferente de unién del

atomo de zinc (Beyond, y Bond, 1989).

4.2 La participacién de una metaloproteasa en la Reaccion Acrosomal del espermatozoide

de erizo de mar.

Con base en el hecho de que el zinc dispara la RA en espermatozoides de Lytechinus
pictus (Clapper, er al., 1985), y de que metaloproteasas dependientes de metales
divalentes estan involucradas en eventos de fusion de membranas dependientes.de Ca®*
en otros sistemmas, Farach, et @f, (1987) eswdiaron la posible participacion de una
metaloproteasa en la RA. Ellos demostraron de manera indirecta, que exisie una
metaloproteasa soluble dependiente de zine y con-un pH optimo de 7.0 invotucrada en la
RA del espermatozoide de Strongylocentrotus purpuratus. Esta }Iletaloproteasa se inhibe
por O-Phe -6 EDTA, pero no por Fosforamidén (otro inhibidor de algunas
metaloproteasas). También encontraron, que el sustrato flucrogénico que utilizaron para
la metaloproteasa (succ-ala-ata-phe-AMC) bloqueaba la RA inducida por gelatina o por
el iondforo de Ca®* A23187, a pesar de que dicho péptido no bloqueaba la entrada de

Ca™ causada por cualquiera de los dos inductores. En ta RA del espermatozoide de



Lytechinus pictus no se ha reportado la participacion de una metaloproteasa dependiente
de zinc.

También es importante mencionar que en el acrosoma del espermatozoide de mamifero
estdn presentes metalo, serin y cistein-proteasas, que juegan un papel importante en la
fusion oévulo-espermatozoide, ya que hidrolizan la zona pelicida para que el
espermatozoide pueda penetrar y fecundar al évulo (Kohno, et al.. 1998 y Rev. en

Tulsiani, et al.,1998).
4.3 Efecto de los inhibidores de metaloproteasas en la Reaccion Acrosomal.

Se sabe que una variedad de agentes quelantes de metales pesados estmcturalméntc
diferentes como el EDTA, la O-Phe, el dipiridil, la cisteina y ¢l DTT a concentraciones
de 0.1 2 1 mM (Prestidge, es al., 1971; Clapper. et al., 1985; Cha, er al., 1996). retardan
el inicio de la movilidad e inhiben la RA en espermatozoides de erizo de mar
Lytechinus pictus y Strongylocentrotus purpuratus (Johnson, v Epel. 1983 Clapper, ef
al., 1985) mediante la disminucién del pH;. La O-Phe ademis inhibe la fusion de
gamelos en Strongylocentrotus purpuratus (Roe, et al., 1988) lo cual indica que también
hay una metaloproteasa involucrada en dicho evento. La inhibicidn de ta RA por EDTA
o por O-Phe es reversible con 0.1 uM de zinc libre, pero concentraciones muy clevadas
de este metal también inhiben dicha RA (Clapper, et al., 1985; Farach, er-al.. 1987;
Roe. et al.. 1988). '

El mecanismo de accion del EDTA y la O-Phe son diferentes debido a sus
diferencias estructurales (fig. 4). Dado que el EDTA se coordina con los metales
mediante sus grupos carboxilo. el sitio de accion de este quelante parece ser
extracelular o en la superficie de! espermatozoide, es decir, es impermeable a la
membrana plasmidtica (Jonhson, y Epel. 1983). Por el contrario la O-Phe es una
molécula hidrofdbica que tiene atomos de nitrégeno embebidos en sus anillos
aromaticos no cargados y puede penetrar a través de la membrana plasmatica
(Clapper. et al.. 1985; Roe, ef al., 1988; Kalto, er al.. 1998). Esta funciona como un
inhibidor reversible de metaloproteasas y/o proteasas activadas por metales,

quelando el atomo esencial {Togo, 1997; Feitosa, 1998; Moreau, y Choplin, 1999).



CH

A) O-Phe B) EDTA

Figura 4. Estructura quimica de los égentes quelantes de metales pesados (A) O-Phe v (B)
EDTA respectivamente (Merck Index, 1989).
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Antecedentes

Existen evidencias que sugieren la participacion en la RA, de una metaloproteasa
soluble que tiene como cofactor el zinc en espermatozoides de Strongylocentrotus
purpuratus (Farach, et al., 1987). Tanto en espermatozoides de Strongylocentrotus
purpuratus como de Lytechinus pictus se mostré que una gran variedad de quelantes
de metales estructuralmente diferentes (0.1-1 mM de EDTA, EGTA, dipiridil.
cisteina, ditiotréitol y O-Phe), retardan el inicio de la movilidad al diluir el semen, e
inhiben la RA inducida por gelatina. Esta inhibicién es prevenida solamente por 0.1
uM de zinc libre. Dicha concentracion de zinc libre, también contrarresta la
disminucion que el EDTA ejerce sobre el pH;, asi como el NH4Cl y la monensina
(ionéforo de Na'/H'). Aqui es importante recordar que tanto la movilidad del
espermatozoide como la RA se regulan parcialmente por el pH;. También observaron
que los espermatozoides de Lyfechinus pictus concentran ®Zn del agua de mar y que
el EDTA remueve el 50% del **Zn acumulado en 5 minutos (Clapper, ef al., 1985).
Posteriormente Farach, et al (1987) demostraron ademds que un sustrato
fluorogénico para la metaloproteasa (Succinil-alanina-alanina-fenilalanina-AMC),
bloquea la RA inducida por gelatina o por el ionéforo de Ca®* A23187, a pesar de
que dicho péptido no bloquea la entrada de Ca® causada por cualquiera de los dos
inductores.

Sabemos que concentraciones micromolares de Zn®" inician la RA en ausencia del
factor en Lyrechinus pictus, produciende los mismos cambios de permeabilidad,
[Ca¥) y pH; que el inductor natural. Estos mismos cambios se observan en
Strongylocentrotus purpuratus pero no son suficientes para inducir la RA (Clapper,

et al., 1985; Darszon, et al., Resultados no publicados).

2i



Qbjetivos
General:

Identificar las metaloproteasas en el espermatozoide de erizo de mar

Particulares :

[. Determinar la localizacion de las metaloproteasas utilizando diferentes fracciones

del espermatozoide.

II. Detectar proteinas que unen zinc en espermatozoides de erizo.

[11. Correlacionar las proteinas que unen zinc con la actividad de metaloproteasa.



Materiales y Métodos

! Reactivos

Los inhibidores de proteasas (Leupeptina, Pepstatina, PMFS Y O-Phe), los
detergentes (Tritdn x-100, Brij 35), Affi-gel, Azul de Coomassie (G-250 y R-250), la
heparina y los estindares de PM (SDS-H7) fueron de Sigma Chemical Co. El EDTA
fue de J. T. Baker S.Ade C.V. La gelaiina usada como sustrato par las proteasas fue
de la marca comercial Knox Anderson Clayton Co. La leche descremada fue de
Svelty 6 de Bio-Rad. El %Zn fue de NEN Life Science Products Inc. El resto de los

reactivos fueron del mds alto grado de pureza.

2 Obtencion de gametos

Los erizos Lytechinus pictus y Strongylocentrotus purpuratus se obtuvieron del
Instituto de Investigaciones Oceanogrificas de Ensenada Baja Califdmia y de Marinus,
INC. CA. USA. Los animales se mantuvieron a 14°C en un acuario con agua de mar
artificial (AMA: NaCl 486 mM, MgCl 26 mM, MgS0, 30 mM, CaCl; 10 mM, KCI1 10
mM, NaHCO; 2.5 mM, EDTA 0.1 mM, HEPES [0 mM, pH 8.0).

Los gametos se cbtuvieron inyectando de 0.5 a 1 m! de KCl 0.5 M en la cavidad
intracelémica del erizo. Los espermatozoides secos se colectaron con una pipeta Pasteur

y se transfirieron a un tubo Eppendorf en hielo.



3 Aislamiento de la membrana plasmdtica del espermatozoide

3.1 Separacion de cabezas y flagelos

El aislamiento de la membrana plasmatica se hizo a 4°C, como estd reportado por
Garcia-Soto, et al., (1988), y se describe a continuacion: Sé resuspendié | ml de
espermatozoides secos en 14 ml de AMA en 1a que se disminuyo el Ca® a | mM y el
pHa 7.0 (AMA 1 Ca) yse centl;ifugé a 300 xg durante 5 minutos. Este paso se repitié
tres veces para eliminar los celomocitos que son bolsitas de proteasas (Vacquier.,
comunicacion personal). Para lavar los espematozoides la suspensién de éstos se
transfirié a otro tubo y se centrifugd a 3000 xg durante 10 minutos, descartando el
sobrenadante. Los espermatozoides sé resuspendieron en 10 mt de AMA 1 Ca mis
inhibidores: Leupeptina 10 pM, Pepstatina 1 pM, Aprotinina | pg/ml, EGTA | mM,
EDTA 1 mM, DTT | mM e Inhibidor de Tripsina | mg/ml) y se pasaron 20 veces por
una aguja hipodérmica del #21 para desprender las cabezas de los espermatozoides.
Posteriormente la suspension se centrifugd a 2000 xg por 2 minutos, para recuperar los
flagelos en el sobrenadante y las cabezas en el precipitado. Se repitié el paso por la
jeringa resuspendiendo el ultimo precipitado con l2 idea de tener la menor

contaminacidn posible en las fracciones correspondientes y un mayor rendimiento.

3.2 Aislamiento de membranas de cabeza

Todo el procedimiento se realiza a 4°C. Las cabezas obtenidas en el precipitado del
punto anterior (3.1), se resuspendieron en 2 ml de AMA | Cay se transfirieron a un
tubo con | ml de Affi-Gel (50 mg/ml de AMA 1 Ca), y se incubaron durante 15 minutos
con agitacion suave. Se agregaron-lentamenle por la pared del tubo 11 ml de Heparina
(40 U/ml de AMA 1 Ca) y se sigui¢ incubando durante 15 minutos mas. Las cabezas
unidas a las microesferas de Affi-gel se bajaron centrifugindose a 500 xg durante 5

minutos y ¢l precipitado se resuspendid en 10 ml de solucién de lisis (Tris-HCI 10 mM,



MgCl; | . mM, EGTA 0.1 mM. Leupeptina 10 pM, Pepstatina 1 uM, PMFS 0.1 mM,
DNAsa [ Tipo IV 2 pg/ml, pH 8.0) para romper las cabezas.

Para separar el citosol de las membranas de la cabeza del espermatozoide unidas al Affi-
Gel. se centrifugd a 500 xg durante 5 minutos y el precipitado sé lava dos veces con |0
mt de solucién de lisis sin Leupeptina. Pepstatina, ni DNAsa. Para preparar las
membranas del affigel el precipitado sé diluyd en | ml de AMA 1 Cay se sonicd tres
veces durante 2 minutos en un sonicador de bafio (la muestra se puso a 0°C/l min en
cada intervalo), para despegar la membrana plasmatica. La separacién se hizo por
centrifugacion a 10,000 xg durante 10 min. El sobrenadante conteniendo las membranas,
se centrifugd a 200,000 xg por 30 min. Las membranas presentes en el precipitado sé
resuspendieron en 150 p! de’AMA 1 Ca® y se alicuotaron al igual que el citosol para

almacenarse (fig. 5).

3.3 Aislamiento de membranas de flagelo

Todo el procedimiento es a 4°C. Los flagelos presentes en el dltimo sobrenadante del
punto 3.1 se recuperaron por centrifugacion a 35,000 xg 40 min. El precipitado que
contenia los flagelos se resuspendid por homogenizacion en 10 mi de la solucion
hipotonica Tris-HCH 10 mM, NaCl 10 mM, KCi 10 mM, DTT 0.t mM, Leupeptina 10
uM, Pepstatina 1 pM, EDTA | mM, EGTA 1 mM, Inhibidor de tripsina [mg/m! pH 8.0,
para romperlos. Se¢ colocaron $ ml de éste homogenado sobre 10 ml de un colchdn de
sacarosa (Tris-HCL 10 mM, Sacarosa 40%, CaCl; i mM, DTT 0.1 mM, pH 8.0), enun
. tubo Corex de 15 ml, y se centrifugaron a 20,000 xg durante 75 minutos en un rotor de
columpio. Al final de la centrifugacidn, se obtuvo un gradiente con una banda en la
interfase con la solucidén de sacarosa {(membranas Mid), la parte superior de la banda
son las membranas Top (ver fig. 6). Ambas membranas se lavaron por centrifugacion a
200,000 xg 30 min. Las membranas presentes en el precipitado se resuspendieron en el
minimeo volumen de solucion hipotdnica y se guardaron en alicuotas a -70°C hasta su

uso.
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Espermtozoides — [ C 200g/5 min] T

110 AMA pH 7.0
SN& > * Lavados
LC 3000g/5 min]

[ AMA / Inhibidores ]

# Des prcndimient() de
cabezas y flagelos

PP

¥

AMA / Affigel / 15 min
Heparina / 15 min
J, < 500¢/5 min
PP
l, < 5002/ 5 min

. SN Membranas- Affigel

/2 min

SN
10,000 g/ 10 min

PP
.L 200,000 gl30rrﬂ1

MP de cabeza |

Figura 5. Marcha de preparacion de la membrana plasmatica de cabeza (Garcia-Soto y ef al., 1988).
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- Espermtozoides —9 [ C 200g/5min] T
SNl ' . >_ Lavados

(S
(e L

[ AMA / Enhibidoreq

1:10 AMA pH 7.0

Desprendimiento de
. cabezasy flagelos

SN
-
- l 35,000 xg / 5 min

Colocar sobre .
colchén de sacarosa

,l' 1< 20,000 g/ 5 min

200,000 g / 30 min

PP 200,000 g / 30 mis lpp
SN .

Membranas '
“TOP” o Membranas
“MID),

Figura 6. Marcha de preparacion de membrana plasmdtica de flagelo “Mid y “Top” (Garcia-Soto y ef
al., 1988).




Soluciones utilizadas en la preparacion de membrana plasmatica de cabezas ¥

flagelos de espermatozoides de erizo de mar.

AMA | Ca (Agua de Mar Artificial): NaCl 486 mM, CaC!; 1 mM, MgClz 26 mM,
KCl 10-mM, MgSO, 30 mM, Hepes 10 mM, NaHCO; 2.5 mM, EDTA 0.1
mM, pH 7.0.

Inhibidores de proteasas: Leupeptina 10 pM, Pepstatina 1 uM, DTT 0.1 mM,
Inhibidor de Tripsina 1 mg/ml, pH 7.0, |

Solucion Lisis: Tris 10 mM, MgCl; | mM, EGTA 0.1 mM, Leupeptina 10 puM,
Pepstatina 1 pM, PMFS 0.1 mM, DNAsa | tipe IV 2 pg/ul, pH 8.0.

Solucion hipoténica: Tris 10 mM, NaCl 16 mM, KCI 10 mM, DTT 0.1 mM, pH
8.0.

Solucidn de sacarosa: Tris 10 mM, Sacarosa 40%, CaCl; | mM, DTT 0.1 mM, pH
8.0.

4 Aislamiento de vesiculas hibridas del espermatozoide.

El aislamiento de las vesiculas hibridas (VH) se hizo a 4°C, como esti reportado por
Schulz er al (1999) y se describe a continuacion. Se resuspendié | ml de
espermatezeides secos en 14 ml de AMA | Ca y se centrifugd tres veces a 300 xg
~ durante 5 minutos para eliminar los celomocitos. Para esta preparacién podemos utilizar
ya- sea cabezas O espermatozoides completos (seccion 3.1). Para inducir la RA el
precipitado (cabezas 6 espermatozoides) se resuspendid (1:200) en AMA pH 9.0 6 en
AMA conteniendo A23187 15 pM y se incuba a t6°C durante |5 min. Posteriormente
la suspensidn se centrifugo a 3000 xg durante 5 min y después a 10, 000 xg durante 10
minutos para eliminar las cabezas o los espermatozoides reaccionados en el precipitado.
Las VH se concentraron por centrifugacion a 200, 000 xg por 45 min (ver fig. 7). se
resuspendieron en el minimo volumen de solucidon hipotdnica, y se alicuotaron y

almacenaron a -70°C hasta su uso,

.



Lavar espermatozoides 1:10
en AMA | mM Ca®* pH 7.0

Separar cabezas y flagelos,
pasar por aguja # 21 20 veces

Centrifugar a 2000 xg 10 min,
recuperar los flagelos en el SN y las
cabezas en el PP.

Induccion de la RA en las cabezas
y/o en espermatozoides completos
diluyendo 1:200 en AMA pH 9.06
con A23187 15 uM y Nigericina
S0 uM /7 16°C/ 20 min.

Vesiculas ‘{‘
Hibridas (VH)

o (=]
o SN » ° a
@ -]
o o
Las cabezas se'recuperah pot l pp
centrifugacion 10,000 xg 10
min
Las VH se recuperan por
centrifugacion a 200, 000 xg 45 min.

Figura 7. Marcha de preparacion de vesiculas hibridas (VH) de espermatozoides de erizo de mar
como esta reportado en Schulz y er al., 1999.
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3 Preparacion de un homogenado total de espermatozoides de erizo de mar.

Todo el procedimiento se realiza a 4°C. Sé resuspendié 1 ml de espermatozoides secos
en 20 ml de AMA | Cay se centrifugaron tres veces a 300 xg durante S minutos para
eliminar los celomocitos. La suspensidn de espermatozoides se centrifugd a 3,000 xg
durante !0 minutos, descartindose €l sobrenadante. Los espermatozoides lavados, se
resuspendieron en amortiguador de lisis (Hepes 25 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, MgCl;
1.5 mM, EDTA 0.2 mM, Triton X-100 1%}, ademis de los siguientes inhibidores de
proteasas: Leupeptina 10 pM, Pepstatina | pM y PMFS 0.1 mM. Esta suspension se
agitd en vortex durante 2 mir.l, se paso 20 veces por una aguja hipodérmica #21 y se
sonicd durante 5 min para romper ¢l DNA. La mezcla de espermatozoides rotos se
centrifugd a 16,000 xg 15 min para eliminar células no rotas, El solubilizado total se

obtuvo en ¢l sobrenadante, el cual se alicuotd y se guardd a -70°C hasta su uso.

6 FHomogenado de cabezas de espermatozoides manteniendo la integridad de sus
acrosomas,

Todo el procedimiento se lleva a cabo a 4°C. Para esto se parntio de cabezas de
espermatozoides aisladas como se describe en el punto 3.1. El mmpimiento'dc las
cabezas se hizo en condiciones en las cuales se mantiene la integridad de los lisosomas
(Graham, 1993) y'de los acrosomas de los espermatozoides (Beltran., resultados no
publicados). Las cabezas de dichos espermatozoides se resuspendieron en 2 ml de
glicerol 2 M, Hepes [0 mM pH 7.0. Leupeptina 10 pM, Pepstatina | pM, Inhibidor de .
Tripsina | mg/ml, EDTA 0.t mM y DNAsa [ tipo IV 2 yé/ml y se incubaron a
temperatura ambiente por 30 min. Posteriormente se homogenizaron 20 veces
_ (Homogenizador Dounce de vidrio con émbolo A-“Tight™), v se le agregd DTT LmM y
EGTA 0.1 mM. A la suspensién asi obtenida, se le agregd sacarosa para tener una

concentracion final de 10%, la cual se utilizd para, preparar el gradiente de sacarosa de
10-60% (fig. 8).
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T Obtencion del citosol de cabezas de espermatozoides.

Para la obtencidn del citosol, partimos de cabezas obtenidas como se describié en el
punto 3.1, las cuales se rompieron por homogenizacion en el medio de lisis / inhibidores
utilizado preparado en el punto 5 solo que carente del detergente Tritdn X-100. El
homogenado se centrifugo a 12,000 xg por 10 min, para eliminar el precipitado que
contiene cabezas no rotas y nucleos. El sobrenadante que contiene citosol y las
membranas se centrifugd a 200,000 xg por 45 min, para recuperar en el sobrenadante el

citosol y en el precipitado las membranas.

8 Preparacion de membranas totales de flagelo de espermatozoides.

Los flagelos presentes en el dltimo sobrenadante del punto 3.1, se recuperaron por
centrifugacién a 35,000 xg 40 min. El precipitado que contenia los flagelos (intactos), se
resuspendié  por homogenizacién en 10 ml de solucién hipoténica / Inhibidores de
proteasas {punto 3. 3), para romperlos. La suspensién de flagelos se ajustd a una
concentracion final de 10% de sacarosa en Hepes 10 mM / inhibidores de proteasas

{punto 3. 3) la cual utilizd para formar un gradiente de 10-60% de sacarosa.

9  Gradiente de sacarosa.

E! gradiente de sacarosa se preparé en tubos de 12 m! (para el rotor SW 40) en forma
manual a partir de soluciones de sacarosa al 10 y at 60% en Hepes 10 mM pH 7.0
conteniendo inhibidores de proteasas ( punto 3. 3). El gradiente se centrifugd a 100,000
xg durante 15-18 horas y al final de la centrifugacion se colectaron fracciones de 1 ml de

menor a mayor concertracion {10%-60%) y se guardaron a - 70°C hasta su uso.
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Espermtozoides —_ [ . ]
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cabezas y flagelos
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Glicerol 2 M
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Solubilizar

1< 10,000 ¢/ 15 mi
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[ Homogenado de ﬂagelos] <SN 10,0002/ 15 mi

C 200,000/ 18 hrsE
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g Citosol
A crosomas
d VH
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Figura 8. Marcha de preparacion de membranas de cabeza, manteniendo la integridad del acrosoma.

AMA (Agua de Mar Artificial); NaCl 486 mM, CaCl; 1 mM, MgCl; 26 mM, KCl 10 mM,
MgS0Oy 30 mM, Hepes 10 mM, NaHCO; 2.5 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.0.

Solucidn con glicerol: 2 ml de glicerol 2M, Hepes 10 mM pH 7.0, Leupeptina 10 pM,
Pepstatina | uM, Inhibidor de Tripsina | mg/ml, EDTA 0.1 mM y DNAsa [ tipo IV 2 ug/ml
Solucion para solubilizar; Hepes 25 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, MgCl; [.5 mM, EDTA 0.2

mM, Tritén X-100 1%, Leupeptina 10 pM, Pepstatina 1 pM y PMFS 0.1 mM.
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10 Deierminacion de proteing, por el método de Bradford.

Este método descrito por Bradford (1976), se basa en la union del colorante azul de
Coomassie G-250 a las proteinas. La unién origina un cambio en ¢l maximo de
absorcién del colorante que cambia su absorcién del rojo a 465 nm al azul con una
absorcién a 595 nm. Por su parte Compton y Jones (1983) encontraron que de las tres
formas del colorante: anidnica, catidnica y neutra, que existen en la solucidn, es la
anidnica la que forma los complejos con las proteinas, principalmente con aquellas que
poseen residuos de -arginina. Este cczmplcjo es el que produce el maximo de absorcion
del colorante 2 595 nm y es la base de ia determinacién colorimétrica por éste método.
El reactivo de Bradford se prepard con el colorante Azul de Comassie G-250 a una
concentracion final de 0.01% en solucion con etanol al 4.75% y acido fosforico al 8.5%.
Se hizo una curva.estandar con 1-10 ug de albimiia bovina (BSA) aforados a 20 il con
agué. Al igual que con las muestras problema, se les adiciond | ml de dicho reactivo y
se mezeld inmediatamente incubandose durante 5 minutos a temnperatura ambiente. Al
final de la incubacion, se ley® la absorbancia a 595 nm, contra un blanco preparado con
¢l mismo reactivo sin muestra.

En el caso de proteinas membranales, las membranas se solubilizaron incubando con- el
detergente N-hexil-B-D-glucopiranosido al 4% durante 5 minutos (Fanger, 1987) y se

continué con el procedimiento normal descrito arriba.

11 Determinacion de Actividad Proteolitica.

11.] En placas de Leche/Agarosa.
Preparacion de las placas:

Se disolvieron 4 gr de leche descremada en polvo (Svelty) en 25 ml de Tris-HCI 50 mM
pH 8.0 y se calento en bafic maria a 50° C por 30 min. Se centrifugd a 200 xg por 10
- min para eliminar 1a leche no disuelta y el sobrenadante se almacené a -20°C hasta su
uso. Por otro lado se prepard agarosa al 1% (A- 3643 tipo IV Sigma‘) en Tris-HC! 50

mM pH 8.0. Las placas se prepararon mezclando a 50°C, 12 ml de agarosa al 1% con 4 -
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ml de leche al 16% y 8 ml de Tris-HCI 50 mM pH 8.0. La mezcla se‘transﬁri() a cajas
petri para tener aproximadamente 2 mm de espesor y se dejaron solidificar.
Posteriormente se hicieron pozos de 5 ram de didmetro y se agregaron de 5-20 pl de
muestra de espermatozoides. La actividad proteolitica se observé como un halo
transparente, después ‘de incubar a 37° C durante 12 horas. Los porcentajes de actividad
se calcularon midiendo el didmetro del halo transparente formado alrededor del pozo

que contenia la muestra.
11.2 En zimogramas (Kleiner et al., 1994).

La zimografia es uria técnica electroforética para icientiﬁcar proteinas con actividad
proteolitica. Consiste en separar las proteinas en un gel de poliacrilamida (PA)
desnaturalizante en presencia del detergente dodecil sulfato de sodio (SDS), que se
copolimeriza con gelatina como sustratoc para las proteasas. En este caso la
separacion se hace en condiciones no reductoras, es decir, la mezcla digestora de las
muestras carece de P-mercaptoetanol. Una ventaja de ésta técnif:a es que la
electroforésis sebara especiﬁcamehte las enzimas, de posibles inhibidores enddgenos
(Kleiner, ef al., 1992; 1994). Al final de la comida el gel se incuba en presencia de
un detergente no idnico (generalmente Tritdn X-100), que sustitvira el SDS y
favorecera el replegado de las proteinas a su estado nativo Se sabe que algunas
metaloproteasas se sintetizan como precursores inactivos o zimdgenos y se activan
por el proceso de desnaturalizacién-renaturalizacion. Esta caracteristica permite la
deteccién tanto de la forma latente como de la forma activa de picogramos de
metaloproteasas ya que ambas migran de manera diferente (Stetler-Stevenson, ef al.,
1989; Springman, ef al., 1990). Posteriormente se incuban en el amortiguador
conveniente para la actividad de las proteasas que se estan estudiando. En este
trabajo las proteinas de diferentes fracciones del espermatozoide se separaron en
geles de PA-SDS al 7.5% o al 10% conteniendo gelatina al 0.1 % como sustrato para
las proteasas. Al final de la corrida, el gel se incubd con agitacion a temperatura
ambiente- en presencia de Triton X-100 al 2.5 % durante 60 minutos. Posteriormente
dicho gel se transfirid a Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM, CaCl; 5 mM y Brij 35 al 0.02

% en ausencia o presencia de {0 mM de los inhibidores de metaloproteasas (EDTA, O-
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Phe) y se incubé a 37°C por 18 hrs. Al final de la incubacién el gel se tifid con Azul de
Comassie R-250 al 0.5% en Metanol 30%, Ac. acético 10 % y se destiiié incubando en
la misma solucidn sin colorante para hacer evidente la actividad proteolitica como

bandas no tefidas.

. s . Ie .y . . . .
12 Deteccidn de proteinas que unen Zv'", utilizando zinc radioactivo &Zn),

La deteccidn de las proteinas que unen Zn en membranas de nitrocelulosa se efectud
seglin Mazen et al., 1988. Los solubilizados totales v/o diferentes fracciones del
espermatozoide, se separaron en un gel de PA-SDS al 7.5%. AL final de la corrida, el
gel se incubd | hr en amartiguador de transferencia (Trizma base 25 mM, glicina 160
mM, SDS 0.2% pH 8.3) conteniendo 5% de f-mercaptoetanol. Las proteinas reducidas
se transfirieron eléctricamente a una membrana de nitrocelulosa (NC) a 0.5 amp durante
20 min a temperatura ambiente (Towin er al, 1979). La membrana de NC con las
proteinas separadas se equilibrd por una hora en amortiguador A (Tris-HCI 1§ mM pH
7.5). Posteriormente dicha NC se incubd en 5 mi de amortiguador B (Tris-HCl 10 mM,
KCl 0.1 M pH 7.5) conteniendo 1uCi de ®*Zn®" por 15 min. Al final de la incubacién la
membrana se lavd dos veces con el mismo amortiguador B por 15 min. La nitrocelulosa

se expuso en el casette del Fosforimager durante 2 dias,

13 Tincién con Plata.

La tincién con nitrato de plata se hizo como esta reportado en Cheng, et al., en 1994 y
se describe a continuacidn, Esta técnica es mas sensible que la tincion con Azul de
Coomassie, ya que nos permite detectar pg de proteina. Después de la electroforésis el
gel se incuba secuencialmente en diferentes soluciones para eliminar el SDS:
isopropanol al 30% / ac. Acético al 10% durante 60 minutos, isopropanol al 10% por 10
min y 10 minutos mas en isopropanot al 5%. Al final de estos lavados el gel se trata con
DTT 40 uM por 30 minutos. Posteriormente el gel se incuba en AgNQ; 0.1% / 30 min,
se enjuaga ¢on agua y se revela hasta tincion adecuada (2-5 min) con 100 ml solucién
reveladora (formaldehido al 0.0185 % / carbonato de sodio al 3%). La reaccion se para
con Ac. acético al 1%, y para almacenar el gel se enjuaga con agua y se seca entre dos

hojas de papel celofg’m.
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Resultados

I Efecto de inhibidores de proteasas en la actividad proteolitica presente en el
espermatozoide de erizo de mar.

Sabemos que en el espermatozoide de erizo de mar, la-RA involucra la fusién de la
membrana plasmatica (MP) de la célula con la membrana del granulo acrosomal, y
que algunas metaloproteasas estan relacionadas con eventos de fusién de membranas
en diferentes sistemas bioldgicos. En el espermatozoide de Strongylocentrotus
purpuratus esta descrito que existe una metaloproteasa soluble que tiene como
cofactor el zinc, que probablemente participa en la RA (Farach, es al., 1987). En
estas células ademas, existen pequefias proteinas ricas en cisteina que contienen
diversos iones metalicos tales como Zn®", Cu*" y Cd¥", llamadas metalotioninas MT
(Mr 6 kDa). En otros sistemas las MT’s estan involucradas en una gran variedad de
procesos bioldgicos, por ejemplo, juegan un papel muy importante en el
metabolismo del zinc y del cobre, y protegen a las células del dafio causado por los
meétales toxicos y los radicales libres (Riek, er al., 1999; Woo, er al., 2000).

Resultados preliminares del laboratorio (Beltran.,, comunicacidn personal),
mostraron la presencia de actividad proteolitica a pH 8.0 en la MP de cabezas de
espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus y de Lytechinus pictus. Dicha
actividad fue sensible parcialmente a Pepstatina A (inhibidor de algunas aspartii-
proteasas) y PMFS (inhibidor de serin-proteasas), y totalmente a O-Phe (inhibidor de
metaloproteasas). El hecho de que la actividad proteolitica sea mas sensible a la O-

Phe, sugiere que la actividad principal a pH 8.0, se debe a una (s) metaloproteasa (sj.
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Figura 9. Efecto de inhibidores de proteasas en la actividad proteolitica de la membrana
plasmatica (MP) del espermatozoide de erizo de mar. A) Actividad proteolitica en caja (ver
métodos) en la MP del espermatozoide. de Lytechinus pictus en ausencia o en presencia de
inhibidores (Pepstatina A 2 pM, Leupeptina 100 uM, PMFS 100 uM y de O-Phe 1 mM).
La actividad se observa como un halo negro que rodea al pozo en el cual se cargaron 20 pl
de muestra (~10 ug de proteina). B) Actividad proteolitica en MP del espermatozoide de
Strongylocentrotus purpuratus en ausencia 0 presencia de los diferentes inhibidores de
proteasas a las mismas concentraciones que en A. C) Gel de PA-SDS al 10% teflido con
Azul de Coomassie. MP de flagelos, Mid y Top (15 pg de proteina), MP de cabezas (cab 7.4
pg de proteina) de espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus y estandares de peso
molecular SDS 7-H (Sigma): albimina bovina (66 kDa), ovoalbimina (45 kDa),
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa),
tripsindogeno (24 kDa), inhibidor de tripsina (20 kDa) y o-lactoalbimina (14.2 kDa).
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Aunque la posible participacion de una metaloproteasa en 1a RA se encontré en el
espermatozoide de Strongylocentrotus purpuratus, en este trabajo utilizamos como
sistema de estudio espermatozoides tanto de Lyrechinus picius como de
Strongylocentrotus purpuratus. Esto es con la idea de hacer un estudio comparativo
y detectar alguna posible diferencia especie-especifica, ademds de que cada especie
esta en su periodo reproductivo sélo durante la mitad del afto.

Como un paso inicial para la identificacién y localizacion de las metaloproteasas del
espermatozoide de erizo de mar, decidimos investigar la presencia de diferentes tipos de
proteasas en solubilizados totales (Sol.) y en la MP de espermatozoides. Con este fin,
utilizamos un ensayo de actividad proteolitica en cajas de agarosa con leche como
sustrato a pH 8.0. al cual los espermatozoides sufren la RA.

La fig. 9 muestra que la MP de espermatozoides de erizo de mar de ambas especies
(Lytechinus pictus y Strongylocentrotus purpuratus), tiene asociadas diferentes
actividades proteoliticas que se hacen evidentes al exponerlas a distintos inhibidores
especificos. .

En el caso de espermatozoides de Lyfechinus pictus (fig. 9 A), se observa que la
actividad proteolitica de las membranas tanto de cabeza como de flagelo (Mid v
Top), es sensible parcialmente a inhibidores de aspartil-proteasas (Pepstatina A),
cisteinil-proteasas (Leupeptina) y serin-proteasas (PMFS), vy totalmente a la O-Phe
inhibidor de metaloproteasas. La determinacion de la actividad proteolitica de
membranas de espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus, muestra
resultades similares (fig. 9 B), sin embargo en este caso, la actividad es menor
comparada con la observada en membranas de espermatozoides de Lytechinus
pictus. En ambos casos es evidente que la actividad proteolitica mas importante es Ia
de metaloproteasa (fig. 9 A y B, O-Phe), confimmando las observaciones
preliminares.

El patrén electroforético de las proteinas de la membrana plasmatica de ﬂagelosi (Mid y
Top) y de cabezas de espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus utilizadas para
¢l ensayo de actividad proteolitica se muestran en la fig. 9 C. L.a membrana plasmatica

de espermatozoides de Lytechinus pictus presenta un patron similar (no se muestra).
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La Tabla [} resume los porcentajes de inhibicion logrados por diferentes inhibidores de
proteasas en solubilizados totales y en la MP de espermatozoides de Lyfechinus pictus y
de Strongylocentrotus purpuratus. Como podemos ver, en solubilizados totales de
' espermatozoides de ambas especies, existe una sensibilidad parcial a Pepstatina A,
Leupeptina y a PMFS, al igual que en el caso de la MP de cabezas y flagelos (fig. 9 y
tabla- I1). Por el contrario, la O-Phe inhibié ~90% la actividad proteolitica, en los
solubilizados totales de espermatozoides de las dos especies, en tanto que 1a inhibicién
fue total en las diferentes membranas. En general nuestros resultados indican que tanto
en la MP del espermatozoide como en el solubilizado total del mismo que incluye todos

los componentes intracelulares, la principal actividad se debe a una metaloproteasa.

Tabla I1. Efecto de inhibidores de proteasas en la actividad proteolitica de solubilizados
totales y de la MP de cabezas (CAB) y flagelos (MID y TOP) de espermatozoides de
Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus pictus.

Fraccidn % de Inhibicidn
Control Pepstatina A Leupeptina PMFS O-Phe

n=4 n=3 n=4 n=3
Strongylocentrotus
purpuratus
Sol. TOTAL 0 34020 26 £ 0.46 32+£0.36 90 + 1.03
CAB ’ 0 25+ 0-10 30+ 0.05 34 +0.15 100
MID 0 13£0.25 20+ 0.05 23 +0.25 : 100
TOP 0 30 £0.05 23+ 0.25 30005 100

Lytechinus pictus

Sol. TOTAL 0 31005 32026 33030 89+ 1.04
CAB -0 21£047 21 £0.23 354025 100
MID 0 32026 3E+025 32025 100
TOP 0 31£0.28 312026 36+0.17 100

Las concentraciones de los diferentes inhibidores son: Pepstatina A 2 pM, Leupeptina 100 pM, PMFS 100 uM
y O-Phe 1 mM, Los nimeros representan los porcentajes de inhibicién calculados a partir del diametro del halo
formado en cada pozo + la desviacion estandard.
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2. Fraccionamiento de la membrana plasmdtica-y del citosol del espermatozoide de
erizo de mar en un gradiente de sacarosa.

Una manera de saber a que parte del espénnatozoidc (membrana plasmatica o
citosol, de cabezas ¢ flagelos) estdn asociadas las actividades proteoliticas que
encontramos, es puriﬁcéndoiés, o bien separando las diferentes fracciones de dichos
espermatozoides, en pradientes de sacarosa. En este trabajo purificamos la MP,
vesiculas hibridas (VH), acrosomas, y el citosol de espermatozoides de
Strongylocentrotus purpuratus, y los fraccionamos en un gradiente de sacarosa de
10-60%. Esto es con la idea de conocer el patron de distribucion de las proteinas de
las diferentes partes del espermatozoide, en el gradiente de sacarosa, y por tanto,
identificar en experimentos posteriores la localizacion de la{s) actividad(es) de
metaloproteasa (s) detectada en la seccidn anterior. La figura 10 muestra que aunque
las proteinas de las diferentes porciones del espermatozoide estan distribuidas en
diferentes fracciones del gradiente, cada una de ellas presenta un maximo de
proteina en una fraccidén caracteristica. Asi tenemos que el pico de proteina del
citosol se localiza en la fraccion # 2 (fig. 10 A), de los acrosomas en la fraccién # 4
(fig. 10 B), de las VH en la fraccion # 5 (fig. 10 C) y de la MP en las fracciones # 6,
7(fig. 10 D). El mismo patrén de migracion se obtiene cuando las vesiculas de la MP
obtenidas a partir de espermatozoides intactos de raton marcadas por bitinilizacion,
se fraccionaron en un gradiente igual (10-60%), de sacarosa (Beltran., resultados no

publicados).
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Fig. 10. Distribucién de proteinas del citosol, de acrosomas, de VH y de flagelos
(Mid) de espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus en un gradiente de
sacarosa. A) Proteinas del citosol de cabezas, B) Proteinas de acrosomas, C)
Proteinas de las VH, D) Proteinas de la MP de flagelos (Mid), fraccionadas en un
gradiente de sacarosa 10-60% (indicado en la parte inferior de los geles de PA-SDS
al 7.5% tefiidos con plata (ver métodos). El gradiente se cargd con 400 pg de
proteinas del citosol (A), 1.023 mg de VH (C) y 1.362 mg de MP de flagelos (Mid,
D). En los carriles de los geles se separaron 23ul de cada fraccién del gradiente (1-
11}. Las fracciones (%) indican el pico de proteina en el gradiente.



3. Actividod de metaloproteasa asociada a una proteina en el espermatozoide de
erizo de mar.

Con la idea de determinar si la actividad de metaloproteasa observada en la MP y en
los solubilizados totales de es;pcnnalozoidcs esta asociada a una o varias proteinas,
determinamos la actividad proteolitica de las muestras de espermatozoides en
zimogramas.

En este trabajo se purificaron los diferentes componentes del espermatozoide
(acrosomas, vesiculas hibridas y membrana plasmdtica ver figs. 6.7 y 8); y los
fraccionamos en un gradiente de 10-60% de sacarosa (fig. 10). El patron de
distribucion de dichos componentes en €l gradiente, servird como base para saber a
que porcion del espermatozoide esta asociada una actividad proteolitica detectada en
homogenados de cabezas ¢ de flagelos de dichas células fraccionados en gradientes

similares.

3.a Actividad de metaloproteasa en las cabezas de espermatozoides de
Strongylocentrotus purpuratus.

Como ya mencionamos anteriormente, los espermatozoides de Strongylocentrofus
purpuratus, contienen una metaloproteasa soluble que tiene come cofactor el Zn®,
que participa en la RA (Farach, er al, 1987). En nuestra seccién anterior
demostramos que los espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus y de
Lytechinus pictus, poseen diferentes actividades proteoliticas, pero que la mds
importante es la actividad de metaloproteasas (fig. 9 y Tabla II). Con el fin de
identificar a que proteina(s), estd asociada(s) la(s) actividad de metaloproteasa
detectada en cabezas de espermatozoide, se realizd un zimograma de las fracciones
de un gradiente de sacarosa, en el cual se separd un homogenado de cabezas de
espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus. El homogenado de cabezas de
espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus, se obtuvo en condiciones que
mantienen la integridad del acrosoma del espermatozoide de erizo de mar (fig. 8).

La fig. 11 A muestra la distribucion de las proteinas de dicho homogenado. En este
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caso observamos que el pico principal de proteina se encuentra en las fracciones 2-4
del gradiente. .

El zimograma de las f.rac'ciones del homogenado de cabeza de espermatozoides de
Strongylocentrotus purpuratus presenta 2 dobletes principales de actividad (fig. 11
BI) con Mr de ~116, 110 kDa y 80, 77 kDa y un tercer doblete con menos actividad
{Mr ~-57. 54 kDa); todas ellas se inhiben tanto con O-Phe 10 mM (fig. 11 BII) como
con EDTA 10 mM (fig. 11 BIII), lo cual indica que se trata de metaloproteasas. El
doblete de actividad de mayor tamaiio, tiene €l pico principal en las fracciones 2-4
correspondientes al citosol (fraccion 2 de fig. 10 A) y a las fracciones enriquecidas
en acrosomas (fracciones 3 y 4 de figs. 10 B y 13 A) respectivamente. Por el
contrario el doblete de tamafio intermedio (88, 77 kDa), tiene el pico de actividad en
las fracciones 6-7 (fig. 11 B) correspondiente al lugar donde migran las vesiculas de
MP del espermatozoide (fig. 10 D). El doblete de actividad con Mr mas pequefia y
en menor proporcidon cuyo maximeo vemos en la fraccion 4, posibiemente se
encuentra asociada a vesiculas hibridas (VH). Estas normalmente se forman entre la
MP y la membrana acrosomal al inducir la RA en los espermatozoides, y migran en
.el gradiente de sacarosa (fig. 10 C) en una fraccién intermedia entre la fraccién
enriquecida en acrosomas (fracciones 3, 4; figs. 10 B y 13 A) y el méximo de las
vesiculas de la MP de dicha célula (fracciones 6-7; figs. 10 D, 12 Ay 13 B).

Cabe la posibilidad de que las actividades de metaloproteasa de menor tamafio en los
dobletes, sean el producto de la protedlisis parcial de las actividades de lﬁayor
tamafio en los mismos, ya que el aumento de actividad de las bandas con menor peso
molecular en los dobletes, coincide con el pico de actividad de la banda de mayor
Mr en cada doblete. A pesar de que la MP de cabezas de espermatozoides presenta
actividad de aspartil-, cisteinil-, y serin-proteasas (fig. 9 y tabla II), éstas no se

observan en los zimogramas.
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3.6 Activided de metaloproteasa en los flagelos de espermatozoides de
Strongylocentrotus purpuratus.

De la misma manera se fracciond un homogenado de flagelos de espermatozoides de
Strongylocentrotus purpuratus en un gradiente de sacarosa {fig. 12 A). Eh éste caso

- podernos ver claramente tres picos principales de proteina. El primero en las fracciones
2.3 que presentan una banda principal a la altura de ~54 kDa muy posiblemente tubulina
que se sabe se encuentra en los flagelos; el segundo pico en las fracciones 6.7 del
gradiente que corresponde a la MP de flagelo (fig. 10 D), y por ultimo el pice formado
por las fracciones 10-12 correspondientes a la base del tubo con la mayor concentracion
de sacarosa (60%), y que contienc los flagelos no rotos. Los zimogramas de las
fracciones de dicho gradiente muestran 4 bandas principales de baja actividad (2
dobletes) con Mr de: 116, 110 y 57, 54 kDa. En este caso la actividad de las dos bandas
de mayor peso molecular, se encuentran en las fracciones 3, 4 en una zona donde
practicamente no hay proteina detectable por Azul de Coomassie (fig. 12 A), que
corresponde a la zona donde migran los acrosomas del espermatozoide (figs. 10 B y 13
A). El otro par de proteasas con menor Mr (57 y 54 kDa), presentan el pico de actividad
en la fraccién 5 justamente una fraccion mas ligera que las fracciones que contienen las
vesiculas de MP en este gel (fig. 12 A), fo cual sugiere que podrian estar asociadas a las
VH (fig. 10 C y 12 BI).

También en este caso el maximo de actividad lo encontramos en una zona donde no hay
proteina detectable por Azul de Coomassie. Es importante hacer notar el patrén de
distribucién de las metaloproteasas del homogenado de flagelos en el gradiente de
sacarosa (fig. 12 BI), es muy parecido al que presenta ¢l homogenado de cabezas de
espermatozoides de la misma especie (fig. 11 BI). Todas las bandas de actividad
corresponden a metalbprotcasas ya que son sensibles tanto a O-Phe (fig. 12 BII) como a
EDTA (fig. {2 Blll). Como podemos ver, a diferencia de lo que encontramos en la
cabeza del espermatozoide, el doblete de actividad proieolitica con Mr de 80 y 77 kDa, -

no esta presente en el flagelo.
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Figura 11. Actividad de metaloproteasas de un homogenado de cabezas de espermatozoides
de Strongylocentrotus purpuratus separado en un gradiente de sacarosa. Las muestras (23 ul)
de las diferentes fracciones (1-10) del gradiente se corrieron en un gel de PA-SDS al 7.5%
conteniendo gelatina como sustrato (B) o no (A). Al final de la corrida (A) 6 del desarrollo
de la actividad proteolitica (B) los geles se tifieron con Azul de Coomasste. (B) Desarrollo de
actividad proteolitica (ver métodos) en ausencia (1) o en presencia de inhibidores de
metaloproteasas (II O-Phe 10 mM o 1I1 EDTA 10 Mm). Los porcentajes indicados en la
parte inferior de los geles representan la menor (10%) y mayor (60%) concentracion de
sacarosa en ¢l gradiente, respectivamente. El homogenado se hizo partiendo de 1.4 ml de
espermatozoides. Las fracciones (%) indican el pico de proteina y las flechas, la actividad
proteolitica y el pico de actividad proteolitica respectivamente ( —, ).
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Figura 12. Actividad de metaloproteasas de un homogenado de flagelos de
espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus fraccionadas en gradiente de
sacarosa y separadas en un gel de PA-SDS al 7.5%. A) Distribucién de proteinas del
flagelo B) Actividad proteolitica en ausencia (I} 6 presencia (II O-Phe 10 mM y 1II
EDTA 10 mM) de inhibidores de metaloproteasas. Las condiciones son iguales a las
descritas en la fig. 10. Las fracciones (%) indican el pico de proteina y las flechas, la
actividad proteolitica y el pico de actividad proteolitica respectivamente ( —, =),
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3.c Actividad de metaloproteasa en las cabezas de espermatozoides de Lytechinus pictus.

Aunque la participacion de la metaloproteasa dependiente de zinc en la RA se demostro
en espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus, en cste trabajo también
detectamos actividad de metaloproteasa en espermatozoides de Lyfechinus pictus. Con
la idea de _investigar la localizacidn de la actividad de metaloproteasas en
espermatozoides de Lytechinus pictus (fig. 9 A y Tabla 1I), al igual que en la otra
especie se prepard un homogenado de cabezas en condiciones que mantienen la
integridad del acrosoma. El patrén electroforético de las fracciones del gradiente en el
cual se separd dicho homogenado, muestra dos picos de proteina (fig. 13 A). El pico
principal se encuentra en la fraccion No 3, es decir, en una fraccién mas densa
comparada con el lugar donde se obtiene el pico de proteina del citosol de las cabezas de
espermatozoides, libre de membranas (fig. 10 A), y corresponde a una fraccion
enriquecida en acrosomas. EI segundo pico con menor concentracién de proteina
{fraccién 7) contiene a la MP (fig. 10 D).

El ensayo de actividad proteolitica en zimogramas (fig. 13 B), muestra 3 bandas que se
observan como dreas no teflidas. Una con Mr de ~116 kDa cuyo médximo esta en las
fraéciones 6, 7 y otras dos mayores de 220 kDa con méximos de actividad en las

fracciones 2 y 7.8 respectivamente. La incubacion del zimograma con quelantes de

metales pesados e inhibidores de metaloproteasas como O-Phe (fig. 13 BIl} y el EDTA.

(fig. 13 BIN), mostraron que solo la banda de -il16 kDa, corresponde a una
metaloprou:as.a ya que desaparece incubando con dichos inhibidores.

Aunque la actividad de metaloproteasa se encuentra distribuida a lo largo del
gradiente {fig. 13 BI), el pico de actividad se encuentra en las fracciones 6-7 que
corresponde al lugar donde migran las vesiculas purificadas de membrana
plasmatica (fig. 10 D). Lo cual sugiere que la metaloproteasa de ~116 kDa, esta
asociada principalmente a la MP de la cabeza del espermatozoide, aunque también
se observa actividad en la fraccién 3, enriquecida en acrosomas. Esto resultados
indican que la metaloproteasa podria estar interactuando también con la membrana

acrospmal del espermatozoide.
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Figura 13. Actividad de metaloproteasas de un homogenado de cabezas de espermatozoides de Lytechinus pictus
fraccionadas en un gradiente de sacarosa y separadas en un gel de PA-SDS al 10% (A, B). A) Gel teitido con Azul
de Coomassie, mostrando la distribucién de proteinas de la cabeza del espermatozoide en ¢l gradiente . B)
Actividad proteolitica en ausencia (I} 6 en presencia de inhibidores de metaloproteasas. (Il Q-Phe 10 Mm 6 1I1
EDTA 10 mM}. C) Actividad proteolitica en ausencia (I} y presencia {11) de EDTA 10 mM, de tas fracciones de!
gradiente separadas en geles de PA-SDS al 7.5 %. El homogenado se hizo partiendo de 0.2 ml de espermatozoides
y los carriles de los geles se cargaron con 46 pl de cada fraccion del gradiente (1-9). Las fracciones (%) indican los
picos de proteina en ¢l gradiente correspondientes a acrosomas (fracc. 3) y 2 MP (fracc, 7), y las flechas la
actividad proteolitica y el pico de actividad de metaloproteasa respectivamente { —, ==).
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Cuando las fracciones de! homogenado de cabezas de espermatozoide se separaron en
un gel de 7.5% mds abierto (fig. 13 CI), se hizo evidente que la actividad de
metaloproteasa que en el gel de 10% de PA-SDS (fig. 13 B), se observa como una banda
de ~116 kDa, contiecne un doblete con Mr de ~116 y 110 kDa. El hecho de que la
distribucién de la actividad con Mr de ~110 kDa en el gradiente de sacarosa y su
sensibilidad a EDTA (fig. 13 Cli), sean iguales a la de la actividad de ~ 116 kDa, asi
como la menor concentracién de la primera, sugiere que posiblemente la banda mas
pequena (110 kDa) corresponde a una isoforma producida por proteolisis parcial de la
metaloproteasa de 116 kDa. En este segundo gel también observamos una tercera banda
con muy baja actividad de metaloproteasa con Mr de -84 kDa distribuida en las
fracciones 3-8 (fig. 13 Ci), lo cual sugiere que también podria provenir de la actividad
de ~116 kDa (fig. 13 BI). La presencia de actividades insensibles a los inhibidores de
metaloproteasas (Mr »220 kDa) (fig. 13 B [ y III}, confirma nuestra observacién inicial
de serin-, cisteinil- y aspartil-proteasas en condiciones no desnaturalizantes, tanto en et
solubilizado total como en la MP de espermatozoides de Ly!echr'hus pictus y
Strongylocentrotus purpuratus (fig. 3 y Tabla [I).
El hecho de que en los ensayos de actividad proteolitica en caja no se observara
actividad insensible a inhibidores de metaloproteasas en la MP de cspennatoz;)ides de
ambas especies (fig. 9 y Tabla (1), podria deberse a varias razones, enire otras: 1) Que
las proteasas se separen de un posible inhibidor endégeno en el zimograma, de tal forma
que la actividad de las proteasas diferentes de metaloproteasas se pueda manifestar y 2)
- Que la zimografia es una técnica muy potente capaz de detectar de 10-120 pg de enzima,
lo cual permite evidenciar actividades no detectables por la técnica de determinacion de

actividad en placa.
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3.d Actividad de metaloproteasa en los flagelos de espermatozoides de Lytechinus pictus.

Cuando investigamos la localizacion de las metaloproteasas en los flagelos de
espermatozoides de Lytechinus pictus (fig. 14 Bl), observamos sole una banda con
actividad proteolitica con Mr de ~116 kDa. Esta se encuentra principalmente en las
fracciones 5-6, lo cual indica que posiblemente esta asociadaa VH y a MP (fig. 10
C y Dy 12 A). También se trata de una meltaloproteasa, ya que su actividad se inhibe
por los quelantes de metales O-Phe (fig. 14 BII) y EDTA (fig. 14 BIII). Lo anterior
sugiere que podria tratarse de la misma metaloproteasa encontrada en las cabezas de
espermatozoides de la misma especie que se distribuye a lo largo de la MP. La
ausencia de proleina deteciable por Azul de Coomassie en la zona de la
metaloproteasa asi como la poca actividad, nos indica que no se puede descartar la
posibilidad de que ésta se deba a contaminacion por espermatozoides intactos. La
actividad que se observa en la fraccion 10 del gradiente (base del tubo), se encuentra
asociada a flagelos no rotos. Es importante hacer notar que en este caso no se
observa el doblete de actividad que presentan las cabezas de los espermatozoides,

posiblemente debido a la poca cantidad de muestra fraccionada en el gradiente.
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Figura 14. Actividad de metaloproteasas de un homogenado de flagelos de
espermatozoides de Lytechinus pictus fraccionado en gradiente de sacarosa y
separado en un gel de PA-SDS al 7.5%. A) Distribucién de proteinas del flagelo (gel
tefiido con Azul de Coomassie). B) Actividad proteolitica en ausencia.(I} 6 presencia
(I O-Phe 10 mM y Il EDTA 10 mM) de inhibidores de metaloproteasas. Las
condiciones del gradiente son iguales a las de la fig. 10. Las fracciones (%) indican el
pico de proteina y las flechas, la actividad proteoh‘uca y el pico de actividad
proteolitica respectlvamente (—, ™),
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La tabla [ resume los resultados de los experimentos de actividad de
metaloproteasas utilizando zimogramas. Como podemos ver, la distribucion de
metaloproteasas de las fracciones del homogenado de flagelos del espermatozoide de
Strongylocentrotus purpuratus en el zimograma (fig. 12 BI), es igual a la que se
obtiene cuando se fracciona un homogenado de cabezas de espennatdzoides de la
misma especie (fig. 11 BI). Esto junto con el hecho de que la actividad que se
obtuvo en flagelos es mucho menor comparada con la que se observa en cabezas
{comparar fig. 11 y 12), sugiere que no podemos descartar la posibilidad que la

actividad que observamos en flagelos se deba a contaminacion por cabezas.

Tabla [11. Proteinas del espermatozoide de erizo de mar con actividad de
metaloproteasa en solubilizados (Sol.) de cabezas y flagelos de espermatozoides de
Srrongylocentrotus purpuratus y Lytechinus pictus.

Fraccion del espermatozoide | Proteinas con # de fraccion Localizacion Figura
actividad de con actividad
metaloproteasa | mdxima
Strongylocentrotus
purpuraius
Sol. de cabezas 116, 110 2,3 Citosol (;acrosomas?) | L1
80,77 2,3 . Citosol {;acrosomas?) | 1
5.6 MP I
57*, 54 4 JVH? 1
Sol. de flagelos 116,110 3 Citosol (;acrosomas?) [ 12
57*, 54 5.6 MP (;VH?) 12
Lytechinus pictus
Sol. de cabezas 116*, 110, 84* 3 Citosol (;acrosomés?) 13
6,7 Mp 13
Sol. de flagelos 116* 5,6 VHy MP 14

Las proteinas marcadas en % negritas posiblemente tengan sitio de unidna > Zn (ver tabla [V).




Los resultados en este trabajo muestran que existe actividad de metaloproteasa en el
citosol (Mr de 116, 110, 80, 77 kDa) y asociada a la MP (Mr de 80, 87 y 57, 54 kDa)
en espermatozoides tanto de Sfrangy!ocemr-atus purpuratus como de Lytechinus
pictus y que esta actividad se debe a varias proteinas. En esta dltima especie aunque
la Mr del doblete con actividad de metaloproteasa (116, 110 kDa) es igual a uno de
los detectados en Strongylocentrotus purpuratus, su distribucién se extiende también
a la MP ademis del citosol. Una de estas metaloproteasas podria ser la involucrada
en la RA (Farach er al., 1987). Una manera de identificar a cual de las diferentes
metaloproteasas corresponde la ya reportada, seria separar las diferentes fracciones
de] espermatozoide en zimogramas que contengan el sustrato fluorescente que inhibe

la RA en los espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus.

4. Proteinas que unen %Znen el espermatozoide de erizo de mar.

En 1985 Clapper et al., demostraron que aunque los metales pesados tales como: el
Cu®, el Ni¥* y/o el Zn®* pueden estar involucrados en fa regutacion de la movilidad y de
la RA del espermatozoide de erizo de mar, el zinc es ¢l ion que estd participando en
estos eventos. Ellos encontraron que-0.1 uM de zinc induce la RA en espermatozoides
de Lytechinus pictus en ausencia del factor, que es el inductor natural de dicha RA
(Clapper, et al., 1985) aunque en espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus el
zinc induce los mismos cambios de pH y de permeabilidad, no se logra el disparo de
dicha RA (Darszon, et al., resultados no publicados). Lo anterior junto con el hecho de
que en espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus parece estar participando una
metaloproteasa dependiente de zinc en la RA (Farach, er al., 1987). llevo a investigar
que proteinas unen zinc en los espermatozoides de ambas especies (Lwtechinus pictus y
Strongylocentrotus purpuratus). Esto es con la idea final de identificar si alguna de las
proteinas con actividad de metaloproteasas, presentan sitios de union a zinc. Como un
paso inicial para este fin se determinaron las proteinas que unen #Zn radioactivo (ver
métodos), en solubilizados totales y en la membrana plasmatica de espermatozoides. El
solubilizado total de espermatozides de Lyrechinus pictus (fig. 15 A), muestra 6
proteinas con Mr de 126, 63, 56, 49, 35 y 28 kDa que tienen sitio de unién para ®*Zn
(fig. 15 B y tabla [V). de las cuales aparentemente dos {Mr de 56 y 49 kDa), se

encuentran en Ja MP de cabezas de las células de ambas especies (Tabla IV).
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Figura 15. Proteinas que unen Zn radioactivo, en un solubilizado total de
esparmatozoides de Lytechinus pictus (ver métodos). A} Gel de PA-SDS al 10%
tefiido con -‘Azul de Coomassie. 2. Estandares de peso molecular: fosforilasa b (97
kDa), albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbénica (31
kDa) e inhibidor de tripsina (21 kDa). B) 2. Sefial de las proteinas que unen zinc
en un solubilizado total de espermatozoides. 1 y 3. Estdndares de peso molecular
(Bio-Rad) que unen zinc (#): Fosforilasa b (97 kDa), albimina bovina (66 kDa) y
anhidrasa carbonica (31 kDa).
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En la MP del flagelo de espermatozoides de erizo de mar de ambas especies detectamos 5
proteinas {tabla IV} que unen %Zn con igual Mr (200, 140, 130, 115 y 82 kDa), y una sexta
con diferente Mr, 61 kDa en el caso de la MP de Lywtechinus pictus y 56 kDa en el caso de
Strongylocéntrotus purpuratus. La proteina con Mr de ~61 kDa en espermatozoides de
Lytechinus pictus podria ser la de ~63 kDa detectada en el solubilizado total de

espermatozoides de la misma especie.

Tabla IV. Proteinas del espermatozoide de erizo de mar que unen *Zn en solubilizados totales
y enla MP de espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus y de Lytechinus pictus.

Fraccion del espermatozoide Mr de proteinas que unen > Zn (n=3) en kDa

Strongylocentrotus purpuratus
MP de cabezas 56y 49
MP flagelos ' >200, 140, 130, 115, 82, 56

Lytechinus pictus

Sol de espermatozoides 126, 63, 56,49,35y 28
MP cabezas . 56y 49
MP flagelos >200, 140, 130, 115, 82, 61

Las proteinas marcadas en negritas posiblemente correspondan a las identificadas con
actividad de metaloproteasa (ver Tabla I1I).
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El analisis de los resultados resumidos en las tablas l1l y IV, nos muestran que en ¢l caso
de espermatozoides de Strongylocenirotus purpuratus, al menos una de las proteinas con
actividad de metaloproteasa (Mr ~ 57 kDa) podria tener sitio de unién a ®*Zn. En los
espermatozoides de Lyfechinus pictus, encontramos dos metaloproteasas (116 y 84 kDa)
que podrian tener sitio de unién a zinc. Aunque los solubilizados totales tanto de cabeza
como de flagelo de espermatozoides de Stromgylocentrotus purpuratus presentan
actividad de metaloproteasas con Mr iguales desconocemos si estas proteinas también
tienen sitio de union para ®*Zn. Posiblemente una de las dos metaloproteasas con sitio de
unién para zinc (116, 84 kDa) detectadas en el citosol de Lytechinus pictus (fig. 13 y
Tabla 1), corresponda a la que participa en la RA (Farach, er af., 1987). Los estudios
comparativos entre espermatozoides reaccionados y no reaccionados de ambas especies
(Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus pictus) nos dardn informacién sobre la
posible participacion de éstas proteinas en la RA. Dado que las proteinas de las
diferentes muestras del espermatozoide se separaron en condiciones no reductoras para
los zimogramas, y reductoras para detectar los sitios de unién a **Zn, no podemos hacer
una correlacion estricta énr.re la actividad de metaloproteasa y las proteinas que unen
zinc. En este sentido, se realizarin experimentos en los cuales se determinara la unién a

zinc en las bandas con actividad de metaloproteasa.
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- Discusion

El zinc a concentraciones micromolares inicia la RA en ausencia del factor en
espermatozoides de Lyrechinus pictus, produciendo los mismos cambios de
permeabilidad, [Ca®'Ti y pH; que el inductor nawral. En espermatozoides de
Strongylocentrotus purpuratus ocurren los mismos cambios pero no son suficientes
para inducir dicha RA, mediante un mecanismo desconocido (Clapper et al., 1985;
Darszon y et al, resultados no publicados). Farach er af (1987) encontraron que un
sustrato fluorescente para una metaloproteasa soluble dependiente de zine, inhibia la
RA de espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus independientemente de la
entrada de Ca’".

Dado que la RA es un requisito indispensable para que el espermatozoide pueda
fecundar al dvule, consideramos que es importante saber a que nivel de la cascada de
eventos que conducen a la RA, esta participando dicha metaloproteasa.

Aunque en la RA de espermatozoides de Lyrechinus pictus, no se ha demostrado la
participacién de una metaloproteasa,. sabemos que en ésta especie el zinc también
juega un papel muy importante en el disparo de dicha-RA (Clapper e al.,‘ 1985).

En este trabajo el ensayo de actividad proteolitica en placa (ver métodos) permitié
detectar actividad en solubilizados totales y en la MP de cabezas y flagelos de
espermatozoides tanto de Strongylocentrotus purpuratus como de Lyfechinus pictus.
En el caso de Strongylocentrotus purpuratus la actividad fue sensible
aproximadamente un 20-30% a inhibidores de serin- cistenil- y aspartii- proteasas
tanto en solubilizados totales como en la MP de cabezas y flagelos de los
espermatozoides. En cambio la sensibilidad al quelante de metales O-Phe fue de
90% en los solubilizados totales y de 100% en la MP del espermatozoide (fig. ¢ v
Tabla II). Los resultados en espermatozoides de Lyrechinus pictus fueron similares.
Lo anterior indica, que la actividad proteolitica predominante en espermatozoides de
erizo de mar corresponde a metaloproteasas. Cuando se realizaron zimogramas para
identificar a que proteinas estdn asociadas las ‘actividades en el homogenado de

cabezas y flagelos de Srrongylocentrotus purpuratus, se encontré solo actividad
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sensible 2 O-Phe y a EDTA. lo cual confirma Ia predeminancia de metaloproteasas.
Posiblemente las actividades de aspartil-, serin- y cistenil-proteasas observadas en la
MP v en solubilizados totales de los espermatozoides, son mas sensibles a las
condiciones desnaturalizantes del gel de PA-SDS gque se utiliza para el zimograma.
En el caso del homogenado de cabezas de Lytechinus pictus (fig: 13), ademas de las
actividades de metaloproteasa detectamos 2 actividades proteoliticas con Mr > 200
kDa que fueron insensibles a los quelantes de metales pesados utilizados en estos
ensayos, lo cual corrobora la existencia de otras actividades proteoliticas ademas de
las metaloproteasas.

En espermatozoides de Strongyvlocentrotus purpuratus detectamos tres dobletes de
actividad de metaloproteasa con Mr de: 116, 110; 80, 77 y 57, 54 kDa (ver esquema
en fig. 16), todos ellos se encuentran principalmente en la cabeza del espermatozoide
{figs. 10, il y Tabla III). La distribucion de actividades en las fracciones de un
gradiente de sacarosa nos muestran que el doblete con las actividades de mayor
tamafio (Mr de 116 y 110 kDa) estd presente en el citosol. El hecho de que el
maximo de actividad de ese doblete se encuentre en las dos fracciones siguientes a la
mas ligera, sugiere que lo mds ﬁrobable es que dichas actividades estén asociadas a -
los acrosomas (figs. 11, 12 y Tabla III). El 'scgundo doblete de actividad (Mr de 80,
77 kDa), se encuentra interactuando tanto con los acrosomas como con la MP de la
cabeza del espermatozoide. Este doblete de actividades no lo detectamos en flagelo.
El doblete de actividad mas pequefio (Mr de 57, 54 kDa), lo encontramos asociado a
membranas posiblemente de VH formadas por la MP y la membrana acrosomal ya
que el pico principal de este doblete de actividades migra justo antes (fraccién 4-6 de
fig. 11, {2 y Tabla III) de las fracciones que contienen la MP purificada (fig. 10).

En espermatozoides de Lytechinus pictus se encontrd solo un doblete de actividad de
metaloproteasa con Mr de 116 y 110 kDa (esquema en fig. 16), y una tercera
metaloproteasa con Mr de 84 kDa. Las tres actividades se encuentran asociadas tanto
a acrosomas como a fa MP de la cabeza de dicha célula (figs. 12, 13 y Tabla I1I). E!
hecho de encontrar €l mismo patrén de distribucién para las tres metaloproteasas
(Mr de 116, 110 y 84 kDa}, sugiere que posiblemente las dos més pequefias son

productos de procesamientos de la metaloproteasa més grande (116 kDa).
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A) Strongylocentrotus -

purpuratus
—— - ——— 116,110 kDa

1/ .
B) Lytechinus
pictus

Figura 16. Esquema de la distribucion de las metaloprotcasas en el espermatozoide
de Strongylocentrotus purpuratus (A) y Lytechinus pictus (B).

Al fraccionar un homogenado de flagelos en el gradiente de sacarosa, también se encontro
la metaloproteasa con Mr de 116 kDa, pero en muy baja concentracién comparada con la
actividad observada en cabezas. Este hecho junto con el patron de migracién de la
metaloproteasa en el gradiente de sacarosa, sugiere que dicha metaloproteasa proviene de

las VH de espermatozoides intactos contaminantes en la fraccion de flagelos.
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Es importante hacer notar que tanto en Strongylocentrotus purpuratus como en
Lytechinus picius las metaloproteasas identificadas se encuentran en la cabeza del
espermatozoide y tienen Mr's idénticés {116 y 110 kDa) 6 muy parecidas (80 y 84
kDa en espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus y de Lytechinus pictus
respectivamente). Su purificacién y secuenciacidén nos dira si se trata de las mismas
proteinas y su caracterizacion nos indicara si estas desempefian funciones similares
en las dos especies.

Dado que la metaloproteasa soluble que participa en la RA de espermatozoides de
Strongylocentrotus purpuratus es dependiente de zinc {Farach, er al, 1987), se
decidié identificar las proteinas que unen zinc en el espermatozoide de erizo de mar.
Los resultados de experimentos de unién a zinc radicactivo mostraron la presencia
de diferentes proteinas (Mr de 35 a 200 kDa; ver tabla IV) que unen zinc en los
espernmatozoides tanto de Strongylocentrotus purpuratus como de Lytechinus pictus.
De las proteinas que unen zinc, {lama la atencién una con Mr de 56 kDa (Tabla IV)
que podria ser la metaloproteasa con Mr de 57 kDa (Tabla III) detectada en la
fraccion del gradiente donde migran las VH. Posiblemente esta proteina
corresponda a la metaloproteasa soluble que participa en la RA (Farach, e al.,
1987). Es importante aclarar que dicha metaloproteasa se detectd en el sobrenadante
de 100,000 xg de un homogenado de cabezas de espermatozoides almacenado
previamente a —80 °C (Farach, et al., 1987), de tal manera que si la metaloproteasa
se encuentra débilmente unida a alguna membrana (plasmatica 6 acrosomal), la
pudieron detectar como una proteina soluble. Los estudios de especificidad para el
zinc, asi como el efecto que el sustrato fluorescente de la metaloproteasa que inhibe
fa RA (Farach, er al., 1987), ejerza sobre la metaloproteasa de 57 kDa detectada en
este trabajo, nos diran si se trata de la misma.

Las metaloproteasas de 116 y 84 kDa detectadas principalmente en el citosol
(posiblemente en los acrosomas) de las cabezas de espermatozoides de Lytechinus
pictus (Tabla III), que parecen tener sitio de unidn a zinc (proteinas de 115 y 82 kDa.
Tabla IV), son otros dos candidatos para representar a la metaloproteasa que

participa en la RA.
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Desafortunadamente no podemos hacer una correlacidn estricta entre las proteinas
con actividad de metaloproteasa y las proteinas qué .unen zinc, ya que las
condiciones experimentales son diferentes. Al realizar los zimdgramas nosotros
separamos a las proteinas en condiciones no reductoras, mientras que para los
experimentos de union a *Zn las proteinas se separan en condiciones reductoras.
Esto hace que la Mr de algunas proteinas sea diferente.

Es importante saber si las metaloproteasas que identificamos en este trabajo cambian
su Mr al separarlas en condiciones no reductoras en los geles desnaturalizantes que
se utilizaron para los zimogramas, lo cual nos dird si tienen el mismos tamafio que-
las proteinas identificadas con sitio de union a zinc. El estudio de la especificidad de
las metaloproteasas a zinc incubando previamente los zimogramas con O-Phe o con
EDTA, en presencia de diferentes metales divalentes y analizando cual de ellos es
capaz de revertir e} efecto de los inhibidores nos ayudard a identificar la(s)
metaloproteasa(s) dependientes de zinc. La incubacion del zimograma en presencia
del sustrato fluorescente que inhibe la RA, sera decisivo en la identificacion de la
metaloproteasa dependiente de zinc que participa en la RA. Los estudios
comparativbs entre espermatozoides reaccionados y no reaccionados en las dos
especies (Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus pictus) nos daran informacién
acerca de si en la RA de Lytechinus pictus también participa una metaloproteasa
dependiente de zinc. La purificacién y secuenciacion de estas.proteinas nos dara la
respuesta definitiva y nos dird si las metaloproteasas de mayor tamafic en los
dobletes, son las precursoras de las mas pequefias que comigran con ellas en el
gradiente de sacarosa. Aunque en la RA de los espermatozoides de Lytechinus pictus
no se ha demostrade la participacién de una metaloproteasa dependiente de zinc, es
importante recordar que en esta especie dicho metal dispara la RA induciendo los
mismos cambios que el inductor natural (Clapper et af., 1985; Darszon et af,
resultados no publicados). Esto sugiere que el zinc podria estar actuando al inicio de
la cascada de eventos que conducen a la RA, ya sea activando la metaloproteasa o
directamente sobre alguna de las proteinas que participan en el disparo de dicha
reaccion. La tabla V muestra algunas proteinas presentes en el espermatozoide de

erizo de mar, que en otros sistemas.son reguladas por zinc. Un blanco para la
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metaloproteasa dependiente de zinc puede ser el canal de K sensible a TEA
responsable de la hiperpolarizacion inicial que conduce a la RA (fig. 3). Se sabe que
en Paramecium la remocién de un dominio inhibitorio de un.canal de K* mediante
protedlisis conduce a una hiperpolarizacion de [a MP (Kubalaski, er al., 1989). Otra
posibilidad podria ser la adenilil ciclasa (AC), ya que sabemos que la induccion de la
RA tanto natural como de manera artificial ya sea en cabezas o en espermatozoides
intactos de erizo de mar, aumenta los niveles de AMPc. Podria ser que como se ha
sugerido para {a AC de testiculo de rata, con la cual comparte varias propiedades, su

activacion este regulada por una actividad proteotitica (Buck ef al, 1999).

" Tabla V. Algunas proteinas reguladas por zinc en diferentes sistemas.

Enzima Sistema Tipo de
p
modulacion
® Adenilil ciclasa Células del neuroblastoma Activacion
*ATPasa Ca’* Eritrocitos Inhibicion
*ATPasa Na'/ K* Organo  eléctrico  de Inhibicion
Electrophorus electricus
| *Calmodulina Eritrocitos Inhibicion
ICanales de K* Neuronas de rata Inactivacién
*Guanilil ciclasa Factor natriuretico atrial Activacidon

*Misono S, 1988 ;@ Kumar S, 1975; *» Gettelfinger er af, 1978, A Brewer et of, 1979, &
Betteger, W y O’Donell, B., 1981; O Easaw, J er al, 1999. Las proteinas marcadas en

negritas son las que participan de manera importante en la RA del espermatozoide de erizo
de mar.



Finalmente no podemos descartar la modulacién directa del zinc, sobre algun
componente esencial en el disparo de la RA, como: El canal de K” sensible a TEA,
la AC, la CaM, ¢ bien el intercambiador Na'/H" (Tabla V). Con respeclo a este
altimo ejemplo, sabemos que el zinc induce los mismos cambios de [Na']; y pH;
producidos por el factor y que tanto el EDTA como la O-Phe, inhiben dichos
cambios (Rodriguez y Darszon, resultados no publicados).

Como podemos ver es necesario profundizar en el estudio de la metaloproteasa
dependiente de zinc que participa en la RA, lo cual aportaré aspectos interesantes de

la fisiologia de esta célula.
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Conclusiones

*
e

En los espermatozoide de erizo de mar de Strongylocentrotus purpuratus y de
Lytechinus pictus:

las actividades proteoliticas predominantes son de metaloproteasas y se localizan
principalmente en lacabeza. .

Algunas proteinas unen **Zn.

En el espermatozoide de Strongylocentrotus -purpuratus detectamos 3 dobleteé
de actividad de metaloproteasas citosolicas (116-110, 80-87 y 57-54 kDa)
posiblemente presentes en acrosomas, y 2 dobletes de actividades unidas a la
membrana que pueden estar asociadas a las VH (80-87 y 57-54 kDa). En esta
misma especie detectamos 7 proteinas que unen ®°Zn, dos de las cuales las
encontramos en la cabeza (56 y 47 kDa) y seis en flagelo (200, 140, 130, 115, 82
y 56 kDa). La metaloproteasa que posiblemente es dependiente de zinc tiene una
Mr de 57 kDa.

En el esperm_atozoicic de szrechinus pictus encontramos 3 proteinas con
actividad de metaloproteasa (1 16, 110 y 84 kDa) tanto unidas a la membrana
como también asoc.iadas a acrosomas. También detectamos 8 proteinas que unen
65Zn, seis se encuentran en el flagelo (200, 140, 130, 115, 82, 61 kDa) y dos en
la cabeza (56 y 49 kDa). Las metaloproteasas que pueden ser dependientes de
zinc son: 116 y 84 kDa.
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Perspectivas

L. Dilucidar el mecanismo de la induccion de la RA por Zn”.
A) Caracterizar las metaloproteasas detectadas en este trabajo.
¢ Estudiar su dependencia a iones divalentes, pH y sensibilidad a otros inhibidores.
+ Investigar si la banda de menor Mr en los dobletes de actividad de metaloproteasa

en los zimogramas, es un producto de protedlisis parcial de la actividad con mayor
Mr. .

B) Comparar la(s} actividad{es) de metaloproteasa(s) dependiente(s) de zinc entre
espermatozoides reaccionados y control tanto de Lyfechinus pictus como de
Strongylocentrotus purpuratus (en los que el Zn™" no dispara la RA).

C) Investigar a qué nivel actiia la proteasa que participa en la RA.

D) Determinar si el Zn®* estd actuando en otro sitio, ademas de sobre una proteasa, para

inducir los cambios de permeabilidad que produce.

I1. ;Existe una relacién entre la activacion de una metaloproteasa y [os aumentos en
los niveles de AMPc durante la RA?
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