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RESUMEN.

La teca perinuclear (TP} es el principal elemento citoesquelético de la cabeza
espermatica que cubre el nicleo de los espermatozoides de mamifero. La teca
perinuclear, junto con una gruesa red de fibras intranucleares, es conocida como la
matriz perinuclear la cual se ha propuesto que actiia como un escalafén estructural para
el nicleo espermético. Ambas estructuras forman el citoesqueleto de la cabeza
espermatica. Las proteinas consideradas como constituyentes de la TP son aquellas
caracterizadas por su resistencia a la extraccién con detergentes no desnaturalizantes,
amortiguadores altos en sales v con una localizacién ultraestructural por inmunomarcaje
0 deteccion inmunoespecifica en la teca expuesta. Se obtuvieron fracciones ricas de

-eyaculados de verracos de linea Landrace — York. Se extrajeron las proteinas de la TP y
fueron corridas en geles para proceder con el Westcrn Blott. El propésite de cste
estudio. fue identificar las proieinas principales que componen el citoesqueleto
perinuclear del espermatozoide cerdo, por medio de la produccion y recuperacion de
anticucrpos policlonales producidos en ratas adultas de la sepa Sprague Dawley contra
proteinas de la TP. Las proteinas fueron separadas por mcdio de SIS — PAGE 12 % v
posteriormente fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa. Ln los Blotts, se
reconocio un grupo de ires proteinas pertenecientes a la TP, que se encuentran entre los
17,000 kDa, 45,000 kDa y 50,000 kDa. Por miedio de microscopia confocal se observé
la inmunodeteccién in situ de cada uno de los sueros, obteniéndose que los anticuerpos
marcan principalmente region apical de la hoja subacrosomal, la region ecuatorial de la

caheza espermdtica, porcion media del caliz y el flagelo en forma discontinua (datos no

presentados).

Palabras claves: Teca Perinuclear, Citoesqueletc, Proteinas, Anticuerpos.



SUMMARY.

The perinucicar theea (PT) is the principal cytoskeletal element of the spermatic head
that covers the nucleus of the mammat sperms. The perinuclear theca. together with a
bulk of intranuclear fibers net, it is known as the counterfoil perinuclear the one which
has been proposed that acts as an structural escafold for the spermatic nucleus. Both
structures form the cytoskeleton of the spermatic head. The proteins considered as
consuituent of the PT are characterized by their resistance to the extraction with non
denaturalizants detergents, high absorbers in you leave and with a ultraestructural
locatton for immuno detection or by immunospecific detection in the exposed PT. They
were obtained by rich fractions of ejaculated of boars Landrace - York line. They were
extracted the proteins of the PT and they were bullfights in gels to proceed with the
Western Blott. The purpose of this study, was to identificate the principal proteins that
compose the cytoskeletal perinuclear of the pork sperm, by means of the production and
antibodies recovery policlonales produced in aduit rats of the strain Sprague Dawley
against proteins of the PT. The proteins were separated by means of SDS - PAGE 12 %
and thereafter they were transferred to membranes of nitrocelulosa. In the Blotts, it was
recognized by a group of three proteins belonging to the PT, that are found between
17,000 kDa, 45,000 kDa and 50,000 kDa. By means of microscopy cenfocal was
observed the inmunodeteccion in situ of eack one of the serums, being obtained that the
antibodies stain mainly apical region of the subacrosomal layer, the equatorial segment

of the spermatic head, mean poriion of the calix and in flagelium in a discontinues form

(not presented data).

Key words: Perinuclear Theca, Cytoskeleton, Proteins, Antibodies.



Inrroduccion.

La fertilizacién animal envuelve complejas interacciones entre los componentes del
espermatozoide y el huevo que van mas alld de la unién inicial y fusién de sus respectivas

membranas.

La creencia popular impuisa el mito de que fa tnica funcion del espermatozoide
durante la fertilizacion es proveer un vehiculo para traisportar la mitad paterna de la carga
genética. Este falso concepto es debido a un extracto de “La Evolucicn de la vida” (editado
por Gamlin y Vines, 1987), ¢l cual afirma que "en la mayoria de ias especies sexuales, solo la
hembra corntribuve con energia v recﬁrsos para la juventud', msentras que "los machos
raramente contribuyen con mds que el minimo, un pequefio espermatozoide acarrea los genes,
pero estd desprovisto de otros recursos”. El desarrollo de estudios modernos contradice esta

nocion generalizada de la "contribucién paterna inferior” (Sutovsky, 2003}

A partir de la década de les 76's, se empez6 a esclarecer la arguitectura interna ce Jas
c€lulas, la cual no solo depende de sus eiementos membranales; ésta también depende de un
grupo de estructuras que resisten la lisis v la extraccion celular mediante detergentes
desnaturalizantcs y amertiguadores con diferentes concentraciones de sales, fuerzas idnicas y
pH, que reciber el nombre de citoesqueleto {Longo et. al. 1987, Allen et. al. 1995, Mrjica ef.
al. 2003,. Sutovsky et. al. 1999, Lécuyer et. al. 2000).

La morfologia de la cabeza de los espermatozoides de mamiferos, puede variar
significativamente y las diferentes especies muestran una gran variedad de caracteristicas y
formas. Bajo diferentes presiones de seleccion, los espermatozoides evolucionaron para
beneficiar sus funciones biold gicas durante su estancia en el tracto genital de la hembra o en €l
tracto genital del macho o durante la fertilizacién. La co-evolucién del gameto mascuiino y
femenino permitio la diversificacién celuldr y molecular y el aislamiento reproductivo. Esta
evolucidn relativamente rdpida significo, en la mayoria de los casos, que la importancia de la
morfologia de Ia cabeza del espermatozoide, en particular permanezca desconocida. Aunque la
forma y el tamafio de la cabeza pueden variar considerablemente, los organelos basicos como

lo son el acrosoma, el segmento ecuatorial y la regién postacrosomal, estin presentes



invariablemente y estas estructuras pueden ser identificadas en los cspermatozoides de la
mayoria de los mamiferos. Esto podria indicar que los aspectos constitutivos criticos de las
funciones de la cabeza de los espermatozoides han sido conservados (ejemplo: capacitacién,
reaccion acrosomal y fusion cabeza — huevo (Katerina, 2003).

Antecedentes

La teca perinuclear (TP) es el principal elemento citoesquelético de la cabeza
espermatica que cubre casi en su totalidad el nicleo de los espermatozoides de mamifero
(Longo et. al. 1987, Judrez 1999, Rousseaux-Prévost 2003). La teca perinuclear, junto con una
gruesa red de fibras intranucieares, son conocidas como ia matriz perinuclear (Sutovsky et. al.
1999. Lécuyer et. al. 2000) la cual se ha propuesto que acttia como un escalafon estructural

para el nicleo espermatico (Mujica 2003). Ambas estructuras forman el citoesqueleto de la

cabeza espermatica.

Basdndese en microscopia electronica y evidencia citoquimica, ésta estructura
extranuclear ha sico subdividida en dos regiones principales (Figura 1):

1. Un dominio apical, conocide como regidn subacrosomal, el cual incluye al

perforatorium, compuesto per material granular denso, el cual se encuentra

dentro del estrecho espacio citopldsmico, ertre el acrosoma y el nucleo.

2. El segmento posterior o postacrosomal de la TP, también llamado ciliz, tiene
forma de embudo. Esta capa a su vez puede ser dividida en una capa llamada
postacrosomal gue circunscribe estrechamente la envoltura nuclear y es una
continuacion de la capa subacrosomal; un estrato prominente de material denso
llansado hoja paracristalina, fuertemente asociado con la membrana plasmaética y
separado de la anterior por otra capa llamada hoja postacrosomal. La hoja
paracriostalina estd compuesta de un arreglo de fibras rigidas paralelas; cada fibra
estd unida 2 la membrana plasmatica. Cada fibra tiene un didmetro aproximado

de 10 - 12 nm y los elementos adyacentes estan localizados aproximadamente a



15 nm de distancia (de ceatro a centro) y estdn conectadas con la membrana

plasmatica (Mjica et al 2003).

La hoja postacrosomal es una capa electrodensa y esla conectada con la cara
citoplasmica de la membrana plasmética mediante subestructuras periddicas que emergen

desde la capa post-acrosomal. (G. Manandhar et. al. 2003).

La continuidad estructural de la TP parece ser una caracieristica generalizada en los
espermatozoides de mamifero, (Mujica et. al. 2003) que llena a mayor parie del espacio

citoplasmico de la cabeza espermdtica. La composicion de estas dos regiones de la TP difiere

R TION
SNIrE ©ias.

Las proteinas son los principales constituyentes de la teca perinuclear, estas son el
producto de una familia multigénica y cuya expresion puede ser correlacionada con ciertas
rutas de diferenciacion celular (Benavente et. al. 1985). Sin embargo, aunque ia mayoria de las
proteinas de la TP son especificas de ésta, otras presentan una diswribucion general en las
células. A pesar de que varias de las proteinas de la TP ya han sido caracterizadas, otras

contintian siendo desconocidas. (Longo et. al. 1987, Mijica et. ai. 2003).

Figura. 1 Esquema de la cabeza de un espermatozeide de mamifero, donde se
muestra la localizacién de la TP y sus divisiones.



Las proteinas de la TP son expresadas tempranamente y parecen estar intrincadamente

involucradas con la formacion del acrosoma (Oko et. al. 1998). La TP es ensamblada durante la
espermiogénesis entre la membrana plasmatica y la membrana nuclear, llenando efectivamente el
espacio citoplasmicu disponible;n la cabeza espermatica (Lécuyer et. al 2000). Su formacién es un
proceso que se lleva a cabo en dos pasos los cuales estan correiacionados con la morfogénesis de la
espermdtida. Primero es la deposicion de la capa subacrosomal, seguido de la formacion del

segmento postacrosomal (Sutovsky et al. 1999, Mujica ct. al. 2003).

Por otra parte, el papel de cada uno de los elementos del citoesqueleto en la formacién y
iuauienuenio dei conienido nuciear en ia cabeza espermaitica, es aun poco claro (Sutovsky et al.
1997). En la mayoria de las células, el citoesqueleto, tiene un papel critico en la estabilizacién de la
membrana plasmatica y en el mantenimiento funcional de sus dominios. En éste contexto existen

dos posibilidades para implicar a las proteinas de la TP en ésta funcién:

1. En la estabilizacion de las membranas (acrosomal externa y membrana plasmética) y

2. De los componentes intramembranales en la regién ecuatorial.

En esta uitima funcion podria prevenir que las membranas sean vesiculizadas durante la
reaccidn acrosomal, logrando que ésta permanezca intacta y anclando las moléculas de sefializacion
as{ como los receptores, a un nuevo dominio de la membrana plesmatica, unplicado en el

reconocimiento y fusion con la membrana plasmatica del ovocito.

Ademés, la membrana plasmética de la regién postacrosomal del espermatozoide también ha
sido implicada en el proceso de fertilizacién y su estabilidad es similar a la membrana plasmética

que recubre la regidn ecuatorial.

También, se ha propuesto que la TP participa en la mayoria de las actividades relevantes
que ocurren durante los cambios bioquimicos y morfolégicos que el espermatozoide

desarrolla durante su diferenciacion (Sutovsky et. al. 1999).



Ortogenia de la TP.

La TP aparece durante la espermiogénesis la cual comprende la serie de fenémenos,
mediante los cuales las espermatogonias se transforman en espermatozoides; por conveniencia
descriptiva, suele dividirse en tres tercios (Fawcett 1986). El primer tercio de la
espermiogénesis, €s primariamente cuando se da ta formacion del acrosoma, el segundo tercio
de la condensacién nuclear y la elongacion, y durante el tercio final Ia adicién de comnonentes
accesorios como ¢l axonema del flagelo. Las proteinas de las fibras densas externas (FDE) y
las vainas fibrosas (VF), son expresadas relativamente tarde, alcanzando el pico de sintesis y
cusamvie despues ue la condensacion nuclear y ciongzcion que ia espermatida tiene que sufrir

{Oko et. al. 1998).

Durante 1a fase de Golgi de la espermiogénesis, una vesicula acrosomal es formada por
la fusion de muchas vesiculas conteniendo enzimas hidroliticas, llamadas granalos
proacroséinicoes, ios cuales derivan del aparato de Golgi (Oko et. al. 1998, Mijica et. ai.
2003). Tan pronto como se forma la vesicula acrosomal, ésta es cubierta con proteinas de la
TP (Oko et. al. 1598. Rousseaux-Prévost 2003). Es posible que la adicién de proteinas de la
TP 2 la vesicula proacresémica, le confiera cspecificided de reconocimisnto, permiti¢ndoles
fusionarse unas con otras y producir la caracteristica vesicula acrosémica. Otro concepto
importante y ielacionado es que la membrana acrosomal contiene un sitio de unién especifico
para una o més de las proteinas de la TP. Al final de la fase de Golgi, las vesiculas cubiertas

con proteinas de la TP, se unen a la region anterior del nucleo de la espermatida.

Los anterior lleva a dos hechos importantes: primero, las proteinas de la TP intervienen
en la unién entre la membrana acrosomal y la envoltura nuclear (formando esencialmente ia
porcion inicial de la capa subacresomal); y segundo, la exisiencia de una regién especifica de

union en la envoltura nuclear para una o mas de las proteinas de la TP.

Durante la fase capping de la espermiogénesis, la vesicula acrosomal mantiene su

crecimiento por medio de la fusidn continua de pequefias vesiculas, derivadas del aparato de



Golgi, a su membrana. Conforme la vesicula crece, esta se extiende y cubre la mitad anterior
del nacleo de la espermatida. El alargamiento de la vesicula acrosomal y de la capa
subacrosomal, ocurre simultineamente. Esto sugiere que las proteinas de la TP son
instrumentales en el proceso de capping. El ensamble de la region subacrosomal de la TP

muy probablemente envuelve una intricada relacion entre las proteinas de la TP y los
componentes especificos de union de la membrana acrosomal y membrana nuclear

(Tovich et. al. 2004)

Durante la fase acrosomal de la espermatogénesis (paso 8 — 14) del acrosoma deja de
crecer y solo adquire la forma del ntcleo de la espermatida. Es durante ésta fase que la region
posicrosomal de la TP es formada inmediatamente después del descenso del manchette

(Tovich et. al. 2004)

Utilizando microscopia electronica e inmunomarcaje con oro coloidal se ha confirmado
la localizacion de historias somaticas en el manchette el cual es una red de microtubulos que
rodea la mitad caudal del nucleo durante el periodo de los cambios morfoldgicos mas grandes
que suceden en la cabeza espermatica. Hallazgos sugieren que las historias somaticas son
sintetizadas de novo durante la espermatogénesis tardia para ser ensambladas en la TP
(Sutovsky et. al. 2003, Tovich et. al. 2004). La variante subacrosomal H2B (subH2Bv), nunca
ha sido observada dentro del niicleo de espermaticidas en desarrollo, pero si ha sido observada
en el citoplasma en asociacion con el sistema acrosomal en formacion y se cree que es el
primer candidato en la direccion de la union de proteinas de TP con las vesiculas
acrosomales. La variante de subH2Bv se expresa principalmente en el testiculo. Esta variante
se encuentra en espermatozoides de murinos y de bovino. Existe gran similitud entre H2B y la
variante subH2Bv y por tal motivo es muy probable que compartan interacciones proteina —
proteina, lo que implica que subH2Bv podria dimetizar con otras proteinas de la TP o con
proteinas de la membrana acrosomal y asi proveer de estabilidad a la membrana acrosomal.
Los enlaces bisulfuro que posee la subH2Bv, pueden explicar la naturaleza insoluble de la
variante subH2Bv en la TP (Aul y Oko 2001).

Por lo menos tres clases de proteinas han podido ser distinguidas, en la TP entre estas

se incluyen proteinas estructurales, proteinas histonicas y proteinas de sefializacion. Se ha
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encontrado que las proteinas estructurales de la PT de espermatozoides maduros con

especificas del espermatozoide y tienen un caracter basico (P> 10), estas proteiras son:
Calicina, Cilicina I y Cilicina II, Pohpéptidos de Bandas Muiltiples (MBP). PERF 15 y Tecinas
(Lécuyer et. al. 2000). Entre las proteinas conocidas gue se encuentran en una ¢ en ambas
regiones, podemos encontrar: Actina, Calmodulina (CaM), Proteina Capping a3 y Proteinas

Capping B3, Distrofinas Cortas, Espectrina, STAT4 (Sutovsky et. al. 2003, Lécuyer et. al.
2000).

Los espermatozoides de mamiferos liberados por el epitelio seminifero y colectados
del liquido de la rete testis, o de la cabeza del eptdidimo, ne pueden fertilizar el huevo. Estos
uecesitan desanolar uu proceso de nueduracion en ei cpididimo para obtener la capacidad
fertilizante. Fl epididimo es un tubo muy contorneado, el cual conecta al testiculo con el
conducto deferente, en donde el promedio de tiempo cel transito espermtico varia de 8 — 14
dias, independientemente de la fongitud del epididimo (3 — 4 m en el humano y 80.m en el
caballo). Conforme la maduracién procede, ocurren cambios concomitantes en Ja estmctura,
metabolismo y fisiologia dei espermatozoide. El titimo residuo de citoplasma es eliminado,
mediante la formacion de la “gota citoplasmica”. En algunas especies la remodelacién del
acrosoma es una caracteristica ultraestructural v también se han detectado cambios en las
caracteristicas de 12 membranz plasmatica. La TP durantc 1a médm'aci-:'xn cpididiinal, se vuelve

mas resistente a la sonicacian, detergentes y a la tripsina.

El incremento en la resistencia estructural, ha sido atribuido a una mayor formacion de

puentes de disulfuro. Se crefa que la morfologia de la TP permanece sin cambios durante la

maduracion - epidicimal, pero estudios ultraestructurales recientes, han demostrado la
formacién de una subestructura de la TP, la cual se encuentra en espermatozoides inmaduros,

pero que ésta aparece durante el transcurso de la maduracion (Mjica et. al. 2003).

La activacion del ovocito en los mamiferos, comprende la finalizacion de la segunda
division meidtica y. it activacion de los mecanismos de defensa anti — poliespermia, paralelo a

oleadas de calcio, las cuales periédicamente cruzan el citoplasma del ovocito.




T -

{2p UOIOBATIOE oD BPEOSEO B| UOD OPRUOIOR[DI 0)USWR|Geqoid OJUOAD UN ‘OPIOZOIEuLIadss
19p BZ3GED BF SYpmua el duemp jusweptder esxadsip os fewrososoeisod eloy ey

-

- EONIO0PUS B]ONORA BUN k& Sjueforuas

BIIONISS 2UN OPUEAID ‘oaony [op eonpuwse|d efeiquowr g Jod SEPEQO[3Ud A SIS031005E]
B[ © JE{ITUIS BISUELW 5p sepiyndus vos [ClOSOIORGRS (] ] op [zmosoroeqns eloy vy £ v
A ! '

J¥IOS0I0R BURIqUIOW B "BONguUadss BIONISS BEO 1ambiens snb sojue pasny Jop ewsejdo;in

fe esondxs so [ewosororsod g, ] ‘03100A0 — oplozojeunadsa uoisny ef ap sandsa(]
-3 -~

v o

" 1 (0002 T8 19
I104nd97) mu:u:;dsmiod | EJ‘HOO BSU2JAp B[ £ oueﬂouqme CI|O1iBSaD [ ‘CASRY [9p UQICEATIOR
2] ueredsip oanb sameuodm;_.ﬁggoezgregas 3p SEINOIOW uod nngyuod eupod elsy anb o1 od
‘UQIOPZI[IIR) ¥ QUBIND OASNY [OP BWISEIAOID |9 l:é:; 9AJNSIP os operodicour sprozojeuradsa

[°D dL ® snb‘bp'eussqo 'Y 35 ‘odwal I10g 'uéovz;]]usg 2| swuemp sonsodoid ssjuerejip

vied 1aios UBHPOG I ®] op sopmpiatpur seped onp ojsandord BY 35 udlquIBy )
f,L_-1
{5007 Fe 13 eI so_legturew Us YOS [°p s1sa10dny =) sp Zapipea g edode
usdaled S3jenyor COIPIIST "solswes ap uoIsny 8| an%olugmoul [ 03100A0 [op ewse[do)l
[o us eolpmiadso BzoqeO B[ 9p opw:&qq 52 eni opndadrjod un Susmdquunsaid

‘00TUOZO[I0SO  1030B UM 303I0AEJ BISY  [00WPBO[IOS) / 4VOS 9P sisdodr

e

"03190A0 [9p 00TwIse]dOpUS O[ROLAI [9P SOUIAJUT SAUSIBWE SO P 1780 9P uomdRISq
¥ opusniuLad “uQIoBZINEUIs op BPROSED | URANOE ‘oplozortuiradsas 1op £ 0110040 |5D

eoneuse|d euriquIows ] U2 -S001103dso saz03dasar anb susnuely :101dada1 [ap s1sa1odrp]

o~

“LOIORZINTIRY B S)UeINp O1100A0 jop ewse[dolnd
[3 U9 OI9BD 3D S2UO1 ap AP UOIIAUL e evtiduwit eyst] © v op BqUIOq ] 9p SIsyyodIpy '}
:SOJ3Jurew us aprozojeunradss [ 1od
EPLONPUT "01I00AO [3p UOIBANDE B Tedi[dxa e1ed sisaiodiy sajuarayip ¢ opesjueyd wery og
‘ounnasew £ ouruawsy oajonuoxd |2 us oaou ap OpuRWLIOJ B3S2 35 anb ‘(FN)

TE3[ONU BIMOAUS B[ US SOWISTUI 501 9p ugrotasul o] & (QJN) sareaionu sosod ap sofs[dwos suf

3p s[quresud [0 :od BPEURCitOOE 55 £ 0119040 [3p HOIOBALOR B) 90NPUL UQIDBZI[INY] B




ovociio. Enatre los subdominios de la hoja postacrosomal, los anticuerpr< monoclorales

MN13, reconocen la capa méas externa. la cual desaparece rapidamente en el citoplasma del
huevo, antes de que el nucleo espermatico inicie s descondensacion. Actualmente, no se sabe
cémo y cudndo el espermatozoide fertilizante pierde su membrana plasmdtica, aunque se
especula que al menos algunas partes de ésta se fusiona con la membrana plasmatica del
huevo, formando una membrana continua en el cigoto, la cual puede ademds estar

directamente anclada a fa TP del espermatozoide (la hoja postacrosomal de 1a TP) (Sutovsky
et al 2003).

Por esfricta definicion. el SOAF es un polipéptido especifico de testiculo,
evoluiivamente  conservado, o bien, un grupo de poliﬁepudos presentes en  los
espermatozoiaes con reaccidn acrosomal, mas probablemente en la hoja postacrosomal y/o en
el segmento ecuatorial, expresados durante las etapas finales de la elongacion de las
espermatidas. Menos de un equivalente de proteina/SOAF de un espermatozoide, es suficiente
para inducir la activacion del ovocito, como se ha demostrado en estudios con citocalasina B,
en los que solo una parte de la TP disuelta en el citoplasma del ovocito causd una completa
activacidn. Ademds se ha conseguido la pérdida de la funcién activadora del ovocito DOr parte
de la cabeza dcl espermatozoide cuando !a hoja postacrosomai es bloqueada con el anticuerpo
MN13 antes de la microinyeccién ¢ la boju postacroscmal de la TD (Mujica et. ai. 2003).

Kimurz et al (1998), han discutido !a posibilidad de que la calicina {componente
citoesqueiético de la TP del espermatozoide de mamifero) puede estar involucrada en la
activacion del ovocito. Una activacién por dos o mas componentes del espermatozoide,

podrian ser los responsables de disparar la activacion de la via de sefializacion para la

activacion del ovocito.

Herrada y Wolgemuth (1997), reportaron la presencia del factor de transcripcidn de
unién a DNA, Stat4, en la TP del espermatozoide de inurinos. Esta y otras proteinas de la TP
llamadas histénicas, podrian ser responsables de la unién extrinseca al DNA en los
espermatozoides parcialmente desmembranados. La sobre expresidon de una variante de

Fosfolipasa C (PLC) testicular en los ovocitos de raton, dispara oscilaciones de calcio,




similares a aquelias inducidas por inyecciones de SOAT. Otras especies similares de PLC cor

actividad sirilar, no estan restringidas a la TP de los espermatczoides, o incluso a la hoja

postacrosomal (Mujica et. al. 2003).

La pérdida y la dispersion de la hoja postacrosomal de la TP, precede a la
descondensacion de la cromatina, enfalizando la impartancia de la remocion de la TP, para la

conversion del nicleo espermético, en un prondcleo macho (Juarez et. al. 1996).

La subestructura de la TP

[L.a TP nresenta una subestructura en la porcién anical de 1a hoia nostacrasomal. En el
espermatozoide de coballo, consiste de proyecciones que asemejan pestatias apoyadas sobre
dos lineas paralelas, las cuales circundan la regién apical de la capa postacrosomal. (Judrez et. -
al. 1999), por lo cual podria estar participando en la unién de la capa postacrosomal con la
membrana plasmatica suprayacent;s {Manandhar et. al. 2003).

La subestructura d= la TP estd ausente en la regién-de la cabeza del epididime, pero
durante el transitc del espermatozoide del coballo por el epididimo csta es formada, de tal
manera que todos los espermatozoides que han madurado la presentan. En la misina especie la
subestructura permanece en espermatozoides capacitados y se pierde en los que ya sufriercnla -
reaccion acrosomal. Actina—f fue especificamente detéctada en las lineas paialelas de la

subestructura. de la TP, e in vitro, la ruptura de la subestructura fue dependiente de
bicarbonato, pH y calcio (Juarez et. al. 1999).

Sin embargo la mayor parte de los constituyentes proteicos de la subestructura son
desconocidos, debido entre otras cosas a las dificultades encontradas para su aislamiento o
extraccion como una sola unidad. Sin embargo, es necesaric saber cudntas proteinas
(mayormente o menormente) constituyen este elemento del citcesqueleto y del grado de
diferencias ¢ variaciones entre cspecies para establecer el papel que desempefia cada uwio de

sus componentes (Ollero et. al. 1998).

En el espermatozoide de toro tratados con Triton — X — 100, Olson et. al. (1983),

mostraron que en el margen anterior de la hoja postacrosomal de la TP, también contiene una
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sabestiuctura pero de apaiiencia papilar; mientras que Koehler (1970) en €l espermatozoide de

conejo, mcdiante el uso de la téenica de criofractura, observé que el margen anterior mosiraba
una morfologia serrada y Judrez — Mosqueda y Mdjica tambiZn observaron la subcstructura en
el espermatozoide del borrego, cuya morfologia fue parecida a la del borrego. Dichos

hallazgos muestran que la morfologia de la subestructura es especie — especifica (MUjica et. al.
2003).

Cambios en las proteinas de la TP a través del epididimo.

El espermatozoide recién liberado de los tibulos seminiferos, no son capaces de
fertilizar al ovocito. Los espermatozoides adquicres estabilidad durante su paso por el
epididimo, a través de una serie de cambios morfologicos y bioguimicos. Estos cambios
conocidos como maduracion epididimal, incluyen cambios estructuraies en la cabeza ye en el
flagelo, cambios en los constituyentes y en las propiedades de la superficie, y la adquisicion de
movimiento progresivo. Durante la maduracion epididimal el nicleo espermatico incrementa
su estabilidad estructural, 1a cual ha sido atribuida al incremento progresivo en la formacion de
puentes disuifuro intramoleculares de las proteinés constituyentes (Bellvé y O Brien 1983).
Recienteinente se reportd que en ¢l espermatozoide de coballo se forma la subestructura en la-
hoia postacrosomal de ia TP y que exisic increrﬁemo de proteinas {calmnuduiina, miosina,
especirina y vimentina) en la TP conforme el espermaiozoide transita por el epididimo. Estos

cambios son adicicnales al incremento de los puentes de disulfuro reportados en la TP (Juirez
y Mijica 1999).

Constituyentes proteicos de la TP en espermatozoides maduros.

Se consideran espermatozoides maduros, aquellos que provienen de la cola del
epididimo. vasos deferentes y espermaiczoides eyaculados (Fawcett - Bioom. 1986). En la
actualidad, solo un ntmero limitado de proteinas de la TP ha sido identificado en los
espermatozoides maduros. La TP es una estructura proteica muy compleja, casi imposible de
obtener en forma completa, sin embargo sus constituyentes pueden ser obtenidos por medio de

tratamientos diferenciales de extraccion (Oko, et. al. 1998). Mas ain, debido a que resisten la
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extraccién con detergentes no desnaturalizantes v soluciones amortiguadoras altas en sales, las

proteinas de la TP han sido comparadas con las proteinas caracteristicas del citoesqueleto de
ias células somaticas (Mujica ¢t al. 2003). En gencral, las proteinas de la TP pueden ser
clasificadas como componentes solubles al SDS (extraidas con KCI) e insolubles al SDS
textraidas con NaOH) (Oko y Maravei, 1994). En ¢l cspermatozoide del bovino, las proteinas
mayoritarias de los componentes de la TP insolubles c¢n SDS tienen pesos moleculares de

aproximadamente 60, 32, 28, 25 y 15 kDa (Oko y Maravei, 1994; Lecuyer y col., 2000).

A continuacion se describen las proteinas de la TP que han sido reportadas como
componentes de la TP, algunas de las cuales son compartidas con las células somaticas

micniras que owas »eii exclusivas de ésta (Muyica et at., 2003).

La calicina o PT60 es una proteina de caracter basico (pl > 8.0) (Hess et al., 1995)
considerada el principal constituyente de la TP {~ 60,000 Da), tiene tres unidades repetidas
consecutivas, llamadas elemeutos Keich y se encuentra localizada en la regién postacrosoma
en todas las especies estudiadas (cerdo, rata, raton, bovino, numano y coballo) {Hess et al.,
1995, Paranco et. al. 1988). Se ha demostrado que existe una alta afinidad de la calicina por la
actina-F (Xd ~ 5 nM), con una relacidn aproximada de 1:i12. En solucion acuosa ia calicina
2sté presente en forma muliimérica. La calicina junto con otras proteinas ha sido involucrad en
la estabilidad de la TP (Bellvé et al 1990, Lecuyer y col., 2000). También la calicina y las
cilicinas han sido localizadas exclusivamente en el caliz de una gran variedad de especies de

mamiferos (Hess et al., 1995).

Longo et. al. (1987) identificaron, en los extractos de los calices (region postacrosomal
de la TP) de espermatozoides de toro y rata, un grupo de proteinas, llamado bandas
multipeptidicas (MBP, por sus siglas en inglés) con Mrs. 56,000 — 74,000 Da, ccn un punto
isoeléctrico alrededor de pH 10 (Longo et. al. 1937, Hess et. al. 1993). Se ha encontrado que
las proteinas de la MBP estan inmunoldgicamente relacionadas una con otra, pero no con la
calicina. Se ha postulado que éstas junto con la calicina estan involucradas en la estabilidad de
la TP (Mfdjica et. al., 2003). Paranko et al. (1988) mostré la amplia distribucién de ésta




oroteinz citoesquelética cn lus cilices de muchas especies de mamifercs, desde roton hasta el
hum~uo (Hess et. al. 1993}

La cilicina 1 (74.8 kDa) y cilicina Il (53.6 kDa) son dos proteinas basicas (pl 10.5)
(Holger et. al. 1993, Mijica et. al. 2003) especificas del espermatozoides. Estas son
cxpresadas especificamente en cf lesticulo y son localizadas en la region postacrosomal de ia
TP en espermatozoides de humano, cerdo y bovino. El caliz en su conjunto podria representar
una estructura citoesquelética con carga netamente positiva, la cual es una situacién inusual en
vista de que la mayoria de las moléculas citopldsmicas son con carga negativa (Hess et al,
1695). La cilicina II es un miembro de ia MBP y es la tercer proteina mas abundante de ia TP
con propiedades de unién con actina—F. Para ambas cilicinas se ha sugeﬂdo una funcion
estructural (Holger Hess et. al. 1993, Mujica 2003). Cilicina I se caracteriza por tener en la
parte central de su molécula nueve unidades repetidas, con un maximo de 41 aminoacidos, por
lo que tiende a formar o hélices. La cilicina I ha sido detectada solamente en esperméﬁdas ¥
espermatozoides maduros, con ur punto isoelécirico calculado de -~ 10.5. Se ha sugerido que
cilicina I v calicina estdn implicadas en la morfogénesis de la cabeza del espermatozoide y en
la diferenciacion del espermatozoide, debido a que la sintesis en especifico de la cilicina t y la
calicina en la espermiogénesis tardia, as{ como el especificamente por el enriguecimiento del
caliz con &sias proteinas; aunque ni la ciilcina I, ni las otras MBP son suficicuies para
establecer la morfogénesis especie — especifica de los espermatozoides (Hess et. al. 1993). La
propiedad de unién de cilicina I1 a  actina-F, probablemente se debc a la naturaleza
policatidnica de ésta proteina. Las funciones de las proteinas de la TP, que presentan
propiedades de unién a actina durante la espermiogénesis, no estan bien definidas (Rousseaux-
Prévost 2003). Hasta el momento, no se puede excluir que la calicina y cilicina y otras MBP
formen complejos con elementos del caliz cargados negativamente, hasta ahora no
identificados. Ciiicina I, en contraste con cilicina II. es rica en residuos de prolina; quira ésta
caracteristica de todas las cilicinas también representa una unidad estructural y/o funcional

(Hess et al., 1995).

La proteina llamada PERF15 (15,060 Da) también es una proteina especifica de testiculo y

principal componente del perforatorium de espermatozoides de rata y raton, y pertenece a una
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familia de pruteinas de anclaje para lipides. La secuencia de aminodcidos de PERF1S tanto en
Jatas como en ratones es casi idéntica. La PERF15, asi como otras proteinas, esta asociada
periféricamente con la membrana acrosomal, por lo que podria tener una funcién en el arreglo
estructural y en la estabilidad de estc organelo, debido a su propiedad de unidn a lipidos-
(Miﬁjica et. al. 2003). La localizacion estructural de esta proteina en vecindad con ¢t acrosoma,
también sugiere que PERF 1S podria tener funciones durante la reaccion acrosomal vy

fertilizacion (Pouresmaeili et. al. 1997).

La isoforma Dp71f de las distrofinas ha sido identificada en la rcgién postacrosomal
de la TP y la B-distrobrevina en la region subacrosomal de espermatozoides de cobayo. Dp71
€s una disirofina coria avundante en el jido no muscaiar, inciuyendo el igjido tesiicuiar. £a
diferentes tejidos las distrofinas las distrobrevinas estin relacionadas con el inantenimientc
funcional de los dominios de membrana y actian como un puente de unién entre el
citoesqueleto de actina y la membrana plasmatica, formando el llamado complejo DPC
(complejo proteina-distrofina, por sus siglas en inglés). Las localizaciones diferentes de Dp717
y p-distrobrevina en ia [P, apoya las diterencias bioquimicas entre ia regién subacrosomal y la

region postacroscmal de la TP (Mijica 2003).

Las tecinas sop una tamiliz de preteinas (M= 80,000, 70,000 y 75,000; cen pi 7.4
especificas de células germinates constituycntes de la TP. Las tecinas son ensambladas
coordinadamente en una estructura que gradualmente se extiende sobre el polo anterior del
niicleo con forme la célula pasa de la espermicgénesis a la espermiacion (Bellvé et al. 1990).
La funcién de las tecinas, asi como los mecanismos responsables de la transicién morfologica

y bioquimica durante la maduracién epididimal, permanece sin ser resuelta (Mijica et. al.
2003).

La actina—F es una proteina de aproximadamente 43 kDa y un punto isoeléctrico
aproximado a 10. Utilizando anticuerpos anti-actina, esta proteina ha sido enconirada en la
regién postacrosomal de la TP de espermatozoides de toro conejo y cerdo, sin embargo, bajo
las mismas condiciones la actina no ha sido encontrada en espermatozoides de humano y

hamster. En espermatozoides de toro, ha sido localizada en los dos tercios anteriores de la
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region postacrosomal, misntras que en los espermatozoides de corejo en la mitad anteiior de

la regién postacrosomal. Tambicn se ha demostrado, por microscopia electronica que en los
espermatozoides de cerdo la actina estd presente en el segmento ecuatorial, entre la membrana
plasmética y la membrana acrosomal externa. En el espermatozoides de coballo la actina—F ha
sido delectada en la regién postacrosomal de ta TP. La funcién de la actina, asi como la
interaccion que tiene con otras proteinas de la TP, es hasta ahora desconocida (Rousseaux-
Prévost 2003), pero una funcion comun de fas estructuras citoesqueleticas de actina consiste
en endurecer o cambiar {a forma de la membrana plasmatica (Alberts et al., 2002). Una de las
posibles funciones que se le ha airibuido a la actina es anclar el acrosoma y darle forma a la
cabeza del espermatozoide (Rousseaux-Prévost 2003). En el espermatozoide del coballo, se ha
demostrado que la actina—t esta implicada en la estabilizacion de la subestructura de la TP, ya

que é€sta desaparece cuando los espermatozoides son tratados con citocalasina—D.

En general la presencia de actina y la localizacién exacta de la misma en los
espermatozoides maduros es un tanto controversial y parece ssr variable de acuerdo a la
especie (Mujica ct. al. 2003). Sin embargo para un mejor entendimiente de las funciones de la
misma, es necesaria la bisqueda de otras proteinas con propiedades de unién a ésta. Lo
anterior es debido a que, las investigaciones sugieren que la actina podria jugar mas de un
papel cn el desarrollo de iz reaccidi acrosomal y on la preparacidn del espermatozoidé pasa
otros eventos de la fertilizacion, ademas de mantener las morfologias distintivas de la cabeza

del espermatozeide (Dvorakova et. al. 2005).

Adicionalmente las proteinas relacionadas con actina Arp-T1 y Arp-T2 fueron
recientemente descritas en la region subacrosomal de la TP (Sutovsky et. al. 2003).

Las proteinas Capping o3 v B3 (CPu3 y CPB3), proteina de unidn u actina, son
componentes del caliz de espermatozoides de cobailo, bovino y humano. El peso molecular
calculado es de 33,740 y un punto isoeléctrico de 6.36 y consiste de 301 aminoacidos. Las
proteinas capping se unen al extremo barbado de los filamentos de actina in viiro, ademads

previenen la adicién y pérdida de monomeros (Mjica et. al. 2003).
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En el espermatozoide de conejo la cspectrina ba side localizada 2 lo largo de la cara
nuclear de la membrana acrosomal interna y en la cara mas externa de la regién
postacrosomal. incluyendo la lamina postacrosomal (Mjica et. al. 2003). Kann et. al., (1993)
detectd espectrina en la capa subacrosomal en espermatidas de rata,.mono, humano, hamster,
raton y conejo durante la mayor parte de la espermiogénesis. Se cree que la espectrina podrfa
representar un componente citoesquelético en los espermatozoides. Espectrina, son proteinzs
que no son parte de la subestructura de la TP, aunque estas sean proteinas que pertenecen a la
TP (Mujica ct. al. 2003). -

Otra proteina encontrada en la TP es la calmodulina (CaM) la cual se encuentra
disiribuida wn sus dos regiones. Esta ha sido reportada en los espermatozoides de muchas
especies animales, incluyendo carnero, conejos, hdmster, rata, ratén, humano, cobayo y monos
(Mijica et. al. 2003). Se ha establecido firmemente que la calmodulina es un componente
integral de la TP del espermatozoide. La proteina ha sido reportada por algunos autores en !a
region post-acrosomal mientras que otros la reportan ya sea en la regién subacrosomal o sobte
ida la TP. Oira proteina la p30, de unién a calmodulina ha sido localizada en la TP (Lecleic y
Goulpi, 2000). CaM pertenece a la familia de proteinas cinasas dependientes de calcio, estas

cinasas fosforilan residuos de serina o de trecnina de determinadas proteinas (Alberts et al
2602).

e

Por etra parte, se ha sugerido que algunos constituyentes de la TP son factords
esenciales para la activacion del ovulo, los cuales son introducidos a éste durante Ja
fertilizacion. Uno de los factores propuestos es STAT4 ya que ha sido detectado en la TP de
espermatozoides de ratén. STAT4 pertenece a la familia de citocinas STAT, cuyos miembros
promueven diversos eventos fundamentales de la comunicacién celular y podria no tener una
funcién en espermatozoides de epididimo o espermatozmdes maduros, los cuales san
transcripeionalmente inaciivos. Una vez que el cspermatozmde fertilizante estd en contac‘v'o
con ¢l citoplasma del 6vulo, la TP es desmantelada y sus componentes son icorporados gl -
citoplasma, en donde STAT4, junto con otras proteinas de la TP como el SOAF (factlr .
activador de origen espermdtico, por sus siglas en inglés); podrian participar en la activacién

del ovulo, activacién de la transeripeion y/o divisién temprana del embrién. La presencia de
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STATI v STAT4 han side reportadas en espermatozoides dc humanc y ambas estin
localizadas en la region apical de la cabeza cspermatica. Iistas proteinas son activadas durante
la capacitacion, y en el espcrmatozoide de humano, después de la reaccion acrosomal STAT4

permanece (Mgjica et. al. 2003).

Actualmente, la necesidad por métodos mas rapidos y especificos para la deteceion y
cuantificacion de varias biomoléeulas, no habia sido tan grande (Ueda. 2002), para €ste
propdsito, los anticucrpos son herramientas poderosas cuando son utilizados para la
identificacién y caracterizaciéon de proteinas especiticas. Fragmentos celulares e inclusive
células completas pueden ser utilizados como antigenos y los anticuerpos resultantes deberan
ser usados de manera apropiada para la creacién de sistemas de pruebas para tener un
acercamiento prospectivo y poder explorar la funcioén y destino de las proteinas (Sutovsky et.
al. 1999, I. N. Batova, et. al. 1997). Cuando se utilizan antigenos purificados, se incrementan

las probabilidades de obtener una respuesta altamente especifica por parte de las células B-

(Hendriksen y Leeuw, 1998).

La produccion de anticuerpos puede ser hecha en varios animales, como lo son: conejo,
ratdn, rata, hdmster, coballo, pollos, etc. Para la seleccion de la especie animal que puede ser
utilizada para la produccién y obiencion de i0s aniicuerpos, €5 necesario CCuocer aigunos

aspectos, los cuales se describen en la tabla 1.
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Tabia 1

Anlu‘uer'_'

X la pi oducudm de pA ‘
| lnmltadas déumg ‘WH Ay .,?\v-

Frecuentemente es la mejor opcion para
Ratén. 2ml 4

la produccién de mAb.

l . o

Lo 3 . Frccuentementc csk‘buenm)pqlon para la
Rata. o . . . e 0o
L i S - producolélﬂﬁe mAWH.
s Lt i ‘ N TR
Frecuentemente es buena opeion para la
Hamster. 20 ml - X _ .
produccién de pAb.
Coballo. T x 2 ][Son diffcilesde
! opatio. . ] n di 9' Wﬁi Ml
' [ I Buenos para ser usados- con Ag
Pollos. 50 : X
altamente conservados en mamiferos.

(Lane, 1988)
* pAb: Anticuerpos poiiclonales por sus siglas en inglés (policlonal antibodies).
* mAb: Anticuerpos monoclonales por sus siglas en inglés (monoclonat antibodies).

* Ag: Antigeno.

Las inmunoglobulinas son glucoproteinas y estdn compuestas en un 82 — 96 % de
polipéptidos y en un 4 ~ 18 % de carbohidratos. El componente polipeptidico de una
inmunogiobulina, posee casi todas las propiedades biologicas asociadas a los anticuerpos, es
decir, la propiedad de combinarse especificamente con la sustancia que provocé su formacion

(antigeno) (Toshimort et. al. 1691).

Es posible utilizar anticuerpos y antigenos en inmunoensayos, debido a su capacidad
de fijacién ya su acoplamiento a fluorocromos o a otros marcadores; reduciendo asi el costo y

¢l ticmpo que de otra manera seria necesario para la conjugacion quimica de dos dominios
(Ueda. ct. al. 2002).
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La proteina G tiene la habilidad de unirse a lz [gG de muchas especies de mamiferos,
€s por eso que se prefieie su uso para la marcacion de anticuerpos (Roberts et. al. 1995).
Gracias a ello, ¢l uso de los inmunocnsayos se incremento considerablemente por su rapidez y
versatilidad. Por otra parte, con la utilizacion de la llamada tecnologia de hibridomas, ha sido
posible la produccién virtualmente de cantidades ilimitadas de anticuerpos monoclonales
(mADbs) (Ac. Por ascitis). Estos mAbs ahora son usados en la investigacion, el diagndstico y en

las terapias (Hendriksen ct. al. 1988, Juarez ct. al. 2000).

Con el advenimiento de las téenicas de manipulacién de genes, incontablcs fusiones de
anticuerpos con proteinas han sido construidas y principalmente han sido utilizados para
analizar ia funcion que tiene cada pioteina (Ueda. 2002). Los métodos inmunoldgicos han
probado ser excelentes herramientas en varios campos de la biologia. Las técnicas son lo
suficientemente sensibles para detectar una muy pequefia cantidad de las moléculas de interés,

visualizar las células o tejidos blanco, usando reacciones antigeno-anticuerpo (Susca et. al.
2001. Sites et. al. 1995).

Se ha visto que durante el proceso de congelacidn — descongelacién de los
espermatozoides, estos sufren uns pérdida o redistribucién de las proteinas del citoesqueleto,
generéndosc asi cambios o dafios cn ias fuiciones {isiologicas en el esperinaiozoide, debido a
la rcdistribucién de domirios y protefnas involucrados en el reconocimiento y fusion de

membranas durante el proceso de fertilizacion.
Introduccién a los anticuerpos.

El principio bésico de cualquier técnica inmunoquimica, se basa en un anticuerpo
especifico, el cual se combinara con un antigeno especifico, el cual generara asi, un complejo
aniigeno — anticuerpo exclusivo.

La definicién clédsica de antigeno es “cualquier sustancia extrafia que genera una

respuesta inmune, cuando son introducidas a los tejidos de un animal susceptible y es capaz de

combinarlas con los anticuerpos recién formados. Los antigenos, generalmente son protefnas,
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de alto peso molecular o también pueden ser polisacaridos. Lus polipéptidos, lipidos, 4cidos
nucleicos y rauchas otras sustancias pueden funcionar como antfgenos. La respuésta inmune
también puede scr generada contra otras sustancias mas pequefias, conocidas como haptenos.
Una gran varicdad de moléculas pequeiias como fArmacos, azicares simples, aminoécidos,
pequenios péptidos, fosfolipidos o triglicéridos, pueden funcionar como haptenos. Con el
suficiente tiempo, éstos serdn identificados por el sistema inmune y evocaran la produccién
especifica de anticuerpos. Sin embargo, esta respucsta inmune especifica es altamente variable
y depende mucho del tamafio, estructura y cownposicién del antigeno. Los antigenos que

desarrollan respuestas inmunes exaccrbadas, se dice que son inmunégenos fuertes.

El pequeho sitio, en el que un anticuerpo complementario podria unirse, es conocido
como epitopo. Este usualmente es de uno a seis monosacéridos o de 5 a 8 residuos de
aminoécidos sobre la superficie de un antigeno. El rango de posibles sitios de unién, es
enorme, y cada sitio de union tiene sus propiedades estructurales, derivadas de uniones

covalentes, enlaces i6nicos, asi como interacciones hidrofilicas e hidréfobas.

Para que ocurra una interaccion eficiente entre el antigeno y el anticuerpo, el epitopo
debe estar siempre dispenible para la union. Si la moiécula blanco es desnaturalizada, como
por ¢jemplo por un proceso de {yjacion, reduccion, cambio de pH, o duranie la preparacion
para un gel de electroforesis, cl epitopo podria ser alterado y esto podria afectar su habilidad
_para interactuar con el anticuerpo. Por cjemplo, algunos anticuerpos son ineficicntes para
Westem blott, pero muy buenos para inmunohistoquimica, en el @ltimo procedimiento se debe
a que, un sitio antigénico podria ser mantenido en el tejido, mientras que en el otro tipo de
preparaciones, la conformacién de las proteinas se puede alterar lo suficiente como para

destruir el sitio antigénico y asi impedir la unién del anticuerpo.

En algunas instancias, los péptidos antigénicos tienen ventajas sobre los antigencs de
las proteinas completas, debido a que los anticuerpos generados podrian ser dirigidos contra
una sola secuencia. Esto cs especialmente util cuando se estan investigando proteinas que

pertenecen a familias o simplemente a secuencias con alta homologfa.
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Las caracteristicas de ur buen antigenos incluyen:

& Arcas de catabilidad estructural y complejidad quimica dentro de la molécula.

® Peso molecular minimo de 8,000 - 10,000 Daltons, aunque haptenos con pesos
molecularcs tan bajos como 200 Daltons, han sido utilizados en presencia de una
proteina acarreadori.

La habilidad para ser procesada por el sistema immune.

Regiones inmunogénicas que sean accesibles al mecanismo generador de anticuerpos

Elementos estructurales que sean lo suficientemente diferente al los del huésped.

> o @ <@

Los péptidos antigénicos, deben contener al menos un 30% de aminoacidos
inmunogénicos y una cantidad signiticante de aminoécidos hidrofcbos o de residuos

con carga.

Fig. 2. Representacion gréfica del reconocimiento antigeno — anticuerpo.

Un anticuerpo es definido como “una inmunoglobulina capaz de unirse
especificamente con el antigeno que caus6é su produccion en un animal susceptible”. Son
producidas en respuesta a la invasion del organismo por moléculas extrafias. Los anticuerpos
estidn compuestos por cuatro cadenas polipeptidicas, cada copia contiene dos copias idénticas
de la cadena pesada y dos copias idénticas de la cadena ligeras. Los anticuerpos pueden ser
divididos en cinco clases: IgG, [gA, TgM, IgE, IgD. Esta nomenclatura se basa en el tipo de

cadena pesada. Las cadenas ligeras dc los anticuerpos pueden ser clasificadas como tipo
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Kappz (x) o Lambda (2} y esta clasificacion se basa en pequefias diferencias estructurales del

polipéptide; sin embargo, la cadena pesada es la que determina la subclasc de cada anticucrpo.

Las subclases de las inmunoglobulinas difieren en e! nimero de puentes disulfuro v en
la fongitud de la region de bisagra. El anticuerpo mayormente utilizado es de la clase igG

debido a que es la inmunoglobulina que mayormente se libera en suero.

La clasica forma de “Y” de la IgG esta compuesta de dos brazos variables, antigeno
especificos F(ab), los cuales son criticos para la union con el antigeno; v la cola constante,
conocida como Fc, la cual se une a los receptores F'c de las células inmunes.. también es-
utilizada para la manipulacion durante ia mayoria de los procedimientos inmunoquimicos. El

numero de regiones F(ab) en el anticuerpo, corresponde con su subclase y. determina la

valencia del anticuerpo.

Los anticirerpos pueden ser conjugados directamente, con un marcador como podria ser -
una enzima o {iuordforo en la region Fe. La regién Fe, también puede ser usada para anclar el
anticuerpo en la placa de ELISA, ésta region puede ser encontrada mediante anticuerpos

secundarios en inmunoprecipitaciones, inmunoblotts ¢ inmunchistoquimicas.

La constante de afinidad para la unién antigeno — anticuerpo puede variar en un amplio
rango, extendiéndose de menos de 10° mol” a més de 10" mol”. Ademas, la constante de
afinidad puede ser afectada por temperatura, pH y solventes. Por otra parte la constante de
afinidad solo puede ser medida pa.ré anticuerpos monoclonales, pero no para policlonales,

debido a las muiltiples uniones que se llevan a cabo entre los anticucrpos y el antigeno.

Las técnicas inmunoquimicas se basan en la especificidad cxtrema que poseen los
anticuerpos por su antigeno. La multivalencia que posee la mayoria de los antigenos y
anticuerpos, les permite interactuar y formar un precipitado. Ejemplos de las aplicaciones
experimentales en los que se utilizan anticuerpos, scn el Western Blott, inmunohistoquimica e

inmunocitoquimica, ELISA, inmunoprecipitaciones y citometria de flyjo.




Cuando se disefian procedimientos expcrimentales, es imponante diferenciar entre

anticuerpos monoclonales y policlonales. v en esta diferencia, s basan las ventajas v las

limitantes para su uso.

Muchos de los anticuerpos utilizados en las téenicas inmunoquimicas son producidos
por inoculaciones repetidas cn un animal conveniente. Fjemplo, conejo, rata, raton, cabra,
burro u oveja. El suero es obtenido en el pico de la produccién de anticuerpos.
Especificamente, las concentraciones de IgG son aproximadamentc de 1 a 10 mg/ml. Las
moléculas con baja antigenicidad podrian requerir de la adicion de un adyuvante, el cual

permite una lenta liberacion del antigeno, permitiendo que éste sea mejor atrapado por los

macrofagos.

Una caracteristica de los antigenos es que éstos inducen la activacion de muchas clonas
de células B en el animal inmunizado. Esta mezcla policlonal de los anticuerpos podria
resultar en cl reconocimiento de una variedad de epitopos en ¢l antigeno. Debido a que éstas
mezclas policlonales de anticuerpos reaccionan con miltiples epitopos sobre la superficie cel

antigeno, éstos seran mds tolerantes a los cambios menores en el antigeno, mientras que i0s

anticuerpos monoclonales no.

Una poblacién de anticueipos homogéneos (ejemplo, anticucrpos monoclonales) pucde
ser alcanzada por fusién de linfocitos B con cultivos de células inmortalizadas para producir
hibridomas. Los hibridomas producirdn muchas copias exactas del mismo anticuerpo. Debido
a que los anticuerpos monoclonales reaccionan con un solo epitopo en el antigeno, €stos seran
més vulnerables a la pérdida del epitopo debido a tratamientos quimicos del antigeno, esto

puede ser evitado al producir dos 0 mas anticuerpos monoclonales del mismo antigeno.

Los anticuerpos policlonales, frecuentemente, se cncuentran disponibles en formas

‘relativamente no purificadas, descritas cono “sueros” o “antisueros”.

Antisuero se refiere a la sangre de un huésped inmunizado. Como su nombre lo

sugiere, éste contiene anticuerpos de todas las clases, asi como otras protefnas séricas.
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Adcmés. de que los anticuerpos reconocen al antigeno blanco, el antisuerc contienc también
anticuernos contra varios antigenos no blancos que a veces pueden reaccionar en forma no
cspecifica en ensayos inmunologicos. Por ésta razon, los antisueros en bruto, frecucnicmente
son purificados para climinar las protcinas del suero y enriquecer la fraccion de

inntunoglobulinas que reaccionan especificamente con el antigeno blanco.

Las preparaciones de anticucrpos sin purificar variau significativamente en su
concentracion de anticuerpos cspecificos. La concentracién de anticuerpos especificos en los
antisueros policlonales tipicamente oscila es de 1 a 3 mg/ml. El sobrenadante de los
hibridomas por lo general contiene de 0.1 a 10.0 mg/ml; e} liquido de ascitis (sin purificar)

uipicamente oscila entre 2 y 10 ing/ml.

La concentracion de anticuerpos en preparaciones purificadas deberd determinarse a

través de ensayos estandarizados como lo es €]l BSA.

Frecuentemente, para la amplificacion de la sefial y para piopdsitos de deteccion, los
anticuerpos purificados sor conjugados con enzimas, fluoréforos o haptenos como es la
peroxidasa de rdbanos (HRP), fosfatasa alcalina (AP), rodamina, FiTC, o biotina. Los
anticuerpos conjugados tienein estabilidad diferencial y requieren diferentes amortignadores v
cordiciones de almacenamiento especificas para retener su méxina actividad (Chemicon

International, 2004).
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Hipotesis.

Debido al potencial que tienen los anticucrpos para la identificacion y cuantificacion
de biomoléculas: es posible utilizar anticuerpos especificos contra fas proteinas de la teca
perinuclear de verraco. Tales anticuerpos especilicos podran  ser utilizados para la
identificacién y caracterizacién de las proteinas niaynritorias que conforman a la teca
perinuclear del espermatozoide de cerdo, asf como también tratar de conocer la funcion de

¢stas proteinas.
Objetivo.

El objetivo dc ésta investigacion cs extraet la teca perinuclear de espermatozoides
frescos de verraco, una vez obtenidas, las protefnas seran procesadas y posteriormente, serén
inoculadas en ratas por via intraperitoneal para promover la produccién de anticuerpos contra

las mismas.

Justificacién

La amplia aplicacion de ia insesuinacion ai iificial v 1a 1calizacién de todu su potencial,
depende ampliamente del uso de semen congelado. Sin embargo, la fertilidad en la
inseminacion artificial es mas pobre que aqueila que es hecha con semen fresco en la mayoria
de las especies. Inclusive usando las mejores técnicas de preservacion, la sobrevivencia de las
poblaciones de espermatozoides después del descongelamiento es aproximadamente del 50%.
La mayoria de los espermatozoides que sobreviven tienen caracteristicas que los distinguen de
aquellos que no han estado congelados (Hernandez et al 2006). Se ha visto que la TP de los
espermatozoides descongelados presentan alteraciones que posiblemente estén involucradas en
1a baja viabilidad de este tipe de célula. Ademas, el congelamiento y descongelamiento causan
un considerable incremento en el porcentaje de espermatozoides que carecen de acrosomas. La
produccién de anticuerpos podrad ayudar con la caracterizacién de Jas proteinas de la TP

afectada por el proceso de criopreservacion.
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Materiules y métodos.

Se colecto ¢l semen (solo fraccion rica), separando la fraccion gelatinosa a través de

una gasa esteril.

Para eliminar el plasma seminal y el diluyente de transporte, las muestras fueron

lavadas a 1000 rpm durante 10 minutos y resuspendidas en solucion salina (NaCl, 154 mM).

Se obtuvieron fracciones ricas de eyaculados de verracos por ¢l método de la mano
enguantada, de linea Landrace — York de un centro de inseminacion ubicado en Jilotepec

Estado de Mexico, ei cual fue transporiado en un termo previamenic wmpeiado a 38 °C.
Evaluacion del semen.

A los eyaculados obtenidos se les realizaron valoraciones cuantitativas (concentracion
espermatica) y cualitativas (movimiento progresive, morfoanormalidades), La conceniracion
se determin en una camara de Neubauer, en una solucion de 1000 pl Triton X-100 al 0.1% en
PBS v 50ui de semen homogenizindose suavemente. Se contaron cinco recuadros y se aplico
1a siguicnte ecuacion para obtencr cl total de espermatozoides: espermatczeidss contades X |
1.05 = millones de células. La evaluacion de la motilidad espermatica se realizo en gotas de
semen observadas con el objetive de 40x en microscopio de luz, marca Carl Zeiss. Para
observar las morfoanormalidades, los espermatozoides fueror: tefiidos con eosina — nigrosina y
también observadas con el objetivo de 40x en microscopio de luz. Posteriormente las mucstras
fueron lavadas con solucién salina fisiolégica 154 mM (SSF) con la finalidad de retirar el
plasma seminal y la concentracién fue ajustada a 35X10° células/ml.

Decapitado.
Para el decapitado de las células espermaticas se adapto la técnica descrita por Siy

Okuno (1999). Todo el procedimicnto de decapitado se realizé en una cémara fria a 4 °C. Las
células espermaticas fueron suspendidas en solucién salina fisiolégica (NaCl 154 mM), a la
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cual se le agregé 49 pl/ml de «! cocktail de inhibidores de proteasas (Complete, Roche

Diagnostics, Germany), como fue descrito por Rousseaux-Pi¢vost (2003).

El decapitado se realizo empleando perlas de vidrio de <106 pm (Sigma, México), y
una concentracion de 10X10° espermatozoides/ml en una relacion 1:1 (v/v). Para ello las
perlas fucron colocadas en un tubo de ensaye (3 cm’), a las cuales se les agrego la suspension
espermatica, ensegulda la mucstra fue agitada en un Vortex (IKA, Minishaker MS1) operado a
maxima vclocidad (2,500 rpm aproximadamentc) por 2 minutos. Se dejé que las perlas
sedimentaran y el sobrenadante fue recuperado, ya que este contenia las cabezas y los flagelos.
El proceso fue monitoreado por medio de la observacion de muestras alicuotas al microscopio

de iuz.

Para separar las cabezas, el sobrenadante fue filtrado pasando el sobreradante
principalmente a través de mayas de Nylon, con un tamafio de poro de 11 pm (Millipore,

México), con este método se logro una purificacion mayor al 5% de cabezas.

Exposicion de la TP

La concentracion de las cabezas obtenidas por el proceso de decapitada fue ajustada a

la concentracion de 35X10° células/m! en SSF.

La exposicion de la TP se realizo incubando las cabezas con el detergente neutro Brij

36-T 14 (0.65% concentracién final) durante 10 segundos a temperatura ambiente,

Inmediatainente, la suspensién de cabezas espermaticas fue centrifugada por 10 min a
1,500 rpp1 0 3 min a 2500 rpm, el sobrenadante fue desechado y la pastilla se resuspendio en
SSF para ser lavada tres veces, por centrifugacién resuspension a 2500 rpm, en la misma
solucion. Las mucstras se resuspeiidieron nuevameite en SSF a la concentracidn inicial. Este

tipo de muestra serd referida como cabezas con teca expuesta.
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Extraccion de la TP:

LLa extraccion completa de la TP se'realizo incubando las cabezas con teca expucsta
(50X10°/ml) con el detergente Brij 36-T (0.65% concentracion final) y DTT (3.75 mM
concentracion [inal) durante 40 segundos a temperatura ambicente. La muestra fue centrifugada
a 4000 rpm durante 5 minutos en una centrifuga clinica. 141 sobrenadante fue recuperado y las
proteinas presentes en el sobrenadante fueron precipitado en acctona fria v/v a —20 °C por 12 —

18 horas para postcriormente ser separadas en geles de poliacnlamida.
Microscopia electrénica

Las muestras fueron procesadas para su observacién al microscopio electrénico de
transmision (MET) por tincidn negativa (Judrez y Mijica 1999). Se tomaron alicuotas 20 pl
durante tres de las etapas de! desarrollo de la investigacion con e! objetivo de valorar los
procesos de decapitado, exposicion de la TP y extraccién de las proteinas de la TP. En todos
los casos, las muestras espermaticas fueron fijadas con Kamowski (v/v) por 20 minutos a
temperatura amoiente (Karnowsky, 1995). Después de la {ijjacion, las cabezas esperméticas -
fueron centrifugados 2 2,500 rpm por 3 minutos (lavado), la pastilla fue lavada tres veces en
PBS, dos veces on agua desicnizada y se resuspendio en su volumen inicial en ésta Gliima.
Gotas de 20 pl de las suspensiones fueron colocadas sobre rejillas de cobre de 200 mesh
(cubiertas cor: membranas de soporte colodién-carbén) y se dejé sedimentar por 10 minutos.
El exceso fue retirado con el filo de un papel filtro y las cabezas fueron tefiidas con 4cido -
fosfotungstico al 0.2% en soluci6én acuosa por 2 minutos. Las rejillas fueron lavadas con agua
destilada y observadas al MET Carl Zeiss EM900, (50 kv) operado a 50v.

/

Cuantificacion de proteinas por el métod,b del Acido bicinconinico '(BCA).

Es uno de los métodos utilizados para la cuantificacion de proteinas en muestras
con altas concentraciones de detergente (0 a 1 % de detergente). Este método combina la
reduccién de Cu'? a Cu*! por parte de las proteinas en medio alcalino, el cual es detectado por

el BCA. La estructura macromolecular de la proteina, el ntimero de enlaces peptidicos y la
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presencia de los aminoécidos cisteina, cistina, tiroeina ¥ iripiofano, se ha reportado que son los
responsables de la formacién de color purpuia para la cuantificacion (Smith 1685). Misma que

dio cuomo resultado 0.055 pg/pl.

Esta determinacion sc realizé como esta descrito on ol Manual de métodos No. 2, Sce.

VIII: Protein Chemestry, Pag. 138.

Procedimiento:

1. En placas de 96 pozos, colocar 100 ul de una solucién de proteina estandar (BSA) con
0,2,4, 6,8y 10 ug, res pozos por cada conveiilracion.

2. Muestra problema: se colocan 100 pl de muestra.

1. A ambas muestras se les adicionan 100 pl de solucion BSA, se homogeniza con
micropipeta (sin hacer burbujas).

4. La lectura fue tomada con un filtro de 540 nm entie las 2 y las 24 hr de incubacion a

temperatura ambiente,
Ver anexo para ver las soluciones de trabajo y la curva estandar.

Electroforesis SDS-PAGE.

Las protefnas de la TP precipitadas con acetona fueron disveltas en 20 pl de PBS,
adicionadas con el mismo volumen de amortiguador de muestra (SDS 2%) y hervidasa 100°
C durante 2 minutos, enseguida se les adicioné 10 ul de 2 — mercaptoetanol al 5% (Biorad) y
se hirvieron por 2 minutos mas. Las muestras fueron cargadas y corridas en geles preparativos
de petiacrilamida (SDS-PAGE al 12%). de acuerdo con el sistema discontinuc originalmente
descrito por Laemamli (1970). Como referencia se utilizaron marcadores de bajo peso
molecular (Kaleidoscope Prestaines Standards, Biorad). Algunos de los geles fueron teflidos

con plata y otros con azul de Coomassie (Rousseaux-Prévost 2003).
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inminoblott (Western Blotting).

Para probar a las proteinas de la TP reconocidas por fos anticuerpos producidos, se

utilizé la téenica del western blotting.

Los geles con las proteinas de TP corridas por ¢leciroforesis (por duplicado), fucron
sumergidos en amortiguador de transferencia durante 15 minutos pasa ser transferidos a través
de un sistema semiseco a membranas de nitrocelulosa (Stratagene. La Joya, California. 45 pm
de tamafio de poro), aplicando una corriente de 400 millinmperes durante 50 minutos,
atilizando para ello un aparato TermoEC, EC4000P, seric 90 programable, siguiendo la
técnica descrita por Towbin et el (1979). Vara la translerencia, todo el material (membrana ds
nitrocelulosa, papel filtro y esponjas) fueron humedecidas en ¢l amortiguador de transferencia

durante 15 minutos. El amortiguador de transferencia fuc preparado de la siguiente manera:

Una vez transferidas las proteinas, estas fueron visualizadas por medio de tincién de las
membranas con Rojo Ponseau S al 0.5% en 4cido acético al 2%; posteriormente, las
membranas de nitrocelulosa fueron lavadas con agua destilada (Longo et. al. 1987) y

blogqueadas con leche descremada 5% (Sveltys de Nestlé) en PBS-T 0.05% durante 1 hr o bien

a 4 °C duraute ioda la uoche.

Posterior al bloqueo, las membranas fueron lavadas un minimo de 5 veces con PBS-T.
Una vez que las membranas fueron lavadas, una de cllas fue incubada con los anticuerpos
obtenidos a partir de los sueros (anticuerpos primarios) durante 1-3 hr a temperatura ambiente

6 bien toda la noche a 4 °C. La otra membrana fue mantenida en PBS-T, la cual fue utilizada

como control negativo.

Despucs de incubada con los articuerpos primaiios, la membrana fue lavada 5 veces
con PBS-T. Ambas membranas fueron incubadas con los anticucrpos secundarios (marcados-
con peroxidasa de rdbanc) por un periodo de 1 a 2 hr a temperatura ambiente. Una vez

concluido el periodo de incubacién, las membranas fueron lavadas una vez més con PBS-T.

30




‘lambién se dirigieron anticuerpos anti — actina, anti — o. tubulina, anti - p tubulina, anti

— vimentina como controles positivos y como control negativo se utilizé PBS-T.

Nota: Las membranas de nitrocclulosa con las proteinas transferidas pueden ser congeladas
para su almacenamiento y posterior proceso. Antes del congelamiento de la membrana,
ésta se deja secar sobre un papel filtro, posteriormente Ja membrana se coloca entre dos

hojas de papel filtro y se envuclve en papel aluminio.
Revelado por quimioluminiscencia.

La visualizacién de la union dei aniicuerpo a las proteinas de la 1P, se realizd
proporcionando a la peroxidasa su sustrato, el cual fue revelado por quimioluminiscencia

como sigue:

1. Después de incubar ia membrana de nitrocelulosa con ¢l anticuerpo secundario, esta
se lavd 5 veces con PBS-T 0.005%, se escurrid y se coloco sobre un vidrio.

2. Sc preparo la solucidn de revelado, mezclande las soluciones uno y dos del Kit de
Amersham por partes iguales (v/v). Solamente sc prepard la cantidad suficiente para
cubiir 1as membranas.

3. Se colocé la solucién reveladora sobre las membranas y se dejé incubar durante un
minuto. (Se tuvo lo precaucion de marcar la superficie de la membrana que estuvo en
coniracto con el gel ya que esta fue la superficie a revelar).

4. Pasado el tiempo de incubacion, la solucidn reveladora fue retirada.

5. Enseguida se colocaron las membranas entre dos hojas de plastico trasparentes o
acetatos dentro de un chasis (Kodak X-Omatic Cassette). Los siguientes pasos fueron
realizados en un cuarto oscuro.

6. Una pelicula radiogréafica (Kodak Electrén Microscope Film Estar Tic Base 4489)
fue colocada encima del acetato que protegfa la cara de la membrana a revelar, la

pelicula fue expuesta desde un minuto hasta un minuto y medio.
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7. La pelicula radiografica fue procesada introduciéndola en la solucién reveladora
(Kodak, GBX Developer & replenisher). Una vez que se observan las bandas, el
revelador se bloquea lavando la pelicula con agua corriente.

8. Enseguida, la pelicula fue sumergida ¢n la solucion fijadora (Kodak, GBX Fixer &
Replenisher) hasta que se obscrvara transparente y lavada en agua corriente.

9. La pelicula se dejo secar y fuc rotulada.
Produccion de anticuerpos policlonales.

Para la produccién de anticucrpos contra las -proteinas mayoritarias de la TP, se
utilizaron 6 ratas hembras adultas de la cepa Sprague Dawley con una edad de ocho semanas
(con aproximadamente 180 — 200 gr. de pcso corporal). Antes de la inoculacion de los
extractos de TP, se obtuvo el suero de las seis ratas con la finalidad de conocer si presentaban
inmunorreactividad contra las proteinas de la TP del espermatozoide de cerdo. Para ello,
proteinas de la TP transferidas a papei de nitrocelulesa fueron procesadas por Westernblotting.

De los seis sueros, tres reconocieron a las proteinas de la TP (figura 3).

Figura 3. Blott de las proteinas de la TP expuestas a los seis sueros, a una dilucién de 1:500. Las
flechas sefialan los sitios en los que se hace evidente la inmunoreactividad de cada uno
de los sueros de Ias ratas, esto es, el reconocimiento positivo ante las protelnas de la TP.

Las bandas que presentaron inmunodeteccion, tienen un peso aproximado de 50,45y 17

JDa aproximadamente,
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Sclo las ratas positivas fuevon inoculadas via ianapcritdneal (IP) con el extracto
nroteico de la TP (6 pug/ul) mezclade con hidroxido de aluminio (v/v), inoculéndose 1 ml. por

rata.

El esquema de inmunizacion censistié de una aplicacién primaria sin el adyuvante
(hidroxido de aluminio), seguido de tres inoculaciones con el adyuvante, con un lapso de una

semana entre cada aplicacion. Para la obtencion del suero de las ratas, ver anexo.

Inmunoensayo (ELISA Indirecto)

La especificidad de los anticuerpos fue evaluada mediante el método de inmunoensayo

en fase s6lida, en placas para ELISA de 96 pozos, como tue descrito por Bellvé et. al. 1990,

1) Se toman 25 ug de vroteina (antigeno) y se llevan a 1 ml con solucion de
carborato de sodio - bicarbonato de sodio 100 mM pH 9.6 (amortiguador
Bicar)

2) A cada pozo de la placa se le agregaron 100 pl de proteinas de la TP en
amortiguador de carvonaly de sodio ¥ se dejo incubar por 2 hr a temperatura
ambiente o toda la noche a 4 °C.

3) Cada pozo fue bloaueado con 100 pl de BSA 1% o con gelatina 6.5% en PBS-
T y se dejo incubar a temperatura ambiente por 60 minutos.

4) Se retir6 el bloqueador y se lavaron los pozos con PBS-T (5 veces).

5) Se agregaron 100 pl de los sueros obtenidos y se dejé incubar 60 minutos a
37 °C o durante 2 — 3 hr. a temperatura ambiente o bien toda la noche a 4 °C.

6) Se retir6 el exceso y se lavéd con PBS-T (5 veces).

7) Se agregaron 100 ul de anticuerpo secundario marcado con peroxidasa (anti-
rata de Zymed) diluido 1:500 en PBS-T. Se dejé incubar 60 minutos a 37 °C
durante 2 — 3 hr. a temperatura ambiente o bien toda la noche a 4 °C. En este
caso se utilizo.

8) Se retir6 el exceso y se lavo con PBS-T (5 veces).
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9) Se colocan 100 p! de solucién sustrato (Buffer Citratos/Fosfatos) por pozo.

10) Se dejan incubar por 15 ‘minutos y se¢ analiza el resultado con un lector dc
ELISA.

Purificacion de anticuerpos por cromatografia de afinidad.

Para la purificacién de los anticuerpos, tiras de membranas de nitrocelulosa con las
protcinas de la TP transferidas fueron incubadas por scparado, con cada uno de los anticuerpos
diluidos 1:100 en PBS-T, durante una hora en agitaciéon constante y a temperatura ambiente.

El suero diluido fue recuperado y las tiras fueron lavadas en PBS-T.

La elusién del anticuerpo fue realizada con Glicina pH 3, utilizando un volumen
maximo de 15 pl, en agitacion constante durante tres minutos y enseguida para neutralizar cl

pH se agregé Trisma Base pH 7. El sobrenadante con los anticuerpos obtenidos fue

recuperado y mantenido a 4 °C.

La precipitacion de los auticuerpos fue realizada con SO4(NHy)» (sulfato de amonio)
saturado en agua desionizada, ajustada a pH 7 con NH4OH (hidréxido de amonio)
{Krohnone et. al. 1982) y pasada a iravés de fuiros de witruceluiosa de 45 um. La suspension
con 1os anticuerpos fue precipitada a 4°C durante toda la noche y posteriormente centrifugada

durante 10 minutos a 16, 000 rpm.
Inmunofluorescencias in situ.

Para realizar la inmunofluorescencia se utilizaron muestras de espermatozoides frescos

con TP expuesta y fijados con paraformaldehido al 4%.

La exposicion de la TP para estas muestras, recibio un tratamiento diferente, debido a
que no fueron expuestas a friccion con las perlas y fue procesada como se describe a

continuacion:
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Los espermatozoides fueron lavados en solurién salina para extract el plasma scminal,

la muestra resultante fue ajustada a 35X10° células/ml. a ia cual se les afiadi6 detergente Brij

36-T (0.65% concentracion final) y se incubo durante 10 minutos a temperatura ambiente -
(Mujica, 1979; Juarez, 1995).

(S

Para retirar cl fijador 108 espermatozoides se centrifugaron a 2,500 rpm por 3 minutos
(lavado), la pastilla fuc Javada tres veccs en PBS y dos veces en agua desionizada, vy
resuspendida en su volumen inicial

Se colocaron 10 15 pl de una suspensién de espermatozoides, (previamente tratados)
en portaobjetos vy s¢ dejaron secar.

Lag células que permdanceleron adieridas a los portaobjetos fueron lavados gentilmente
con PBS y permeabilizadas con una solucion de PBS-Triton X100 al 0.5 % durante 15
minutos (aunque las células no presentaban membranas, cuando fueron
permeabilizadas, estas presentaban una mejor fluorescencia y menos fondo cuando
fueron observadas al microscopio confocal)

Posteriormente, las muestias fueron bloqueadas con albumina al 1% durante una hora a
temperatura ambiente.

Se realizaron 10 lavados con PBS.

Se utilizaron Jos siguientes anticuerpos primarics: los 3 suercs inmunes de !as raias
inmunizadas, anti-actina y a una dilucién de 1:500 en PBS y un control negativo de
PBS. Los anticuerpos fueron incubados durante 1 hr a temperatura ambiente en cdmara
hameda.

Se realizaron 10 lavados con PBS.

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-rata (para las IgGs de los sueros
obtenidos) y anti-ratén (para las IgGs contra anti-actina). Los anticuerpos fueron
utilizados a una dilucién 1:200 en PBS.

Las muestras fueron montadas con (ielvatol (para mantener la fluorescencia). (Banker
1991)




Resultados.

Con el método modificado de Si y Okuno (1999), para la decapitacion de los
espermatozoides de cerdos, fue posible obtener una pureza mayor al 95 % dc las cabevas
cspermaticas (figura 4). La microscopia clectronica de las cabezas obtenidas mostré que la
memibrana plasmatica se daiio, cllo posiblemente por ¢l roce de las perlas (figura 5). Después
del tratamiento con el detergente Brij 36-T, para la solubilizacién de las membranas y
acrosoma, la TP permanecié intacta, lo cual fue corroborado ‘utilizando como marcador

morfoldgico la integridad de la subcstructura (figura 5-A)
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- Figura. 4. Recuperacién de cabezas mayor al 95% posterior al decapitado y a la separacién por medio del

filtrado mediante el uso de mayas de Nylon. Posterior al decapitado las cabezas espermaticas

fueron sometidas a tratamiento con detergente Brij 36-T
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Figura. 5. MET de cabeza de espermatozoide después del decapitado en donde se aprecia el dafio a la

membrana, generado por la friccién de las perlas sobre ia superficie de la cabeza espermética.

La microscopia electronica de las cabezas espermdticas tratadas con DTT / Brij  36-T

mostro la extraccion total de la TP, dejando el nicleo espermatico intacto (figura 5-B).

Figura 5-A. MET de cabeza de espermatozoide de cerdo después del decapitado y solubilizacién de
membrana con detcrgente Brij 36-T, La flecha seffala la presencia de la subzstructura en
tuen estado. En la figura 5-B, Se observa un espermatozoide con exiraccién completa de
la TP después dc los procesos antes mencionados. También se puede observar que el

nicleo permanece condensado.
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Por otra parte la clectroforesis de las proteines extraides de la TP mostro
aproximadamente 17 bandas proteicas, siendo las bandas que poseen de los pesos

aproximados de 17, 45 y 50 kDa las mayoritarias (Figura 6).

Figura 6, SDS — PAGE al 12% de las protelnas de la TP del espermatozoide de cerdo, tefiido con azul de
Coomassie, en ¢l que se observan del lado izquierdo los marcadores de peso molccular v en ¢l

ladio derecho, las bandas de las proteinas.

La banda proteica de 50 kDa fue reconocida por los anticuerpos del suero 1. Este suero
obtenido fue de las ratas preininunes, por lo que solamente se procedio a estimnuiar la
produccién de los anticuerpos (IgG) por medio de la inoculacién de la banda proteica
reconocida y el anticuerpo serd nombradc como PPTS0. De igual forma la banda de 45 kDa
fue reconocida por el suero 2.y serd nombrada como PPT45 y la banda proteica de 17 kDa fue

reconocida por el suero 3 el cual serd nombrado como PPT17 (figura 7).
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Fieura = Inmunoblofting de las proteinas de la TP, en el que se observa ¢l reconocimicnto de ias mismas

A1 e pueste o contaeto cen los anticuarpos nresente en as ratas preinmuines.

190,916
125,440

N2 240

i LU ,‘-'
40,390 ! Ww .-t

W

1,337

16,873

T.121

Tabla 2. De jzquierda a derecha, se muesiran en la primera columna los marcadores de peso
molecular, y en la siguiente columna e! patrén de cotrida de las prolefnas de la TP en geles
de poliacrilamida al 12 %, teftidas con azul de Coomassie, asf como también las bandas que
fueron reconocidas por las inmunoglobulinas presentes en los sueros de las ratas. El peso
aproximado de las proteinas reconocidas por cada uno de los tres sueros es 50, 45y 17 kDa

respectivamente.
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Como coutroles vositivos para cl western hlotting, se utilizaron anticuerpos
mortoclonales contra actina, a-tubilina; B-tubilina y vimentina. Solo para el caso de actina,
hubo reconocimiento (datos no mostrados) y como control negativo se utilizd PBS. Los
anticuerpos secundarios utilizados {ueron monoclonales anti-rata fluoresceinados (para la
deteccion de las inmunoglobulinas presentes en los. sucros de las ratas) y anti-raton (para el
reconocimicnto de los anticuerpos monoclonales) también {luorescinados en una dilucién

1:50. Todos los anticuerpos secundarios quc fucron utilizados fucron marca Zymed.

Para las inmunolocalizaciones indirectas, los espermatozoides fueron expuestos
directamente a los anticuerpos obtenidos de las ratas inmunizadas y observados al microscopio

conwocal (Micioscopio Laser Confocal 1TCS — SFZ Leica 1eideivery Germany).

Figura 8. Microscopia confocal de cabezas de espermatozoides de cerdo, con suero pre-inmune, como
control negativo. En la figura 9-A se observa en fase de contrastes la presencia. de los

espermatozoides de ccrdo en [a muestra. En la figura 9-B se observa la ausencia de

inmunodeteccion de protelnas de la TP,

Con el anticucrpo SIR1 (Suero Inmune Rata 1) que identifica a la proteina de 50 kDa, se
observo fluorescencia sobre toda la TP, principalmente en la region de! segmento ecuatorial en

donde la fluorescencia sc distingue en forma de scmiluna (figura 9). También se encontrd
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inmunoreactividad en la régic')n subacrosomal, pero ésta no fue uniforme, ya que existieton
areas que no fuicron reconocidas, por. lo que la fluciescencia se encontrd en forma de
manchones (figura 9). Adicionalmente se encuentré marca fluorescente sobre todo el flagelo,
presentandose una mayor intensidad de la fluorescencia cn la base del flagelo y en la pieza

nedia (ligura 9).

L el i~

Figuia 6. Microscopia de {luciescencia mosirando Ie deveccion de las proteinas de lz TP con el suero 1 (SIR1). La
marca de fluorescencia sc observa tenuemente sobre toda la cabeza, excepto en la region ecuatorial

en donde se observa una especie de semiluna. También se encuentra inmunodeteccion n el cuello y

<n la pieza media del flagelo.

Cuaindo la muestra fue expuesta a los anticuerpos obtenidos del suero 2 (SIR2), la
fluorescencia se ubic6 principalmente en la porcién apicai de la regién subacrosomal y
ccuatorial de la cabeza espermética, generando asl, una regiones sin tincién entre la zona
ecuatorial y la subacrosomal, mientras que la hoja postacrosomal presenté una ligera tincion.

También se encontré reconocimiento en las tres porciones del flagelo, principalmente en la

pieza principal y en la terminal.
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Figura 10. Microscopla confocal de fluorcscencia con los anticucipos obtenidos a partir del suero 2
(SIR2). Se observa Muorescencia en la region subacrosomal, asi como también se encontréd
inmunodeteccion con forma de semiluna en la region ccuatorial, dicho marcaje fue la de

mayor intensidad en la cabeza. En flagelo existe reconocimiento en la pieza media y pieza

terminal en regiones intensas de fluorescencia.

Cuando los espermatozoides fueron expuestos al tercer anticuerpo (SIR3); estos
mostraron fluorescencia en un patrén muy semejante al obtenido con el suero SIR2, sin
embargo el reconvcimiento por parte del anticuerpo SIR3, presenta menor fluorescencia en la

regién ecuatorial. También se encuentra fluorescencia en iodo el flagelo, principalmente en el

cuellc y en la pizza tcrminal del mismo.

Figura 11. Microsconfa confocal de fluorescencia utiiizando Jos anticnerpos del suero 3 (SIR3). Se observa
fluorescencia tenue sobre toda la TP, excepto por arriba de la region ecuatorial, ya que ésta no
present6 florescencia. También hubo una marca intensa de fluorescencia en cuello, al inicio dé

la pieza media y de la pieza principal del flagelo, presentandose en el resto del flagelo una

ligera fluorescencia,
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Discusion,.

La teca perinnclear (TP) es ¢l principal elemianito citocsquelético de la cabeza de los
cspermatozoides de mamifero (Longo ct. al. 1987, Judrez 1999). Las proteinas consideradas
como constituyentes de la TP son aquellas caracterizadas por su resistencia a la extraccioén y
con una localizacion ultraestructural por inmunomarcaje o deteccidn inmunoespecifica en
espermatozoides con teca expucsta (Longo ct. al. 1987, Sutovsky et. al. 1999, Lécuyer et. al.

2000).

[ propésito de este estudio, fue identificar las proleinas mayoritarias que componen el
cioesqueleto  perinuclear del  esperinalozoide cerdo, por medio de la produccion y
recuperacion de anticucrpos policlonales contra proteinas de la TP en ratas aduitas de la sepa
Spraguc Dawley, logrando cbtener tres sueros policlonales. Los espermatozoides fueron
sometidos a diferentes tratamientos, con la finalidad de estandarizar técnicas que permitieran
una completa solubilizacién de membranas (celuiar y acrosomal), una extraccion lo més
uniforme posible de las proteinas de la TP, ya que por su resistenciz a la extraccién con
detergentes no desnaturalizantes y amortiguadores altos en sales es casi imposible obtener esta
estructura de forma completa (Oko 1998), asi como también estandarizar una técnica qué
permitiera un decapitado del total de Iz nuesira sometide a tratamienio y i consiguienic
filtrado para separar los flagelos de las cabezas espermaticas. Para la solubilizacién de las
membranas, se tuvo que rhodiﬁcar la técnica descrita por Juarez — Mosqueda (2000) debido a
que el iempo que debian ser incubadas las cabezas espermdticas en Brij  36-T, debié ser
significativamente menor; esto probablemente fue debido a la friccion que se genera con las
petlas de vidrio durante el decapitado de los espermatozoides, mostrandose un deterioro sobre

la superficie de las membranas, lo cual propicia que se facilite la exposicién de la TP como se

muestra en la figura 5.

Se realizo una extraccién diferencial de las protefnas de la TP de espermatozoides
frescos de cerdo, utilizando un detergente neutro (Brij 36T / DTT). La extraccién de las
proteinas de la TP, respondieron a un tratamiento més suave, a pesar de que conforme la

maduracién espermética procede, ocurren cambios concomitantes en la estructura,
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metabolismo y fisiologia v durantc la maduraci6n epididimal y ésta se vuelve mds resisiente a -
la sonicacién. detergentes y a la tripsina. E! incremento en la resistencia estructural, ha sido
atribuido a una mayor formacién de puentes de disulturo. (Mujica et. al. 2003). El método
descrito por Bellvé (1990) para la extraccion de la TP de espermatozoides de ratén incluye una
incubacion en dithiothreitol (DTT) 50 maM durante 20 minutos, bromuro de cetil

trimetilamonio (CTAB) 1% y Tris — HCl pH 8.3 20 mM.

Al separar ¢l enriquecido proteico obtenido de las cabezas espermaticas por medio de
SDS -~ PAGE 12 %, se reconocié un grupo de tres proteinas mayoritarias pertenecientes a la
1P, que se encuentran entre los 17,000 kDa, 45,000 kDa y 50,000 kDa, las cuales a su vez
fugion recoinocidas por los anicuerpos poiiclonales Sik3, SIR2 y SiRl respectivamente. J.a
reactividad de las proteinas aisladas de las cabezas espermaticas fue probada con anticuerpos

cn western blotting (Batova et al 1997).

Aparentemente la transicién bioquimica y morfolégica de los determinantes
antigenicos en las células haploides se da conforme estas pasan del testiculo al epididimo por
une o mas mecanismos. La explicacion més simple incluye un procesamiento endoproteolitico
de las tecinas de 86,060 — 75,000 M, para producir dos productos de 50,000 y de 48,000 M..
Este modelo es apoyado por su coincidente desaparicion y aparicicn duiante la maduracién
espermatica (Bellvé et al 1990). También la ausencia de reconocimiento puede ser resultado
de la exclusién del correspondiente antigeno, cuando la protefna es corrida en gel baio

condiciones desnaturalizantes (Batova et al 1997).

Por medio de microscopia confocal se observé en espermatozoides con TP expuesta el
reconocimiento de los tres antigenos de bajo peso molecular por parte de los sueros,
encontrandose que los antigenos sc encuentran predominantemente en la regidn subacrosomal
(principalmente en la zona apical); la regién ecuatorial de la cabeza espermética también
presento reconocimiento, formando una banda de fluorescencia variable alrededor de la cabeza
esperindtica, asf como también la porcién media del céliz. El flagelo mostré reconocimiento
en toda su extension; habiéndose presentado la fluorescencia en forma discontinua tanto en la

pieza media, como en la principal y en la terminal (ver figura 10, 11 y 12). Iin general, el - -

44




patrén de reconocimiento de los anticuerpos SIP.1, SIR2 y SIR?, es simiilar a los patrones
reportados en espermatozoides de diversos maiiferos (Ilavperuma 2002). Los
espermatozoides fueron utilizados con membranas solubilizadas, debido a que estas restringen
la penetracion de los anticuerpos hacia la matriz perinuclear (Manandhar and Toshimori.
2003). En algunas células dentro dc una misma muesira, los anticucrpos no reaccionaron, lo
cual coincide con lo descrito por Bathla y Sidhu (199%). quicnes sugicren que probablemente
la presencia de los autligenos esta ligada con el cstado [isiologico o con la madurez de la
célula; asi mismo Shaha et al (1998) obtuvo hallazgos similares y no pudo detectar con
anticuerpos policlonales en espermatozoides inmacduros, antigenos csperméticos presentes en
cspermatozoides maduros. También la ausencia de tineién en cspermatozoides que no han
dosarrollads la reaccidn acrosomal, no oo deke oola Ludic do unicn del auticuerpo con ¢l

antigeno, mas bien es por la falta del antigeno (Allen y Green. 19953).

Existe una pérdida y una aparicién de proteinas de alto y de bajo peso molecular
respectivamente conforme el espermatozoide madura durante su paso desde el testiculo hasta

ia cola del epididimo, la cuai puede empalmarse o ser disconinua (Beilvé et al (1990).

[nmunoblctts cbtenidos de proteinas extraidas de mucstras esperméticas de roedores y
humano. mostraron bandas claras con nesos moleculares relativos corresnondientes a actina
(42 kDa) o - Tubulina (55 kDa), y existen similitudes en la localizacidn de actina en la cabeza
espermatica. Se ha encontrado tincién por inmunofluocrescencia brillante en toda la regién
apical del acrosoma, cubriendo el citoesqueleto cortical entre la membrana plasmatica y la
membrana acrosomal externa, y el citoesqueleto subacrosomal, entre la membrana acrosomal
interna y la membrana nuclear. Generalmente en espermatozoide de humano, la distribucién
del citoesqueleto de actina en la region postacrosomal, es mas débil en espermatozoides
control que en los espermatozoides después de la reaccién acrosomal. Previo a la reaccién
acrosomal, el citoesqueleto apical del acrosomna y el segmento ecuatorial de espermaiozoides
de humano y de todas las especies de roedores muestra poca fluorescencia. En
espermatozoides de humano, se forma un anillo a la mitad de la zona apical del acrosoma en
forma prominente. La fluorescencia también se observa en la region postacrosomal,

especialmente en los espcrmatozoides de hamster en donde la localizacién es fuerte y bien



definida en el 4rea dorsal v veniral. Despucés de la reaccién acrosomnal, el segmento ecuatorial
se vuelve mas definido, pero en la capa subacrosomal la fluorescencia tenue fue vista
solamente en cspermatozoides de ardilla gns. La presencia de actina dentro de la cabeza de los
espermatozoides ha sido confirmada previamente en muchas investigaciones, aunque se ha
mostrado que la distribucion exacta suele variar, posiblcmcnte”dcbido a los métodos de
[ijacion, especilicidad de los anticuerpos, sensibilidad de la téenica y la permeabilizacion de la
membrana. Las razones para escoger anticuerpos policlonalcs es: su conveniente reactividad
cruzada y ademas su consistencia en las prucbas inmunohistoquimicas y también debido a que -
sc han obtenido resultados consistentes en trabajos previos hechos con espermatozoides de
cerdo. Se ha utilizado faloidina conjugada con FITC para tefiir exclusivamente actina-I*; os
resiiiados obientdos por faliodina-FITC en espennatozoides control han sido muy diferentes
de aquellos obtenidos con anticuerpos policlonales anti-actina. En los espermatozoides -
control, los anticuerpos anti-actina detectaron toda la zona apical del acrosoma, incluso entrc
la membrana plasmatica y la_membrana acrosomal externa; sin embargo, en contraste, la
actinz-F duiectada por faloidina, estuvo claramente confinada a la regién acrosemal. Esta -
diferencia puede ser explicada por el pool de Acline-G, localizada entre la membruna

plasmatica y la membrana acrosomal, la cual podria ser solo detectada por el anticuerpo anti-
actina (Dvordcova 2005).

Conclusiones
En espermatozoides maduros de bovino, la actina y las proteinas de uni6n a actina son
localizadas justo en el margen anterior del acrosoma y en la regién postacrosomal y fue -
relocalizada en la regién postacrosomal después de la reaccion acrosomal (Dvordcova 2005).
liowes et al (2001) describid la relocalizacion de actina-T' a la regién postacrosomal en
los egpermatozoides eyaculados de cerdo después de la reaccion acrosomal, sin embargo, el

marcaje cn ¢sta region también ha sido visto en espermatozoides control.

l.a mayoria de las células eucariontes puede expresar multiples isotipos de a- y f -

tubulina y ésta diversidad es posteriormente expandida por numerosas modificaciones
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postraduccién. Aungne el significado funcional de ia diversidad de tubulina es dificil de
asociar con consistencia a las funcionss biolégicas, existe evidencia de que los diferentes
isotipos de a- y B - tubulina y las modificaciones posiraduccidén pueden impactar la estructura
y funcion de los microtibulos (Kierszenbaum 2002). La tincion de a- tubulina sugiere que
¢sta proleina puede estar relacionada con la morfologia de los cspermatozoides. En
cspermatozoides de ardillas y de hamster, la o- tubulina fue claramente localizada dentro del
citoesqueleto cortical de la region apical del acrosoma. En los espermatozoides de humano la
o~ tubulina se observo como una banda dentro de la zona apical del acrosoma, sugiricndo una
distribucidon restringida de ésta proteina en la zona apical de la TP entre la memnbrana

acrosomal interna y la membrana nuclear (Dvoracova 2005).

Virtanen et al (1984) reporl6 que no encontrd tincidén con anticuerpos anti-tubulina en
la cabeza de espermatozoides de humano, solamente en la regién del cuello y cn todo el

flagelo.

Diversos antigenos han sido reportados, asi como también los anticuerpos meno o
policlonales para cada uno de esos antigenos, los cuales se ha visto que pueden presentar
reaccion cruzada con proteinas del citoesqueletc de células somaticas o bien con proteinas
citoesqueléticas del espermatozoide, tai es 2l caso de la citoqueratina en la region acrosoimal,
la cual se ha reportado que tiene algunos epitopos que presentan reaccion cruzada en flagelo
cn espermatozoides eyaculados al utilizar anticuerpos policlonales (Longo et. al. 1987), o bien
por presentar regiones idénticas en la secuencia de amincacidos, como la que existe entre
cilicina I 'y las MBP’s (Hess 1993). La existencia de epitopos con reactividad cruzada puede
ser predecible, debido a las caracteristicas bioquimicas de las proteinas (Kohtz 1987). El o los
epitopos que son presentados de novo en el segmento ecuatorial posterior a la reaccion
acrosumal, potencialmente tiene dos origenes. Estos pueden provenir del procesamiento de
anfigenos ya presentes en la membrana plasmaética del segmento ecuatorial dc los
espermatozoides sin reaccion acrosomal; o bien el epitopo puede provenir de la difusién de un
antigeno secuestrado previamente por la membrana plasmatica del segmento ecuatorial,
posterior a la reaccion acrosomal (Allen y Green. 1995). Los métodos convencionales para la

inmunizacion de animales de laboratorio contra las protefnas de la TP, han probado no sei lo
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suficientemente  eficientes para identificar ios antigencs espermédtices  especificos
filogenéticamente conservados; asi mismo. Trabajos sobre anticuerpos monoclonales contra
espermatozoides, han mostrado que la mayoria de los anticuerpos convencionalmente
producidos prescntan reaccion cruzada con tejidos somaticos y muchos de éstos, no se uncn a
células germinales testiculares (Fichorova et al 1996). Se han utilizado anficuerpos_para
demostrar la distribucion de antigenos gue estédn restringidos a los espermatozoides, como fue
hecho con el anticuerpo monoclonal MN13, el cual identifica un epitopo que solamente se
ubica entre la hoja postacrosomal y la membrana celular - suprayacente y no  parece
corresponder a ningun componente caracterizado previamente (Toshimori et. al. 1991).
Tambi¢n sc ha comprobado la cxistencia de antigenos espermaticos altamente conservados,
{08 cuaies han enido impactc ciinico o en aspectos reproductivos en animales y humanos
(Chiu 2003). La vimentina fue utilizada como control positivo, debido a que ha sido
encontrada principalmente en el segmento ecuatorial de la cabeza de espermatozoides de
humano, para la cual se ha sugerido que puede ser importante para el proceso de fertilizacion,
sin embargo, esta ha presentado una distribucién asimétrica. Iista asimetria tiende a scr mds
pronunciada en las cabezas de espermatozoidcs inmaduros, como por ejemplo en los que
presentan gota citoplasmica. Frecuentemente en algunas células espermaticas con
anormalidades, se ha podido caracterizar una reaccion positiva a vimentina en el cuello y en el
scgmento inicial de la pieza media (Markova et al 2001). Viriancn =t al (1984) suyiri’ quc la
espectrina y vimentina pueden estar en correiacion con distintas especializaciones de la

superficie de las células espermaticas.
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