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RESUMEN

La zona pelucida (ZP) es la matriz extracelular del ovocito en los mamiferos,
que en humanos estd compuesta principalmente por tres glicoproteinas
denominadas ZP2, ZP3 y ZP4. Para que el espermatozoide pueda fecundar al
ovocito es necesario que atraviese la ZP, proceso que estda mediado por
receptores y ligandos especificos que inician la reaccidon acrosomal en el
espermatozoide y permiten la penetracién de la ZP para finalmente alcanzar el
espacio perivitelino y la membrana plasmatica del ovocito. Estudios realizados
in vitro sugieren que algunos problemas de infertilidad masculina se derivan
de deficiencias en el reconocimiento espermatozoide-ZP. Sin embargo, en
humanos aun no se han identificado las moléculas que participan en los
eventos tempranos de la fertilizacion, debido a la dificultad de obtener ZP
donada por mujeres para su estudio. En consecuencia, las moléculas
receptoras en la superficie del espermatozoide humano que participan en esta
etapa de fertilizacién aun no han sido identificadas.

El propédsito de este trabajo fue utilizar proteinas recombinantes de la ZP
humana para aislar e identificar algunos de los receptores espermaticos que
participan en la fecundacion. Para ello, se prepararon las proteinas ZP2, ZP3 y
ZP4 recombinantes, expresadas en la linea celular Sf9 empleando un sistema
de baculovirus. Luego de purificar las proteinas de interés, éstas se emplearon
para capturar, en ensayos de union en fase sélida moléculas provenientes de
espermatozoides humanos que se unen especificamente a las proteinas de la
ZP. De este modo se aislaron algunos receptores espermaticos, los cuales
fueron secuenciados para su identificacion. Las moléculas aisladas fueron
identificadas como serinas proteasas (que se unen a ZP2 y ZP3), la proteina
de union a S100P (que se une a ZP2) y la ubiquitina peptidasa 3 (que se une a
ZP4). El papel de estas proteinas durante la fertilizacion esta aun por
determinarse, pero su caracterizacion permitira entender mejor los complejos
fendbmenos asociados con la fertilizacion en humanos y realizar nuevas

aproximaciones para el estudio y tratamiento de la infertilidad masculina.
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1 INTRODUCCION

1.1 FECUNDACION

La fecundacién se define como la fusién de gametos que da lugar a la célula
cigoto, la cual contiene la informacidén genética necesaria para que desarrolle un
nuevo individuo con caracteristicas similares a los padres. Este fendmeno
bioldgico constituye el eje fundamental de la reproduccion sexual[1]. La
fecundacion es el resultado de varios acontecimientos moleculares coordinados en
los que participa el gameto masculino y el femenino. EI gameto femenino (ovocito)
y masculino (espermatozoide) deben haber completado normalmente todas las
etapas de maduracion antes de ponerse en contacto para que la fecundacion se
lleve a cabo con éxito[2].

Los mayores avances en el conocimiento de la fecundacién se han producido en
el modelo de raton. Sin embargo, los mecanismos y las bases moleculares
implicadas en la interaccidbn espermatozoide-ovocito en otros mamiferos

permanecen sin ser conocidos por completo, incluyendo el humano [3].

1.2 GAMETO FEMENINO

Los principales érganos del aparato reproductor femenino humano son los ovarios,
las trompas de Falopio, el utero y la vagina (ver fig.1). El desarrollo de los ovocitos
en los ovarios se lleva a cabo mediante un proceso denominado ovogénesis
donde se forma el gameto femenino pasando de ovogonia a ovocito primario,
ovocito secundario y finalmente a 6vulo.

En humanos cada ovocito esta rodeado de una unica capa de células de la
granulosa, lo que se denomina foliculo primordial como se muestra en la fig. 2.

En el quinto mes de desarrollo, embrionario entre ovogonias y ovocitos primarios
hay 7 millones de células de las cuales muchas degeneran y mueren. Al nacer,
solo quedan aproximadamente 700,000 y se encuentran cerca de la corteza del

ovario. Luego siguen degenerando, y al llegar a la pubertad quedan
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aproximadamente 400,000 de los cuales un poco menos de 500 llegaran a ser

ovulados.

Fig.1 Esquema del la composicion del aparato reproductor femenino[4]

Se cree que durante la nifiez las células de la granulosa nutren al ovocito y
secretan factores inhibidores de la maduracion (OMI) que lo mantiene en su
estado primordial, detenido en profase | de la divisién meidtica [4, 5].

En el periodo de edad comprendido entre los 10 y los 15 afos, comienzan a
madurar los foliculos primordiales para convertirse en foliculos maduros, pasando
por varias etapas: (ver fig.2)

1. Transformacion en foliculo primario: Las células epiteliales planas pasan a ser
cubicas y las células foliculares del ovocito secretan una capa de
mucopolisacaridos denominada zona pelucida, la cual separa las capas de células
foliculares (células de la granulosa) del ovocito. Por su parte, el tejido conjuntivo
del ovario que rodea al foliculo forma una membrana basal alrededor de la
granulosa que se llama membrana folicular. Con esto termina la primera division

meiotica del ovocito.
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2. Transformacion del foliculo primario en secundario: De la primera division
meiotica resulta un ovocito secundario y el primer corpusculo polar, que se situa
entre la zona pelucida y la membrana del ovocito. Esto ocurre alrededor del dia 14
del ciclo menstrual. Posteriormente comienza la segunda division meidtica, la cual
se detiene en metafase Il. Se forma una cavidad folicular llena de liquido llamada
antro, que tiene forma semilunar. La membrana folicular se divide en dos: teca
interna o celular, que sintetiza hormonas esteroideas, y teca externa o fibrosa.

3. Transformacién en foliculo terciario: El antro aumenta de volumen mientras que
las células de la granulosa que rodean el ovocito permanecen intactas y forman el
cumulo oodforo. Alcanzada la madurez, el foliculo puede tener un diametro de
hasta 20 milimetros y se denomina foliculo terciario, vesicular o de De Graaf.

En cada ciclo solamente llega a madurar completamente un foliculo, mientras que
los otros se vuelven atrésicos. Todos estos procesos estan controlados por
hormonas de la hipdfisis. Cuando se produce la ovulacién hay un pico de hormona
luteinizante (LH), que provoca una rotura del foliculo expulsandose el ovocito
rodeado de la zona pelucida y el cumulo o6foro. El ovocito esta detenido en la
segunda division mitética y para que complete la meiosis es necesaria la

fecundacion [5].

El cumulo odforo es una estructura que rodea a los ovocitos de mamiferos y esta
formado por las células de cumulo y una matriz extracelular que une las células
entre si. La matriz es rica en acido hialurénico y varias proteinas han sido
identificadas como componentes de la misma, incluyendo el inter-a inhibidor de
tripsina, un proteinglicano sulfatado y la proteina PTX3[6]. Para alcanzar el ovocito
durante la penetracion del cumulo odforo el espermatozoide interactua con las

células que lo forman, las cuales son capaces de sintetizar progesterona[7].

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO Pag. 13



Fig. 2 Esquema de la estructura del ovario y desarrollo del foliculo[4]

1.3 GAMETO MASCULINO

La reproduccion en el hombre es una funcion integrada dependiente de la
interaccion de sefales hormonales y nerviosas entre el sistema nervioso central,

hipotalamo, hipdfisis y testiculo.

Los testiculos, al igual que los ovarios, producen y liberan células germinales que
se denominan espermatozoides por medio de un proceso conocido como
espermatogénesis. Ademas, sintetizan hormonas esteroides y peptidicas. Estas
dos actividades se realizan en dos compartimentos diferentes, la
espermatogénesis en los tubulos seminiferos y la esteroidogénesis en las células
de Leydig [8].
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La espermatogénesis es la suma de transformaciones mediante las cuales las
espermatogonias se transforman en espermatozoides. La espermatogénesis en el

hombre se inicia en la pubertad y se mantiene durante toda la vida.

La mayor parte de las células que forman el grueso epitelio seminifero son células
espermatogénicas en varias etapas de maduracion (ver fig. 3). Las
espermatogonias se encuentran en el compartimento basal, en tanto que el resto
de las células en desarrollo (espermatocitos primarios y secundarios,
espermatidas y espermatozoides) se ubican en el compartimiento luminal. Las
espermatogonias son células diploides que entran en mitosis para formar mas
espermatogonias asi como espermatocitos primarios, mismos que emigran desde
la region basal hacia el compartimento luminal. Los espermatocitos primarios
entran en la primera division meidtica para formar espermatocitos secundarios,
que a su vez entran a la segunda division meidtica para formar células haploides
conocidas como espermatides o espermatidas. Estas células haploides se
trasforman en espermatozoides (células maduras), luego de eliminar parte de su

citoplasma, rearreglar sus organelos y formar un flagelo (ver fig. 4).

Fig. 3 Esquema del epitelio seminifero[4].
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La espermatogénesis se divide en tres fases.

1. Espermatocinesis: Diferenciacion de las espermatogonias en

espermatocitos primarios.

Las espermatogonias son pequefas ceélulas germinales ubicadas sobre la lamina
basal del tubulo seminifero. En la pubertad, por influencia de la testosterona, las
espermatogonias entran en el ciclo celular. Hay tres categorias de

espermatogonias: oscuras de tipo A, palidas de tipo A y palidas de tipo B.

Las espermatogonias oscuras de tipo A son pequenas con forma redondeada y
tienen un nucleo oval con abundante heterocromatina que otorga un aspecto mas
denso al nucleo. Las espermatogonias oscuras de tipo A son células de reserva
que no han entrado al ciclo celular pero que podrian hacerlo. Cuando entran a
mitosis, forman mas células oscuras de tipo A y células palidas de tipo A y de tipo
B.

Las espermatogonias palidas de tipo A son idénticas a las oscuras, con excepcion
de que su nucleo es oval y claro, ya que contienen gran cantidad de eucromatina;
tienen pocos organelos, entre ellos mitocondrias, un aparato de Golgi limitado, un
poco de RER y numerosos ribosomas libres. La testosterona induce a estas
células a proliferar y dar origen por mitosis a espermatogonias palidas del tipo Ay

a espermatogonias del tipo B.

Las espermatogonias del tipo B son muy parecidas a las claras del tipo A, pero
generalmente su nucleo es redondo mas que aplanado [4].

2. Meiosis: Division con reduccion por la cual un espermatocito primario
diploide  reduce la cantidad de su material genético a la mitad formando

espermatides haploides.

Tan pronto como se forman los espermatocitos primarios emigran desde el
compartimento basal hacia el luminal. En su migracién entre las células de Sertoli
ayudan también a la formacién de la zona ocluyente de las células de Sertoli y
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conserva de este modo la integridad de la barrera hematotesticular. Los
espermatocitos primarios son las células mas grandes del tubulo seminifero.
Tienen un gran nucleo vesiculoso en los que se observan los cromosomas en
diversas etapas de condensaciéon. Los espermatocitos primarios tienen un numero

diploide de cromosomas [9]. (Ver fig.4).

La profase | de la primera division meidtica tarda 22 dias y pasa por cuatro
estados: leptoteno, cigoteno, paquiteno y diacinesis. Los cromosomas del
espermatocito primario inician su condensacion, forman grandes hebras durante el
estado de leptoteno y se unen con sus homoélogos en el estado de cigoteno. La
condensacion ulterior tiene como resultado la produccion de cromosomas
pequenos y anchos que se agrupan en tétradas, durante el estado de paquiteno.
Durante la diacinesis, ocurre intercambio de segmentos (entrecruzamiento) entre
los cromosomas homoélogos; esta combinacion genética al azar tiene como
resultado un genoma unico para cada gameto que contribuye a la variabilidad del

material genético.

Durante la metafase | el par de cromosomas se alinea en el plano ecuatorial. Los
integrantes de cada par emigran hacia los polos opuestos de la célula en la
anafase |, y las células hijas se separan (aunque persiste un puente citoplasmatico
que da origen a un sincicio), lo que produce dos espermatocitos secundarios

durante la telofase |.

En la telofase | se completa la primera division meidtica, la cual es seguida de un
breve periodo intercinético y se inicia la meiosis Il sin que ocurra nueva sintesis de
DNA. Durante la metafase Il, los cromosomas se colocan en el plano ecuatorial
de la célula y en la anafase Il ocurre la divisién longitudinal del centrémero. La
migracion hacia los polos se completa en la telofase Il. Por consiguiente, cada de
una de las dos células obtenidas en meiosis | originara a su vez otras dos, o0 sea
cuatro en total. Cada uno de estos gametos tendra un numero haploide de 23

cromosomas [9].
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Como los cromosomas homologos se segregan en la anafase Il, el cromosoma X
y el Y se distribuyen al azar en espermatocitos secundarios diferentes y como
resultado se producen espermatozoides que llevan el cromosoma X y otros Y. Por
este motivo, los espermatozoides son los que determinan el sexo del futuro

embrién.

Fig 4. Esquema de la espermatogénesis [4].

3. Espermiogénesis: Transformaciones de las espermatides para formar

espermatozoides.

Las espermatides son pequefas y haploides (8um diametro). Todas las
espermatides derivadas de una espermatogonia estan unidas por un puente
citoplasmatico. Forman pequefios conglomerados y ocupan un lugar cercano a la

vez del tubulo seminifero. Estas células tienen abundante RER, mitocondrias y
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complejo de Golgi. Durante su transformacién en espermatozoides, acumulan
enzimas hidroliticas, rearreglan sus organelos y los reducen en numero, forman un
flagelo y eliminan el citoplasma. Este proceso de espermiogénesis esta

subdividido en cuatro etapas (ver fig. 5).

Etapa de Golgi: En esta etapa, las enzimas hidroliticas se forman en el RER, se
modifican en el aparato de Golgi empacandose en la cara trans del Golgi como
pequefos granulos preacrosomales unidos a la membrana celular. Estos
pequenos granulos se fusionan entre si y forman una vesicula acrosomal. La

vesicula acrosomal entra en contacto con la membrana nuclear y se une a ella.

En tanto, los centriolos se alejan del nucleo y uno de ellos participa en la
formacion del flagelo. Una vez iniciada la generacion de microtubulos, los
centriolos se regresan al nucleo y ayudan a la formacion de la pieza intermedia,

estructura que rodeara a los centriolos.

Etapa acrosomal: Esta se caracteriza por la presencia de varias alteraciones en
la morfologia de la espermatide. El nucleo se condensa, la célula se alarga y la
mitocondrias cambia su ubicacion. Los cromosomas se condensan mas y quedan
muy comprimidos. Conforme disminuye el tamafo de los cromosomas ocurre lo
mismo con el tamafno del nucleo la condensacion se acompafa de la sustitucion
de histonas por protaminas. Durante esta etapa la vesicula acrosomal aumenta su
tamafio y su membrana rodea parcialmente al nucleo. Cuando esta vesicula

alcanza su tamafio final se identifica como acrosoma [4].

Etapa de maduracion temprana e intermedia. Los microtubulos se ensamblan
para constituir una estructura cilindrica, la cual ayuda al alargamiento de la
espermatide. En su lugar queda una pieza llamada anillo, estructura electrodensa
que delimitara la unién de la pieza intermedia del flagelo con la pieza principal.
Conforme se alarga la espermatide, sus mitocondrias se reunen en una region
detras del nucleo. Aqui se forma una cubierta cilindrica de mitocondrias que rodea
a la region del axonema ubicada en la cercania del nucleo y forma de este modo

la pieza intermedia. A continuacion, se forman nueve columnas alrededor del
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axonema [4, 5]. Estas fibras densas se adhieren al flagelo formado durante la
fase de Golgi. Después de su establecimiento, las fibras densas forman

estructuras parecidas a anillos que se conocen como hoja o cubierta fibrosa.

Fig. 5 Esquema de la espermiogénesis y de un espermatozoide maduro[4].

Etapa de maduracién morfolégica. La fase de maduracién se caracteriza por
pérdida del citoplasma por parte de la espermatide. Conforme se libera el exceso
de citoplasma, el sincicio se rompe y se libera el espermatozoide. Las células de

Sertoli fagocitan los residuos citoplasmaticos y los espermatozoides libres pasan
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a la luz del tubulo seminifero. Una vez ahi son empujados hacia el epididimo por
cilios del epitelio, en donde sufren un proceso denominado maduracion epididimal
[4, 3].

1.3.1 MADURACION DEL ESPERMATOZOIDE EN EL EPIDIDIMO Y
FORMACION DEL SEMEN.

Tras su formacion en los tubulos seminiferos, los espermatozoides tardan varios
dias en recorrer el epididimo. Los espermatozoides extraidos de los tubulos
seminiferos y de las primeras porciones del epididimo son inmdviles e incapaces
de fecundar al ovocito. Sin embargo, una vez que han permanecido en el
epididimo entre 3 y 4 dias, adquieren la capacidad de moverse. Durante ese
tiempo tiene lugar el proceso de especializacion y maduraciéon bioquimica la cual
consiste en cambios en el tamano y forma de la estructura del acrosoma y la
distribucion de las proteinas de superficie del espermatozoide, la cual se modifica

internamente debido a la unién de moléculas de origen epididimario[10].

Ademas se incorporan proteinas denominadas factores descapacitantes como
glicerilfosforilcolina y carnitina, con el objetivo de evitar que los espermatozoides
desarrollen la reaccion acrosomal durante su estancia y trayecto por el tracto

reproductor masculino[10].

Algunas de las proteinas de origen epididimario que han sido caracterizadas por

participar en la interaccion de gametos se muestran en la tabla 1.
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Proteina

CRISP 1y 4

B-defensinas

SPAG1

DEFB126

Carbonil reductasa
PH34

Ubicacion

Se detecta en la
region acrosomal del
espermatozoide
humano

Se expresa en los
testiculos y epididimo

Esta presente en el
acrosoma de los
espermatozoides de
ratén

Esta presente en el
acrosoma de
espermatozoides de
macaco.

Durante el transito del
espermatozoide por el
epididimo PH34 se
acumula en la region
acrosomal.

Funcién

Participan en la
interaccion vy fusion
de gametos

Ademas de su
actividad
antimicrobial.

Induce movilidad
progresiva por un
aumento de la
concentracion de
calcio

Esta implicada en el
paso del
espermatozoide a
través del moco
cervical e interaccion
spm -ZP

Es un miembro de la
familia
deshidrogenasa
reductasa.

Se ha sugerido que
participa en la
interaccién spm-ZP

Referencia

Busso et al 2007[11]

Cohen et al 2007[12]

Zhou 2004[13]

Zhou 2004[13]

Tollner et al 2004[14]

Sullivan 2004[15]

Tabla 1 Proteinas adquiridas por el espermatozoide durante su transito por el epididimo.

Los espermatozoides que son eyaculados se acompafian de un

liquido

denominado fluido seminal, el cual les brinda proteccion y provee de nutrientes
necesarios para que sigan su recorrido en el tracto femenino. El fluido seminal se
compone de fluidos liberados a los conductos deferentes por las vesiculas
seminales, glandula prostatica y pequefas cantidades procedentes de las

glandulas mucosas, especialmente las glandulas bulbo uretrales.

La glandula prostatica secreta un liquido poco denso, lechoso que contiene
citratos, calcio, fosfatos, una enzima de coagulacion y profibrolisina. Durante el
paso de los espermatozoides la capsula de la glandula prostatica se contrae
simultaneamente con la contraccién del conducto deferente, de forma que el

liquido poco denso de la glandula prostatica contribuye con el volumen del fluido
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seminal. El caracter ligeramente alcalino del liquido prostatico puede ser muy

importante para que se lleve a cabo con éxito la fecundacion.

Las glandulas bulbo uretrales, también conocidas como glandulas de Cowper, son
pequenas y estan ubicadas en la raiz del pene, exactamente donde empieza la
uretra membranosa. EI moco producido por estas glandulas es espeso y tiene
como probable funcién lubricar la luz uretral. Estas son las primeras glandulas
que excretan su material después de la ereccion del pene. Justo antes de la
eyaculacién se secreta el material prostatico hacia la uretra, asi como el fluido
seminal con los espermatozoides que estan en el ampula del conducto deferente.
La secrecion prostatica otorga al parecer la movilidad a los espermatozoides. La
ultima secrecion sale de las vesiculas seminales, que son las encargadas del
aumento del volumen del semen, y este liquido rico en fructuosa se utiliza para dar

energia a los espermatozoides [4].

Durante este recorrido las vesiculas seminales secretan un material mucoide rico
en fructuosa, acido citrico y otras sustancias nutritivas, asi como grandes
cantidades de prostaglandinas y fibrindbgeno. Se cree que las prostaglandinas
ayudan de dos maneras a la fecundacion, 1) reaccionando con el moco cervical
para hacerlo mas receptivo al movimiento de los espermatozoides y 2)
desencadenando contracciones peristalticas del utero y de las trompas de Falopio
para mover los espermatozoides hacia el ovocito [16, 17]. Finalmente el semen
pasa por el pene, a través de la uretra peneana que contienen el tejido eréctil. El
mismo consiste en espacios interconectados que permanecen vacios en el pene
flacido, pero que se llenan de sangre ante los impulsos sensoriales y psiquicos

provocando asi la ereccion y la expulsion del semen [5].
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1.4 CAPACITACION

El semen eyaculado se deposita en la vagina de la mujer y los espermatozoides
deben atravesar el cuello del utero hacia las trompas. En el ampula de la trompa
se produce la fecundacién, pero si el ovocito no ha sido liberado los
espermatozoides pueden formar un reservorio en el istmo del oviducto el cual
posee cilios luminales epiteliales y plegamientos de la mucosa que forman criptas.
Los espermatozoides son retenidos en las criptas oviductales y alli pierden los
factores decapacitantes como mucopolisacaridos y proteinas aportadas por las

glandulas anexas[17].

Para que el espermatozoide llegue al ampula del oviducto y pueda fecundar es

necesario que pase por un proceso conocido como capacitacion.

La capacitacion espermatica se puede definir como el conjunto de modificaciones
a nivel molecular que ocurren en el espermatozoide a su paso por el oviducto [18].
Dicho proceso produce cambios en la membrana plasmatica que dan lugar a una
remodelacion de las moléculas de la superficie celular, la desestabilizacion de la
membrana plasmatica y la hiperactivacion espermatica, preparando al
espermatozoide para que sufra la reaccion acrosomal [18]. Algunos de los

cambios bioquimicos que se producen son:

» Disminucién del numero de moléculas de colesterol presentes en la
membrana plasmatica.
> Aumento de la concentracion de Ca®* intracelular y AMPc.
» Aumento del pH intracelular, variaciones en la concentracion de especies
reactivas de oxigeno.
» Modificacion de los patrones de fosforilacion de proteinas [19, 20].
El fluido oviductal es rico en albumina y HDL, capaces de retirar el colesterol de la
membrana del espermatozoide lo que la hace mas fluida y permite que las

proteinas integrales puedan interactuar con las proteinas ancladas a la membrana.
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La pérdida de colesterol favorece ademas la translocacion de algunas proteinas a
la zona ecuatorial, donde son necesarias para que el espermatozoide
posteriormente pueda fusionarse con el ovocito.

La salida de colesterol durante la capacitacion también induce la activacion de los
canales de Ca®* dependientes de voltaje y de los canales de HCO5; que se
encuentran en la membrana plasmatica del espermatozoide. El ingreso de HCO3
al citosol activa la adenilciclasa dependiente de HCOj; que aumenta las
concentraciones de AMPc, activando, a su vez, la proteina quinasa (PKA1)
dependiente de AMPc; esta ultima fosforila algunas proteinas en los residuos de
serina, desencadenando la fosforilacion de las tirosinas de otras proteinas [17].

La fosforilacion de residuos de tirosina en proteinas flagelares estd acompanado
de cambios en el patron de movilidad, observandose la hiperactivacion
espermatica que se caracteriza por un movimiento no progresivo, asimeétrico,
amplio y acelerado del flagelo. La hiperactivacion espermatica es necesaria para
que los espermatozoides se liberen de las criptas oviductales, avancen a través
del lumen hasta alcanzar el ampula y atraviesen el cumulo o6foro para entrar en
contacto con la ZP [17].

In vitro, la capacitacion puede ser simulada incubando espermatozoides
epididimarios o eyaculados en un medio definido, cuya composicion exacta varia
segun la especie. De forma general, estos medios estdn compuestos de una
solucién salina tamponada que contiene concentraciones adecuadas de
electrolitos, sustancias que aportan energia, Ca**, bicarbonato y una fuente de
proteina que generalmente es albumina sérica bovina (BSA), aunque la funcién de
los componentes mencionados durante la capacitacion no es totalmente conocida
[21].

1.5 REACCION ACROSOMAL

Una vez que los espermatozoides interaccionan con la ZP del ovocito se inicia un
proceso exocitdico conocido como reaccidon acrosomal (RA). Los espermatozoides
de mamiferos tienen una vesicula secretora denominada acrosoma, la cual se

encuentra en la cabeza de los espermatozoides y esta conformada por
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membranas que contienen numerosas enzimas hidroliticas entre ellas proteasas

acrosina, fosfatasa acida, neuraminidasas y hialuronidasas [22, 23] (ver fig. 6).

Fig. 6 Esquema del curso de la reacciéon acrosomal[7].

La RA consiste en la fusién de la membrana citoplasmatica del espermatozoide
con la membrana acrosomal externa en la zona apical de la cabeza, originando
vesiculas de membrana que permiten la liberacién de las enzimas almacenadas
en el acrosoma y la exposicion de la membrana acrosomal interna (ver fig. 6). Las
enzimas hidroliticas liberadas son requeridas para que el espermatozoide pueda
penetrar la ZP. Este proceso se desencadena cuando el espermatozoide reconoce
ligandos especificos presentes en la ZP, la cual es el agonista de este fenémeno
si bien la progesterona también puede desencadenar la RA [24].

La RA esta mediada por una compleja cadena de sehales celulares, las cuales
incluyen la activacion de proteinas cinasas y su consecuente fosforilacion,
activacién de canales ionicos y otros procesos aun por definir, aunque algunos de

estos se describen como caracteristicos del proceso de capacitacion [20, 25].
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Al igual que en otros sistemas de exocitosis, un aumento citosolico de las
concentraciones de calcio es suficiente y necesario para que se produzca la
liberacion del contenido acrosomal.

Un modelo para explicar los mecanismos implicados en el aumento de calcio
intracelular y exocitosis en el espermatozoide como consecuencia de su union a la
ZP propone que el espermatozoide se une a la glicoproteina ZP3 (ver fig.7). El
receptor (R) del espermatozoide esta acoplado a una proteina G, que activa la
fosfolipasa C 1 (PLC 1) y podria regular la actividad de la adenilato ciclasa (AC)
para producir AMPc y activar la proteina cinasa A (PKA). Esta PKA activaria un
canal dependiente de calcio situado a nivel de la membrana acrosomal externa,
que liberaria Ca®* desde el interior del acrosoma hacia el citosol. Este es el primer
aumento de Ca®" intracelular, relativamente pequefio, el cual permite la activacion
de la fosfolipasa C (PLC) [20].

La activacion de las fosfolipasas PLC 1 (mediante la proteina G acoplada al
receptor R) y la PLCy (mediante el ligero aumento de calcio por movilizacion
desde el acrosoma), generaria la hidrdlisis del fosfatidil inositol bifosfato (PIP2)
para formar inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). La PKA y el IP3 activan
los canales de Ca®" en la membrana acrosomal externa provocando aumento de
calcio intracelular mediante movilizacién desde el acrosoma.

Por otro lado, el DAG (producto de la hidrdlisis del PIP2) activa la PKC, la cual
provoca la apertura de los canales de calcio en la membrana plasmatica,
permitiendo la entrada de Ca®" extracelular al citosol. Como consecuencia se
produce un aumento de la concentracién de Ca?* intracelular y la concentracion
acrosomal disminuye dando lugar a la apertura de los canales de Ca*" de los
almacenes, llamados SOC (store opens channels), lo que provoca un aumento
sostenido de la concentracién de Ca®* citosolico. Este fendmeno llamado entrada
de calcio capacitativo se produce en un gran numero de células y consiste en la
liberacion de calcio de los depdsitos de la célula, lo que a su vez también
promueve la entrada de calcio extracelular a través de la membrana

plasmatica[20].
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Por otra parte en la RA es necesario que se produzca la despolimerizacion de la
F-actina, por ser un requisito necesario para que la membrana acrosomal externa
y la parte interna de la membrana plasmatica puedan ponerse en contacto
intimamente y fusionarse. Los altos niveles de Ca?* intracelular (sobre 500 mM)
que se producen como consecuencia de la induccion de la RA, provocan la
activacién de proteinas cortadoras de actina, que inducen la ruptura de los
filamentos de actina y el desmantelamiento de la estructura de sostén entre ambas

membranas, permite que se fusionen y libere el contenido del acrosoma [26].

Fig. 7 Representacion esquematica de los mecanismos implicados en la reaccion acrosomal[27]

1.6 INTERACCION ENTRE GAMETOS

La interaccion del espermatozoide con el ovocito se produce en dos etapas
primero con la ZP y posteriormente con el oolema.

1.6.1 INTERACCION DEL ESPERMATOZOIDE CON LA ZP

Alrededor del ovocito de los mamiferos se encuentra una matriz extracelular que
esta presente desde el foliculo primario hasta la implantaciéon en el utero,

denominada zona pelucida (ZP), Esta cumple importantes funciones durante la
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fecundacion, ya que media la interaccién espermatozoide-ovocito de manera
especie especifica [28], previene la polispermia y brinda proteccion al embrién
hasta su implantacion [3, 29].

La ZP es una estructura compuesta por glicoproteinas sulfatadas de numero
variable segun la especie. En humanos esta compuesta por cuatro glicoproteinas
denominadas ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4, los cuales actuan como ligandos para la
unidn de los espermatozoides. La glicoproteina ZP1 se encuentra presente en
baja abundancia en la ZP de humanos por ello es dificil su obtencion y su
identificacion solo se logré en anos recientes [29].

A pesar de su sencilla composicion, los mecanismos de interaccion entre el
espermatozoide y la ZP siguen sin ser comprendidos por completo, por lo que
numerosos estudios se han realizado en diferentes especies para conocer la
ultraestructura de la ZP al igual que su composicion bioquimica y molecular [28,
29]. Los mayores avances se han producido en el conocimiento de la fecundacién
en ratén, donde se ha determinado que la ZP esta formada por un entramado de
fiboras compuestas de dimeros repetitivos de ZP2:ZP3 unidos entre si por
moléculas de ZP1 [29] (ver Fig.8).

Fig.8 Modelo de la estructura del la zona pelucida de ratén

En vista de que la composicion de la ZP de raton es diferente a la de humanos los
conocimientos obtenidos en ratén no son faciles de extrapolar. Sin embargo pocos
estudios se han llevado a cabo empleando ZP humana nativa por lo que algunos

investigadores han utilizado la tecnologia del DNA recombinante para clonar las
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glicoproteinas de la ZP humana con el objeto de estudiar su bioactividad sobre el
espermatozoide. De este modo se ha visto que el espermatozoide intacto se une
a ZP3 y ZP4 humanas y desencadena la exocitosis acrosomal, mientras que el
espermatozoide reaccionado se une a ZP2 a través de receptores secundarios
[28, 30].

1.6.1.1 MODELOS DE UNION ESPERMATOZOIDE-ZONA PELUCIDA

A pesar de las numerosas investigaciones llevadas a cabo para conocer las bases
moleculares de la union de espermatozoides a la ZP, no existe un modelo unico
aceptado para mamiferos [31]. Por anos, se ha especulado sobre la participacion
del esqueleto polipeptidico, los carbohidratos, la estructura tridimensional o una

mezcla de todo, sin que se hayan tenido resultados concluyentes.

Mientras que en el raton se acepta que los oligosacaridos de la ZP3 son los
responsables de la union del espermatozoide, en otros animales la situacion es
menos clara. En raton se ha observado que los espermatozoides se unen a
glucidos del tipo O-unidos de la ZP3 y que estos son eliminados después de la
fecundacion [1]. Sin embargo, otros estudios evidencian la participacion de las
cadenas de oligosacaridos N-unidas en la union del espermatozoide en bovino y
porcino [32, 33]. Actualmente se cuestionan los modelos que proponen a los
oligosacaridos como responsables de la union del espermatozoides a la ZP, en
vista de los resultados contradictorios que han sido obtenidos en la ultima década
al respecto. Alternativamente se plantea que la funcion de los oligosacaridos en el
proceso de unidén espermatozoide-ZP quedaria restringida al establecimiento de la
especificidad de especie [34].

Existe un modelo en donde se propone que la estructura supramolecular de las
proteinas es determinante para la union del espermatozoide a la ZP. Este modelo
se propuso en base a experimentos realizados con ratones transgénicos en los
que se han introducido los genes que codifican para ZP2 y ZP3 humana. Los
resultados demuestran que aunque se expresa ZP2 y ZP3 humana en los ovocitos

de raton no hay uniébn de espermatozoides humanos, mientras que los
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espermatozoides de raton se unen, incluso después de haberse producido la
reaccion cortical [31]. Segun este modelo, la ZP formada por ZP2 y ZP3 con una
disposicién tridimensional especifica, seria responsable de la capacidad de union
del espermatozoide, de modo que segun han descrito diferentes autores, tras la
union de un espermatozoide y extrusion de los granulos corticales, se produciria
un corte proteolitico de la ZP2 que provocaria una modificaciéon de la estructura
supramolecular, que impediria que se puedan unir mas espermatozoides. En este
modelo, aunque no se descarta la participaciéon de los carbohidratos, no seria
necesaria su modificacion tras la fecundacion. Este modelo supramolecular
explicaria los resultados obtenidos con ratones en los que no hay ZP1 y que
forman una ZP compuesta de ZP2 y ZP3 la cual, aunque estructuralmente es
defectuosa, continua teniendo la capacidad de unir espermatozoides y son fértiles
[35].

Recientemente se ha observado en experimentos en donde se clonaron las
proteinas de la ZP en bacteria las cuales no son incapaces de glicosilar a las
proteinas estas son capaces de unir a los espermatozoides sin embargo no
desencadenan reaccion acrosomal por la que con este trabajo se demostro que el
esqueleto polipeptidico es importante para la interaccion entre gametos[36]

En conclusion se pude decir que la estructura tridimensional de la ZP juega un
papel crucial en la formacion del sitio de unidn para que el receptor espermatico

reconozca al ligando[37].

1.6.1.2 RECEPTORES DEL ESPERMATOZOIDE QUE PARTICIPAN EN LA
INTERACCION CON LA ZP

Un gran numero de receptores espermaticos para proteinas de la ZP han sido
descritos pero su funcion en forma individual o colectiva es poco clara.

Se ha demostrado que la identificacion de receptores espermaticos es mas dificil
que la identificacién de ligandos de la ZP debido a la gran complejidad de la
superficie espermatica en comparacién con la ZP, ya que pueden haber varios

receptores para un solo ligando de la ZP.
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Los receptores espermaticos que se encuentran a nivel de la membrana
plasmatica se denominan receptores primarios, mientras que los receptores
secundarios se encuentran en la membrana acrosomal interna [29]. Varios
receptores han sido aislados basandose en su afinidad por la ZP. En humanos se
han llevado a cabo varios estudios enfocados en aislar y caracterizar proteinas
localizadas en la superficie de la cabeza de los espermatozoides, pero una de las
principales barreras para la identificacion de dichas moléculas es la falta de un
ensayo estandarizado in vitro de union espermatozoide-ovocito que simule las
condiciones fisiologicas [38].

En el ratdon se ha demostrado la existencia de una molécula denominada “sp56”
con afinidad por la ZP [29, 39]. Se ha observado que se une a ZP3 [40] Dicha
molécula esta localizada en el acrosoma del espermatozoide y se transloca a la
superficie durante el proceso de capacitacion. En la especie porcina se ha descrito
la existencia de zonadesina, proacrosina, sp38, P47 y un grupo de proteinas
llamadas espermadesinas basandose en su afinidad por la ZP, aunque los
ligandos de zona especificos para este grupo de moléculas no se conocen[41].

A nivel del espermatozoide una de las moléculas mas estudiadas como receptor
de de la zona ha sido la f-1,4 Galactosiltransferasa (GalT-1). Entre sus funciones
se encuentra la que le da nombre, por su capacidad de afnadir galactosa a las
glicoproteinas y glicolipidos con residuos terminales N-acetilglucosamina. Pero
ademas, GalT-l puede actuar como receptor especifico de glicoproteina,
incluyendo la ZP3 de raton, al estar ubicada en la membrana plasmatica[42, 43].
Sin embargo estudios de ratones knock-out para el gen que codifica para GalT-I
demostraron que el numero de espermatozoides que se une a la zona pelucida del
ovocito disminuye pero no son infértiles [42], demostrando que GalT-l no es
prescindible para la fertilizacion.

Una molécula presente en espermatozoide humano que ha sido objeto de estudio
es la proteina PH-20, la cual se encuentra en la superficie de espermatozoides
con acrosoma intacto [44].

Se ha descrito que esta proteina tiene una doble funcion, se sabe que tiene

actividad de hialuronidasa que permite al espermatozoide atravesar la capa de
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células del cumulo odforo que rodea al ovocito y en segundo lugar se ha
observado su participacion como receptor secundario de la ZP. Los anticuerpos
generados contra la proteina PH-20 y que posteriormente son utilizados en
ensayos in vitro de union espermatozoide- ZP reducen significativamente la union
del espermatozoide a la ZP [44, 45].Por lo que se deduce que esta involucrada en
la interaccion primaria espermatozoide —ZP sin embargo no inhibe por completo la
union.

Existen algunas moléculas caracterizadas en la actualidad que pueden ser
posibles receptores que participen en la interaccion entre gametos, los cuales se
presentan en la tabla 2. Sin embargo hasta la fecha no se ha encontrado alguna
proteina que inhiba por completo el proceso de fecundacién en mamiferos.

Debido a la complejidad de la superficie de espermatozoides se ha visto que la
fecundacion no esta condicionada a la interaccion receptor ligando por lo se ha
propuesto la existencia de diferentes receptores espermaticos que unan a las

proteinas de la ZP con mayor o menor afinidad y que permiten la fecundacion[44].
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Especie Proteina candidata

Raton

95KDa receptor tirosina cinasa

GALT-I

Sp56

SED1

Humano ZRK

PH-20

SAMP14

ADAM(metaloproteasa, desintegrina
rica en cisteinas)

Fertilina a y B

Cerdo Espermadesina

Zonadesinas

Tipo de interaccién

propuesta

Receptor via tirosina cinasa
interaccion proteina-
proteina con ZP3

Proteina que disminuye la
union de espermatozoide a
la ZP.

Proteina que disminuye la
unién de espermatozoides
en ZP
Se une especificamente a
ZP en ovocitos no
fertilizados
Interaccion proteina —
proteina con ZP3.

Se encuentra presente en
el acrosoma intacto del
espermatozoide presenta
actividad de Hialuronidasa.

Asociadas a la membrana
acrosomal inhibe la unién y
fusién de gametos.

Proteinas
transmembranales
asociada a la union entre
gametos.

Interviene entre la fusion de
gametos interactia con la
membrana del ovocito.

Espemadesinas

interactuan con los
carbohidratos de la zona
pelucida.

Union especifica a la ZP
acelerala R.A

Referencia

Brewis et al 1999[46]
Rodeheffer 2004[42]
Buffone MG et al
2008[47]

Ensslin et al 2003[48]

Brewis et al 1999[46]

Sury A. 2004

Shetty J et al

2003[49]

Kim E et al 2009[50]

Naz K 2009[51]

Haase B 2005[52]

Bi M 2003[53]

Tabla 2. Principales proteinas de espermatozoide que estan involucradas en la interacciéon

de gametos.
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1.6.2 FUSION DE GAMETOS

Interaccién con la membrana plasmatica (oolema)

Una vez que el espermatozoide atraviesa la ZP interacciona con el ovocito, a
través de las membranas plasmaticas. A continuacion se produce la union y fusién
entre la membrana plasmatica del ovocito y la del espermatozoide a nivel del
segmento ecuatorial. [54].

El proceso de fusion de membranas puede ser dividido en tres eventos claves. El
primero consiste en el reconocimiento que consiste en el contacto inicial entre las
dos membranas mediado por uniones proteina-proteina o por uniones proteina-
carbohidrato. El segundo, consiste en la aposicion de las membranas: la actividad
fusogénica de las proteinas conlleva que las dos membranas tengan un contacto
intimo y se produzca la adhesion uniéndose fisicamente las dos membranas, a
través de interacciones proteina-lipido o proteina-proteina. El tercer evento
corresponde a la mezcla de lipidos; una vez que las membranas estan en
contacto, se produce la mezcla de lipidos dando como resultado una bicapa mixta
que permite la continuidad citoplasmatica entre las dos células[55].

En espermatozoides humanos, hay evidencias de que la RA es importante para la
adhesion a la membrana del ovocito. Las uniones iniciales del espermatozoide a la
membrana son reversibles y parecen requerir de la movilidad espermatica para
que se produzcan, aunque espermatozoides con pobre movilidad pueden
fusionarse con ovocitos [21]. Al mismo tiempo que se produce la fusién de los
gametos, se completa la segunda divisidbn meidtica en el ovocito y se expulsa el
segundo corpusculo polar. Con la union de las dos células sexuales se completa el

numero de cromosomas necesarios para crear el genoma del embridn.
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2 JUSTIFICACION

El reconocimiento entre gametos es el primer paso para que se lleve a cabo la
fecundacion. El espermatozoide debe primero interactuar con la ZP que rodea al
ovocito y para ello se requiere del reconocimiento mediado por moléculas
especificas que se encuentran tanto en el espermatozoide como en la ZP.

En la actualidad se conocen las glicoproteinas que conforman la ZP y se han
descrito algunas moléculas del espermatozoide que son receptores especificos
para la ZP. Sin embargo, la mayoria de los trabajos encaminados a estudiar los
mecanismos moleculares implicados en la interaccion del espermatozoide-ZP se
han realizado en modelos animales, por lo que la informacién obtenida nos ayuda
a entender los mecanismos pero no son extrapolables al humano. Algunos
investigadores han realizado estudios con gametos humanos, pero existe la
dificultad de obtener ovocitos de mujeres donados para la investigacion, por lo que
poco se ha progresado al respecto.

Por lo anteriormente expuesto este estudio esta encaminado a evaluar los
mecanismos de interaccion entre gametos utilizando proteinas recombinantes de
la ZP, los cuales son una herramienta que nos puede ayudar a identificar
moléculas espermaticas que se unan a la ZP humana. Los resultados obtenidos
podrian contribuir a elucidar los mecanismos de union entre gametos y por ende
abrir las puertas para nuevas aproximaciones diagnosticas para algunos casos de

infertilidad masculina.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo es aislar y caracterizar proteinas presentes en

espermatozoides de donadores normozoospérmicos que participan en la

interaccion con la ZP humana.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS.

» Obtener las proteinas ZP2, ZP3 y ZP4 humanas recombinantes y extractos

solubles de proteinas de espermatozoides.

» Estandarizar un método para capturar proteinas de espermatozoide
mediante ensayos de union en fase soélida con las proteinas recombinantes
de la ZP.

» Caracterizar las proteinas de espermatozoide aisladas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencién y purificaciéon de proteinas recombinantes de la ZP.

La expresion de las proteinas de la ZP humana se realizé mediante la infeccidn de
células Sf9 con virus recombinantes para ZP2, ZP3 y ZP4, segun Carifio y
colaboradores [55]. Los vectores de expresion empleados contienen una
secuencia de 6 histidinas (6His) que se utiliza para la purificacion de las proteinas
recombinantes. Las células infectadas con los virus recombinantes se cosecharon
y se comprobo la expresiéon de las proteinas de interés mediante SDS-PAGE y
Western Blot (ver apartado 4.2.1 y 4.2.2). La purificacion de las proteinas
recombinantes ZP2, ZP3 y ZP4 se realizé6 mediante cromatografia de afinidad bajo
condiciones desnaturalizantes, a partir de los pellets de células. Para ello se
adicion6 solucién amortiguadora de lisis (ver anexo 1) con la cual se incubd
durante 1hr. Después se centrifugd a 12000 rpm y se adicioné solucién
amortiguadora de solubilizacion (ver anexo |) a temperatura ambiente, se
homogeneizd y se incubd durante 3 hrs en agitacion.

Posteriormente se centrifugd a 12000 rpm y el sobrenadante obtenido se adiciono
a una resina de agarosa acoplada Ni-NTA (Qiagen, EE.UU), previamente
equilibrada con solucion amortiguadora de solubilizacion y se incub6é a 4°C
durante toda la noche en agitacion.

Al dia siguiente, la mezcla se centrifugd a 1200 rpm y la resina se lavo tres veces
con solucion amortiguadora de solubilizacion y dos veces mas con solucion
amortiguadora de lavado (ver anexo l). Por ultimo la resina se sometié a un
gradiente decreciente de urea con solucion amortiguadora de plegamiento (ver
anexo |) para renaturalizar las proteinas unidas a ella.

Las proteinas renaturalizadas se eluyeron con solucion amortiguadora de elucion
(ver anexo 1) y se concentraron por medio de ultrafiltracion en columnas de

Amicon (Millipore, EE.UU) y después se dializaron contra solucién amortiguadora
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de dialisis (ver anexo |). La concentracion de las proteinas recombinantes de la ZP

se determiné mediante el ensayo de acido bicinconinico (BCA; Pierce, EE.UU).
4.2. Caracterizacion de las proteinas

4.2.1. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Esta técnica se empled para visualizar la presencia de las proteinas obtenidas
siguiendo la técnica de Laemmli [56]. Las muestras de cada experimento se
resuspendieron en solucion amortiguadora de carga, se hirvieron y se depositaron
en geles de poliacrilamida de diferentes porcentajes, bajo condiciones
desnaturalizantes.

La corrida electroforética se llevo a cabo a voltaje constante de 100V. Al finalizar,
las proteinas se visualizaron directamente en el gel mediante tincion de plata o
con azul de Coomassie. En algunos casos las proteinas se transfirieron a
membranas de polivinildifluorido (PVDF; Millipore, EE.UU) y se emplearon para
Western Blot (ver apartado 4.2.2).

4.2.2. Western Blot

Para llevar a cabo la imnunodeteccion de proteinas especificas, las proteinas
separadas en el gel se electrotransfirieron a membranas de polivinildifluorido
(PVDF; Millipore, EE.UU) a 100V durante 1:20hr.

Posteriormente, las membranas se bloquearon durante 1hr en solucion
amortiguadora de TBST (ver anexo |) con 5% de leche descremada. Luego las
membranas se incubaron con el anticuerpo primario diluido con TBST durante 1hr
con agitacion y se lavaron tres veces con TBST. A continuaciéon las membranas
se incubaron con proteina A marcada con 1'®® durante 1hr. Por ultimo las
membranas se lavaron tres veces con TBST y se sometieron a autoradiografia a -
70°C durante toda la noche.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-zona pelucida de cerdo preparado
en conejo (anti-HSPZ), diluido 1:1000, y anti-membrana de espermatozoide

humano preparado en conejo (anti-Spm), diluido 1:200. Alternativamente, la
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deteccion del primer anticuerpo se realizé mediante la incubacion con anticuerpo
secundario anti-IgG de conejo preparado en cabra (Zymed, EE.UU) conjugado a
peroxidasa de rabano HRP y se revelé mediante la adicién de diaminobencidina
como sustrato (Sigma, EE.UU); en otros casos se reveld6 mediante

quimiolumicencia utilizando el sustrato ECL (Amersham, EE.UU).

4.3. Muestras de semen humano

Las muestras de semen fueron obtenidas mediante masturbacion de
donadores sanos normozoospérmicos, después de un periodo de abstinencia
de 3 a 5 dias. El eyaculado se incubd durante 1hr a 37°C para permitir su
licuefaccion. Luego se evalud la muestra siguiendo los valores de referencia

del Manual de la Organizacién Mundial de Salud (ver tabla 3).

Parametro Valor de referencia
Volumen >2ml

pH 7.2

Densidad > 20X10° spm/mL

Numero total de espermatozoides > 40X10°

Movilidad = 50% o0 mas moviles (A +B)
Tipo de movilidad A) Progresiva lineal

B) Progresiva erratica

C) No progresiva

D) Inméviles
Morfologia > 15%
Viabilidad >50% de vivos

Tabla 3. Valores de referencia establecidos por la OMS para las muestras de semen humano[57]

4.4. Obtencion de espermatozoides moviles capacitados

La separacion de los espermatozoides moviles del semen humano se realizé
mediante la técnica de swim up [58]. Para ello al semen se le afiadi6 medio
Human Tubal Fluid (HTF; Irvine Scientific, EE.UU), suplementado con HSA
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(albumina sérica humana) al 3% y piruvato de sodio (1mM). Este medio se
adicion6 lentamente por las paredes del tubo para formar una fase superior a la
cual los espermatozoides moviles pueden migrar. Se incubé durante 1hr a 37°C
con 5% de CO; en un tubo inclinado a 45°. Luego se recupero la fase superior y
los espermatozoides se lavaron tres veces con PBS y se guardaron a -20°C para
su posterior uso.

Para la obtencion de espermatozoides moviles capacitados se empleo un sistema
de gradiente de Percoll utilizando el sistema lIsolate (Irvine Scientific, EE.UU).
Sobre el gradiente se depositdé un volumen igual de eyaculado y se centrifugd a
1800 rpm durante 30 min a temperatura ambiente. El pellet obtenido se lavé con
Sperm Washing Medium (Irvine Scientific, EE.UU), se resuspendié con un
volumen de Sperm Washing Medium mas un volumen de Test Yolk Buffer (Irvine
Scientific, EE.UU) y se incubo toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizo la

técnica swim-up como se describié anteriormente en este apartado.

4.5. Induccioén de la reaccién acrosomal

Para determinar si las proteinas recombinantes de la ZP son biolégicamente
activas se evalué su capacidad para inducir la reaccidon acrosomal en
espermatozoides moviles capacitados. Para ello se incubaron 150000
espermatozoides con 1ug/ mL de ZP2, ZP3 y ZP4 en medio HTF suplementado
durante 30 min a 37°C.

Transcurrido este tiempo, los espermatozoides se lavaron con PBS y se fijaron
con etanol al 70%. Posteriormente se realizaron frotis por duplicado de los
espermatozoides, los cuales se incubaron con 20ug/mL de lectina de Pisum
sativum conjugada con fluoresceina (FITC-PSA; Sigma, EE.UU) diluida en PBS,
durante 30min a temperatura ambiente. A continuacion, los frotis se lavaron tres
veces con PBS y se agregd una solucion de glicerol para el montaje. Los frotis se
observaron bajo el microscopio de fluorescencia y se realizé la evaluacion de
doble ciego en al menos 200 células. Todos los espermatozoides que mostraron

fluorescencia en la region del acrosoma se consideraron como no reaccionados,
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mientras que los que presentaron ausencia de fluorescencia en el acrosoma o
bien tincidén en la regidén ecuatorial se consideraron como reaccionados.

Los valores de reaccidon acrosomal producidos por las proteinas de la ZP fueron
normalizados por la reaccion acrosomal espontanea observada en el control
negativo (espermatozoides incubados con medio HTF suplementado bajo las
mismas condiciones) [63]. Como control positivo, se incubaron en paralelo

espermatozoides con ionoforo de calcio A23187 10mM (Sigma, EE.UU.).

4.6. Extraccién de proteinas de espermatozoide

La extraccion de las proteinas de espermatozoide capacitados se realizd en
condiciones no desnaturalizantes. Por cada 10 X10° espermatozoides se adiciond
1mL de solucién de extraccion de proteinas (ver anexo |) mas inhibidor de
proteasas (Roche, Suiza). Se resuspendié y una vez que se observé homogénea
la suspension se incubd durante 30 min en hielo. Posteriormente se centrifugd
durante 15min a 14000 rpm, se recuperd el sobrenadante y las proteinas se

cuantificaron por BCA.

4.7. Espermoblot

El espermoblot es una técnica que se basa en el método de Western Blot, que se
utilizé para determinar si hay union de los espermatozoides humanos a las
proteinas recombinantes de la ZP obtenidas en este trabajo.

Para ello se realizé la corrida electroforética de las proteinas recombinantes de la
ZP en geles de poliacrilamida al 10% y se transfirieron a una membrana de PVDF.
A las membranas se les adiciond solucién de urea 6M para posteriormente
agregar solucién amortiguadora de renaturalizacién con el objetivo de hacer un
gradiente decreciente de urea y asi replegar las proteinas de la ZP.

A continuacion, las membranas se bloquearon con BSA al 0.5% en TBST, y
después de tres lavados con TBST se incubaron con espermatozoides
capacitados en medio HTF suplementado por 1hr a 37°C. Terminado el periodo de
incubacion, se retirdé el medio HTF suplementado y las membranas se lavaron con

HTF sin suplementar. Posteriormente se afiadié glutaraldehido al 8% en HTF y se
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incub6 durante 30 min .Trascurrido este tiempo las membranas se lavaron con
TBST y se procedié a realizarla deteccion de espermatozoides unidos mediante
Western Blot, empleando anticuerpo anti-Spm diluido 1:200 en TBST y proteina A
marcada con I'?°. Por ultimo las membranas se sometieron a autorradiografia por
3 dias a -70°C.

4.8. Ensayo de captura de ligandos (Ligand Pull Down)

Se realizé la captura de receptores espermaticos aplicando la técnica de ligand
pull down. Este es un método in vitro utilizado para la determinacion de
interacciones fisicas ligando-receptor mediante la utilizacion de una fase sélida en
donde se inmovilizan las proteinas utilizadas para capturar los receptores de
interés [59]. Sin embargo, la efectividad de esta técnica depende de realizar los
ajustes adecuados para cada par ligando-receptor, por lo que nuestro primer
objetivo fue estandarizar la técnica para nuestras proteinas.

Para la captura de receptores espermaticos se obtuvieron las proteinas de la ZP
unidas a la resina, procesadas tal y como se describe en el apartado 4.1 pero sin
eluir. En general se tomaron aproximadamente 60uL de la resina y se equilibro
con solucion amortiguadora de plegamiento. Luego se adicionaron 100ug del
extracto de proteinas de espermatozoide mas imidazol 20mM, BSA 0.1% e
inhibidor de proteasas todo diluido en un volumen final de 800uL de solucién
amortiguadora de plegamiento, y se incubd a 4°C en agitacion. Transcurrido el
tiempo de incubacién, se centrifugd a 1200 rpm y se lavd extensivamente con
solucion amortiguadora de plegamiento. Como control negativo se llevé a cabo el
mismo procedimiento en paralelo utilizando la resina sin proteinas de la ZP
incubada con los extractos de proteinas de espermatozoide.

Las proteinas de espermatozoide capturadas por las proteinas de la ZP se
analizaron mediante electroforesis (SDS-PAGE) en geles de poliacrilamida al 12%.
Para optimizar la captura de receptores espermaticos se probaron algunas

modificaciones a la técnica anterior, mismas que se describen a continuacion.
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4.8.1. Biotinilacion de las proteinas de espermatozoide

Uno de los cambios realizados fue la utilizacion de proteinas de espermatozoide
biotiniladas para visualizar directamente todas aquellas proteinas de origen
espermatico que son capturadas por las proteinas de la ZP mediante la adicion de
avidina-HRP.

Para ello, el extracto de proteinas de espermatozoide se dializé6 contra PBS
durante dos dias para extraer el detergente Triton X-100. Luego las proteinas del
extracto de espermatozoides se biotinilaron segun Rosenberg [60], para lo cual se
utilizé NHS-Biotin (Sigma, Francia).

Al extracto de proteinas de espermatozoide se le adiciond biotina durante 3 hrs en
agitaciéon y nuevamente se procedid a dializar contra PBS para extraer el
excedente de biotina. Para comprobar la eficiencia de la biotinilacion se tomaron lo
20ug de proteina de espermatozoide biotiniladas y se llevo a cabo la corrida
electroforética seguido de la transferencia a membranas de PVDF. La
visualizacion de las proteinas se realizd mediante la adicion de 0.5ug/mL de
avidina-HRP (Sigma, Paris) y diaminobencidina (Sigma, EE.UU) como sustrato.
Una vez que se corrobor6 que las proteinas de espermatozoide fueron
biotiniladas, se utilizaron en el ensayo de captura de receptores espermaticos en
las mismas condiciones descritas en el apartado 4.8 empleando, 100 pg del
extracto de proteinas de espermatozoide. Adicionalmente se aumenté el tiempo de
incubacién de las proteinas recombinantes de la ZP y el extracto de
espermatozoides con la finalidad de llegar al equilibrio ligando receptor por ello se

incubd durante toda la noche a 4°C.

4.8.2. Uso de entrecruzadores

Otra modificacion probada fue la utilizacion de compuestos entrecruzadores con la
finalidad de hacer mas estables las uniones ligando-receptor, y asi evitar la
pérdida de receptores espermaticos capturados por las proteinas de la ZP,
durante los lavados.

Para ello, luego de incubar el extracto de proteinas de espermatozoide sin

biotinilar con cada una de las proteinas de la ZP unidas a la resina, se lavd con
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solucién amortiguadora de renaturalizacibn y se adiciondé el compuesto
entrecruzador. Se hicieron pruebas con glutaraldehido 0.1% y paraformaldehido
0.1% diluido en solucion amortiguadora de renaturalizacion, incubando a
temperatura ambiente durante 30 min. Transcurrido el tiempo de incubacion se
realizaron lavados a la resina con solucion amortiguadora de elucion sin imidazol y

se analiz6 por SDS-PAGE seguido por tincion de plata o azul de Coomassie.

4.9. Secuenciacion de proteinas
Con el objetivo de identificar las proteinas aisladas, se secuenciaron utilizando la

técnica de Peptide Mass Fingerprint que se basa en la identificacion de proteinas

por medio de su fragmentacion para posteriormente realizar un analisis de masas
mediante MALDI-TOF. La secuenciacidon de proteinas se realizé con el apoyo y
asesoria del Dr. César Batista y el IQ Oscar Villa en el IBT UNAM.

Brevemente para lograr el objetivo se procedié a cortar las bandas observadas en
el gel y se les adiciono solucidon destefidora con la cual se incubaron toda la
noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente se agrego solucion destefidora y
se dejo incubando por 3hrs mas. Después se agrego acetonitrilo para deshidratar
el gel y se evaporod utilizando un ultraconcentrador (Speed Vac), los trozos de gel
se hidrataron y deshidrataron mediante la adicion de soluciéon de bicarbonato de
amonio y acetonitrilo para favorecer que la tripsina se incorpore eficientemente por
difusidn. Posteriormente se concentrd y agregaron 10ulL tripsina por 10min a 4°C.
A continuacion se agregd solucidon de bicarbonato de amonio para lavar y
recuperar el producto de la digestion, el bicarbonato de amonio se evaporé y la
muestra se inyectd al espectrofotdmetro de masas (Spectra A220, Orbitrap XL,
Thermo Scientific, EE.UU) del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México.

Una vez que se obtuvo la secuencia de péptidos, se utilizé el BLAST Tool del
Centro Nacional de Informacién sobre Biotecnologia (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov) para comparar las secuencias de los péptidos encontrados

con la base de datos de proteinas ya caracterizadas.
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5. RESULTADOS
5.1 Obtencion y caracterizacion de las proteinas recombinantes de la ZP
Las proteinas de la zona pelucida purificadas fueron analizadas mediante

electroforesis SDS-PAGE y Western Blot como se muestra en la figura 1.

Fig. 9 Caracterizacion de las proteinas recombinantes ZP2, ZP3 y ZP4 puras mediante A) Western Blot,
utilizando anticuerpo anti-HSPZ y B) electroforesis SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 10% seguido de

tincion con plata.

Al realizar el analisis de Western Blot (fig. 9A) se observd que el anticuerpo anti-
HSZP reconoce en cada carril solo una banda de proteina, sugiriendo que las
proteinas de la ZP se expresaron en las células Sf9. A estas bandas se les
estimaron sus pesos moleculares aparentes utilizando estandares de peso
molecular, y aproximadamente tienen pesos de 85 kDa para ZP2, 55 kDa para
ZP3 y 66 kDa para ZP4, los cuales son similares a los reportados para sus
homologas nativas [61, 62]. Ademas, en el gel tehido (fig. 9B) se observa que las
bandas reconocidas por los anticuerpos son predominantes por lo que se lograron

purificar adecuadamente.
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5.2 Evaluacién de la actividad biolégica de las proteinas recombinantes de la

ZP mediante induccion de la reaccion acrosomal.
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Fig. 10 Reaccion acrosomal inducida por las proteinas recombinantes de la zona pelucida n=4

experimentos. Media + DE, Cal= iondéforo de calcio.

Con el fin de determinar que las proteinas recombinantes de la ZP tienen
actividad bioldgica se realizd un ensayo de la induccion de la reaccion acrosomal a
los espermatozoides.

En la figura 10 se muestran los resultados de los efectos de las proteinas
recombinantes de la ZP sobre la reaccién acrosomal, donde se observé que ZP3
y ZP4 indujeron la reaccion acrosomal mientras que ZP2 no, tal y como se ha
escrito en trabajos previos [63]. Se puede observar en la grafica que el porcentaje
de espermatozoides que presentan reacciéon acrosomal con ionéforo de calcio es
del 28% mientras que para ZP3 es 8% y ZP4 5%.

Estos resultados nos indican que las proteinas recombinantes ZP3 y ZP4
obtenidas tienen actividad biolégica y pueden ser utilizadas para la captura de

receptores espermaticos.
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5.3 Extracto de proteinas de espermatozoide

Fig. 11 Analisis mediante SDS-PAGE al 10% de poliacrilamida del extracto de proteinas de

espermatozoides obtenidos en condiciones no desnaturalizantes, tefiido con azul de Coomassie.

En la figura 11 se pueden observar la mezcla de proteinas de espermatozoide
obtenidas con la solucidon de extraccion de proteinas. Se observa que son
abundantes y no estan degradadas por lo tanto se pueden utilizar para
realizar ensayos de captura de receptores con proteinas recombinantes de la
ZP.

5.4 Espermoblot

Fig.12 Espermoblot de extractos de proteinas de células Sf9 infectadas con virus recombinantes para ZP2,

ZP3 y ZP4. Como control se utilizaron las proteinas de células Sf9 sin infectar (n=3).
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El espermoblot se realizd con la finalidad de observar si existe unién entre los
espermatozoides con las proteinas recombinantes de la ZP.

En la figura 12 se muestra el resultado de incubar 3.5 X10° espermatozoides
capacitados en medio HTF suplementado con las proteinas recombinantes de la
ZP que se encuentran inmovilizadas en la membrana de PVDF utilizando la
técnica de espermoblot. La sefal observada se indica con los numeros 1,2 y 3 los
pesos moleculares aparentes de estas bandas son de 86KDa, 55KDa y 67KDa,
los cuales son similares a los descritos para las proteinas recombinantes ZP2,
ZP3 y ZP4 puras respectivamente, lo que sugiere que existe union entre los
espermatozoides y las proteinas recombinantes de la ZP. Por su parte, en el carril
donde se encuentra el extracto de células Sf9 sin infectar con baculovirus
recombinante para las proteinas de la ZP no se observa sefal por lo que se trata
de interacciones especificas entre los espermatozoides y las proteinas

recombinantes de la ZP.

5.5 Ensayo de captura de ligandos

Fig. 13 Receptores espermaticos capturados mediante el ensayo de captura de ligandos, analizados
por A) Electroforesis SDS-PAGE en un gel de acrilamida al 12% seguido de tincion de plata y B)
Western Blot con Anti-HSPZ (3hrs).
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En la figura 13 se pueden observar los resultados obtenidos con el ensayo de
captura de ligandos. En el primer carril de la figura 13 A se observa el extracto
de proteinas de espermatozoide que se utilizé para realizar el ensayo, en el
carril 2 se encuentra el control utilizado y se observé una banda alrededor de
75kDa producto de una interaccion inespecifica entre la resina y el extracto de
proteinas de espermatozoides, por lo que las bandas observadas a esta altura
quedan descartadas.

En los carriles donde se encuentran las proteinas recombinantes ZP2, ZP3 y
ZP4 se observa un patron de bandas alrededor de 45kDa (*) estas bandas
pueden ser de origen espermatico ya que no se observan en el Western Blot
de la figura 13 B, pero cabe la posibilidad de que se trate de proteinas de las
células Sf9 que unieron inespecificamente a la resina durante la purificacion.
Se observa en la figura 13 A que la proteina recombinante ZP3 capturd 2
proteinas una de 28kDa y la otra de 32kDa.

En la figura 13 B se pueden visualizar las proteinas recombinantes de la ZP
que se utilizaron para realizar en ensayo de captura de espermatozoides se
observa que después de la incubacién con los extractos de proteinas de
espermatozoide no se encuentran degradadas.

Sin embargo en la region entre 50-85 kDa las proteinas recombinantes de la
ZP impiden identificar proteinas de espermatozoide que hubiesen sido
capturadas.

En vista de que la presencia de las proteinas recombinantes de la ZP
interfieren parcialmente con los analisis, se decidié biotinilar el extracto de
proteinas de espermatozoide para observar mediante la adicion de avidina-

HRP y diaminobencidina los receptores capturados por las proteinas de la ZP.
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Fig.1
4  Andlisis de las proteinas de espermatozoide biotiniladas que se unieron a las proteinas
recombinantes de la ZP. A) Western Blot de las proteinas recombinantes de la ZP utilizadas para el
ensayo de captura, B) Proteinas biotiniladas incubadas con avidina-HRP 0.5ug/ml y reveladas con
diaminobencidina C) Proteinas biotiniladas incubadas con avidina-HRP 0.5ug/ml y reveladas por

quimioluminiscencia ECL.

En la figura 14 A se observan las proteinas recombinantes de la ZP, se puede
ver que estan presentes en la resina que se utilizé para realizar el ensayo de
captura de receptores espermaticos, por lo que se demuestra que estas se
encuentran unidas a la resina y su peso molecular no varia por lo que no sufren
degradacion durante ensayo.

En la figura 14B se observa claramente las proteinas de espermatozoide
capturadas por las proteinas recombinantes el método de revelado es mas
sensible y lo que se observo fue similar a la membrana de la figura 14B, el patrén
de proteinas capturadas es el mismo para cada una de las proteinas

recombinantes de la ZP.
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Se ha descrito que la biotinilacion no afecta la estructura tridimensional de las
proteinas, ya que en trabajos previos se muestra que el proceso de biotinilacion de
una proteina no afecta la afinidad del ligando por su receptor, debido a que la
biotina es una proteina de bajo peso molecular (244Da). Esto hace que su adicion
no modifique drasticamente las propiedades de las moléculas[65]. Sin embargo
se observo que hay un exceso de biotina en el extracto de proteinas de
espermatozoide como se puede ver en el carril 1 del la figura 14 B probablemente
este exceso de biotina unié inespecificamente las proteinas del extracto de
espermatozoides con las proteinas de la ZP.

Por ello se decidid realizar otras modificaciones al ensayo de captura de
receptores espermaticos.

Primero se decidié utilizar compuestos entrecruzadores, debido a que las
interacciones entre las proteinas de espermatozoide y las proteinas
recombinantes de la ZP no son lo suficientemente fuertes ya que el
espermatozoide tiene que atravesar la ZP para que haya fusion entre la
membrana interna del espermatozoide con el oolema, si las interacciones fueran

de tipo covalente el espermatozoide se quedaria anclado en la ZP.
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Fig. 15 Analisis electroforético SDS-PAGE en gel al 12% para observar las proteinas de

espermatozoide que se unen a ZP3 utilizando diferentes compuestos entrecruzadores tincion con plata.

Los resultados obtenidos en una prueba realizada con la proteina recombinante
ZP3 se muestran en la figura 15, donde el carril 1 se encuentra el extracto de
proteinas de espermatozoide y la resina no se observa ninguna banda, aun en
presencia de glutaraldehido y paraformaldehido como se muestra en los carriles 3
y 4. Por lo que las bandas observadas en ZP3 son especificas.

Las proteinas de espermatozoide capturadas especificamente por ZP3 son de
aproximadamente 42kDa y 16KDa y se visualizaron en presencia de
paraformaldehido, mientras que con glutaraldehido no se observaron las bandas.
Adicionalmente se observo un doblete de bandas de aproximadamente 64kDa que
estd presente en todos los carriles se ha descrito que es un artefacto del -
mercaptoetanol que se produce cuando hay un exceso y que se puede eliminar
agregando a la solucién de carga yodoacetamida[78].

Durante la estandarizacion del método de captura de receptores espermaticos, las
modificaciones probadas que mejoraron la eficiencia y reproducibilidad del ensayo
fueron las siguientes: Se mejoro el bloqueo de la resina mediante el aumento de
imidazol de 20mM a 50mM, se aumentd el tiempo de incubacion entre las
proteinas recombinantes de la ZP y el extracto de proteinas de espermatozoide
para lograr el equilibrio ligando receptor.

Y por ultimo se agregd un compuesto entrecruzador paraformaldehido 0.1% para

estabilizar las uniones ligando-receptor.
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Fig. 16 Analisis electroforético SDS-PAGE en un gel de acrilamida del 10-15% de las proteinas de
espermatozoide que se unen especificamente a las proteinas recombinantes de la ZP capturados en
presencia de PFA y tefiido con azul de coomassie. Los numeros asignados a las proteinas

espermaticas son arbitrarios.

En la figura 16 se puede observar varias proteinas de diferente peso molecular
capturadas por las proteinas recombinantes ZP2, ZP3 y ZP4. A estas bandas se
les asigné una numeracion arbitraria, como se muestra en la tabla 4, y se les

estimd el peso molecular aparente para cada una de ellas.
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Ligando Proteina Peso Molecular (KDa) proteina de

(namero de spm unida a ZP
asignacion arbitraria)

34

P2 32

N

ZP3 42
15
42

10

ZP4

o g~ W

Tabla 4. Pesos moleculares estimados de las proteinas de espermatozoide que reconocieron

Especificamente a las proteinas recombinantes de la ZP.

5.6 Secuenciacion de péptidos de las proteinas aisladas para su

caracterizacion.

Ligando PM de las Secuencia de péptidos Probable Puntuacion | E-valor
proteinas de identificados aislados identidad (Score)
spm
capturadas
(KDa)
ZP2 1 34 VIPVLQTK S100P 28.2 89
2 32 LGEHNIDVLEGNEQFLNAAK Serina 60.4 2X10°
proteasa
ZP3 3 42 CTVASTQEIT IE-1 de 34.6 1.3
Baculovirus
4 15 LGEHNIEVLEGNEQFINAAK Serina 60.4 2X10°
proteasa
DLDSLLAEV Tirosina 26.1 400
Cinasa
5 42 CTVASTQEIT IE-1 de 34.6 1.3
ZP4 Baculovirus
6 10 STVVTA Ubiquitina 20.2 16341
peptidasa 3

Tabla 5. Secuencias de las proteinas de espermatozoide obtenidas mediante ensayos de unién spm-ZP
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En la tabla 5 se muestran los péptidos identificados al secuenciar cada una de las
proteinas que fueron capturadas mediante los ensayos de unidén espermatozoide.
Estas proteinas se identificaron mediante el programa informatico de alineamiento
de secuencias BLAST, el cual calcula la significancia de sus resultados por lo que
provee un parametro confiable para conocer la probabilidad de que una proteina
sea homologa con otra que ya esta totalmente secuenciada.

Para ello cada uno de los alineamientos realizados es evaluado para determinar
su significancia estadistica por lo que el programa elimina los alineamientos
inconsistentes y los alineamientos resultantes son denominados pares de alta
puntuaciéon. Una vez realizado esto, se calcula la puntuaciéon final de los
alineamientos resultantes y se determina su significancia tomando en cuenta la
probabilidad que tiene dicho alineamiento de haber sido obtenido por azar de
acuerdo al tamano de la base de datos. Al final solo se reportan los alineamientos
que hayan tenido una probabilidad mayor mediante el parametro E que es
conocido como e-valor (e-value) de corte, nos permite definir qué alineamientos
queremos obtener de acuerdo a su significancia estadistica. Cuanto menor sea el
valor de E, mas significativo es un alineamiento. En base a este criterio podemos
decir que las proteinas 1,2 y 4 tienen una alta probabilidad de tener homologia
con la proteina que se encuentra en la base de datos.

Las proteinas 3 y 5 que tienen un peso molecular de 42kDa y que se unieron a
ZP3 y ZP4 respectivamente corresponden a una proteina del vector de
expresion por lo que se considerd una contaminacion.

La proteina 1, que se uni6 a ZP2 tiene un peso molecular de 34kDa y
corresponde a la proteina de union a S100P. Esta proteina esta relacionada
con el metabolismo de calcio y forma parte de las proteinas de union de la
familia S100, las cuales son expresadas en diferentes tejidos [66]. Por ejemplo
S100A1 y S100A2 se localizan en el citoplasma y nucleo de células
musculares lisas, mientras que S100P se encuentra en el citoplasma de
células placentarias[66]. En la actualidad no se ha reportado la presencia de

esta proteina en espermatozoide de mamifero.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO Pag. 56



La proteina 2 de 32kDa capturada por ZP2 se trata de una serina proteasa.
Las serina proteasas son hidrolasas que degradan enlaces peptidicos de
péptidos y proteinas que poseen en su centro activo un aminoacido de serina
esencial para la catalisis enzimatica.

En espermatozoides se ha estudiado ampliamente un tipo de serina proteasa
denominada acrosina, la cual se encuentra presente en el acrosoma de los
espermatozoides y tiene un peso molecular entre 35kDa a 49kDa dependiendo
si es a 0 3 acrosina [60].

Para la proteina 4 de 15kDa de union a ZP3 se obtuvieron dos péptidos, el
primero se asocia con una serina proteasa y el segundo con una tirosina
cinasa; esta ultima se descarté ya que su peso molecular es de 140kDa y
ademas el valor de puntuacion y e-valor dan una probabilidad menor en
comparacion a la serina proteasa.

La proteina de 10kDa que se unié a ZP4 se trata de la proteina ubiquitina
peptidasa 3, la funcion de las proteinas ubiquitina proteasas es romper la

union proteina-ubiquitina evitando asi la degradacion de la proteina marcada.

6 DISCUSION

La evaluacion de la capacidad fecundante de los espermatozoides ha sido el
objetivo de numerosos estudios a lo largo de los afos. Dicha capacidad es el
resultado de la habilidad del gameto masculino para capacitarse, llegar hasta el
ovocito, atravesar la ZP, unirse a la membrana plasmatica y fusionarse con ella
para formar el pronucleo masculino. Con el fin conocer la capacidad fecundante de
los espermatozoides en humanos, se han realizado numerosos estudios buscando
los parametros que muestren la correlacion mas confiable con la fertilidad y
permitan discriminar entre muestras de semen de alta y baja capacidad
fecundante[21].

Los andlisis convencionales de muestras de semen incluyen la determinacion de
la concentracién espermatica, estudios de la movilidad, analisis de la morfologia,

pero estos resultados no proporcionan un diagnostico preciso, ya que muchas
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muestras con valores adecuados en la espermatobioscopia presentan baja o nula
capacidad de fecundar.

Es por ello que en la actualidad los analisis de fertilidad masculina estan
encaminados a estudiar las proteinas presentes en la superficie de la cabeza
del espermatozoide y que estan asociadas a la interaccion entre gametos, con
el objetivo de detectar defectos a nivel molecular[61]. Sin embargo, solamente
unas pocas proteinas espermaticas han sido identificadas en humano hasta ahora
y ninguna de ellas ha demostrado ser imprescindible para la fecundar.

Una limitante en el estudio de interaccién de gametos en humanos es la dificultad
para obtener ZP de humanos, la cual solo se puede obtener a partir de ovocitos
recuperados de ciclos de hiperestimulacién ovarica en clinicas de reproduccién
asistida. Ademas, no todos cumplen con los requerimientos de madurez, por lo
cual son un material muy escaso y de calidad discutible para su uso en ensayos
de unidn con espermatozoides[62].

Por ello, en este trabajo nos propusimos trabajar con proteinas recombinantes de
la ZP. Las proteinas recombinantes ZP2, ZP3 y ZP4 expresadas en células de
insecto Sf9 previamente han demostrado ser biologicamente activas debido a que
inducen reaccion acrosomal a espermatozoides humanos [62], por lo tanto pueden
ser utilizadas para la captura de receptores espermaticos especificos y ensayos
de interaccién con espermatozoides en general.

En el presente trabajo se lograron aislar algunas proteinas de origen espermatico
de union especifica a ZP2, ZP3 y ZP4 (ver tabla 5). Una limitante para la
identificacion de estas proteinas durante la secuenciacion fue la cantidad de
muestra que se obtuvo a partir de los geles, esto se ve reflejado ya que se
obtuvieron péptidos pequefios y por lo tanto el parametro e-valor aumenté,
disminuyendo la significancia del alineamiento y la probabilidad de que una
proteina sea homologa con otra que ya esta totalmente secuenciada.

La proteina 1 de un peso aproximado de 34KDa que se une a ZP2 recombinante
se trata de la proteina de unién a S100P. La proteina S100P es una proteina de
unioén a calcio, esta involucrada en la regulacion de varios procesos entre ellos la

fosforilacién de proteinas, crecimiento celular, movilidad, fertilizacién, regulacion
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del ciclo celular, transcripcién y diferenciacion. Sin embargo hasta la fecha no se
ha descrito que esta proteina esté presente en el espermatozoide de mamiferos
por lo tanto no se han realizado ensayos para conocer su localizacién dentro del
espermatozoide y su participacion durante la fecundacion [63] .

Por otro lado también se aislaron dos serinas proteasas de espermatozoide
humano que fueron capturadas por ZP2 y ZP3, las cuales deben ser
caracterizadas para identificarlas adecuadamente. En espermatozoide se sabe
que la serina proteasa acrosina participa en la unién entre el espermatozoide y el
ovocito, la RA y la penetraciéon a través de la ZP[63]. Otra serina proteasa del
espermatozoide es la Bsp66, la cual se encontré en la membrana de la cabeza de
espermatozoides de bovino y no tiene reaccién cruzada con los anticuerpos anti-
acrosina y anti-proacrosina; probablemente esta proteina se encuentre presente
en los espermatozoides de otros mamiferos, ya que en espermatozoides de
hamster se ha observado la presencia de esta proteina y en ensayos de union se
observé que al incubar espermatozoide de hamster con anticuerpo anti-Bsp66 el
numero de espermatozoide que se une a ZP disminuye [64].Entonces es posible
que esté involucrada en la interaccion con la ZP.

Sin embargo la proteina Bsp66 presenta un peso molecular de 66kDa el cual no
corresponde con el peso molecular de las serinas proteasas encontradas ya que
presentan un peso de 32kDa y 15kDa, queda por investigar si la proteina
homologa en el humano presenta diferente peso molecular o si las proteinas
aisladas son péptidos derivados de una degradacion proteolitica de una proteasas
de mayor tamano.

Otra serina proteasa que ha sido identificada recientemente se denomina TESP5
se encontrd en la superficie de los espermatozoides de ratdn es una enzima que
esta involucrada en la penetracion del espermatozoide a través de la ZP, aunque
se ha demostrado que en ratones que no tienen el gen que codifica para esta
proteina siguen siendo fértiles, sin embargo el numero de espermatozoide que se
unen a la ZP es muy bajo en condiciones in vitro [65]. Las proteinas serinas
proteasas han demostrado ser importantes durante la interaccion entre gametos

por lo cual son candidatas para seguir realizando estudios. Por lo que seria
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importante identificar las serinas proteasas que se fueron capturados por ZP2 y
ZP3.

La proteina de 10kDa que se uni6 a ZP4 se trata de la ubiquitina peptidasa
especifica 3. Esta proteina forma parte del sistema ubiquitina-proteosoma, el cual
recientemente fue descrito en espermatozoides humanos y de ratén un complejo
proteasico multienzimatico o proteosoma, con actividad enzimatica tipo tripsina,
tipo quimotripsina y peptidilglutamil peptidasa [66]. El complejo proteasico
enzimatico esta constituido por un cuerpo proteolitico llamado proteosoma 26S
(aprox. 2000 kDa), el que puede asociarse a proteinas reguladoras, ATPasas y
activadores|[66].

La principal funcion del proteosoma es la de degradar la mayor parte de las
proteinas nucleares y citosodlicas, después de que éstas son marcadas para su
destruccién por la unién covalente de moléculas de ubiquitina[66].

Otros estudios han demostrado que varios receptores de superficie que sefialan a
través de la activacion de proteina tirosina cinasa se ubiquitinan y degradan en
respuesta a la union con el ligando o a la fosforilacion[66]. Finalmente, la
estructura, composicién y localizacion intracelular del proteosoma puede variar en
relacion a su funcion, siendo el caso que en espermatozoides se ha descrito su
presencia extracelularmente [66].

La funcién biolégica de los proteosomas en los espermatozoides de mamiferos
estaria relacionada con la regulacion de la fisiologia espermatica en una o mas
etapas claves del proceso de fecundacion. Especificamente se ha determinado
que estan involucradas en la RA, la unién y penetraciéon a través de la ZP y en la
fusion con la membrana plasmatica del ovocito. Aun queda por determinar si las
proteinas de la ZP humana se ubiquitinan aunque en cerdo ya se ha observado
este fendbmeno [67, 68].

Sin embargo para determinar si estas proteinas estan implicadas en el proceso de
fecundacion es necesario realizar analisis inmunohistoquimicos para observar su
localizacion en el espermatozoide al igual que ensayos de union espermatozoide —

ZP y ensayos de inhibicion de las diferentes funciones espermaticas [66].
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Las proteinas de espermatozoide encontradas abren la posibilidad de estudiar la
interaccion  espermatozoide—ZP  utilizando nuevas aproximaciones. De
comprobarse la participacion de estas proteinas en la interaccién de gametos se
corroboraria la hipétesis de que la fecundacion no depende de una interaccién
ligando receptor ya que pueden existir varios receptores para un varios ligandos
localizados en la proteina ZP debido a que la composicion de la membrana
plasmatica de espermatozoide de mamifero es muy compleja.

Es por ello que convendria realizar lista de proteinas de espermatozoide aisladas
y caracterizadas en la actualidad para observar cual tiene mayor impacto en el

proceso de fecundacion durante la interaccién de gametos.
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7 Conclusiones

» La técnica estandarizada de captura de ligandos permitié capturar proteinas

de espermatozoide en base a su afinidad por las proteinas recombinantes.

» Las proteinas de espermatozoides aisladas son S100P de 34kDa que se
une a ZP2, Ubiquitina peptidasa 3 de 10kDa que se une a ZP4, serina
proteasa de 32kDa y 15kDa que se une a ZP2 y ZP3 respectivamente.
Estas proteinas deben ser estudiadas para conocer su ubicacion dentro del
espermatozoide y su funcién durante el proceso de fecundacién en

humanos.
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ANEXO | Composicién de los diferentes amortiguadores empleados

Solucién amortiguadora de lisis: Urea 2M, Tris-HCI 20mM, pH (8.8), NaCl
0.5M, Triton-X-100 al 2%.

Solucién amortiguadora de solubilizacién: Tris-HClI 20mM, pH 8.0, NaCl
0.5M, Imidazol 5mM, Clorhidrato de Guanidina 6M, B-mercaptoetanol 10mM.
Solucién amortiguadora de lavado: Tris-HCI, pH 8.0, 20mM, NaCl 0.5M,
Imidazol 5mM, Urea 6M, -mercaptoetanol 10mM

Solucién amortiguadora de plegamiento: Tris-HCI 20mM, pH 7.8, NaCl
0.5M, Imidazol 5mM, Glicerol 1%, p-mecaptoetanol 1TmM.

Solucién amortiguadora de elucién: Tris-HCI 20mM, pH 7.0, NaCl 0.5M,
Imidazol 500mM, Glicerol 0.5%, B-mercaptoetanol 1mM.

Solucién amortiguadora de renaturalizacion: Tris-HCI 20mM, pH 7.4, NaCl
150mM, B-mercaptoetanol 1mM

Solucion de extraccion de proteinas: 1% Triton-X-100, Tris—HCI 50mM, pH
7.4, NaCl 300mM, EDTA 5mM.

Solucién amortiguadora utilizada para el Western Blot (TBST): (Tris-HCI
20mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, Tween 20 0.02% y)

Solucién de Carga: 25 mM Tris, 250 mM glicina, 0,1% SDS, azul de bromofenol y
2% de B-mercaptoetanol

Soluciéon amortiguadora de dialisis: Tris-HCI 20 mM, NaCl 0.5 M, pH 8.0.
Solucién de Urea: Urea 6M, DTT 0.1M, glicerol 0.1% pH 7.4.
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