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1. INTRODUCCION

La fertilizacion se inicia con la union de un espermatozoide y un ovocito, la
cual en mamiferos selleva a cabo en la parte ata de alguna de las dos trompas de
Falopio. El reconocimiento entre gametos comprende una serie de eventos regulados
por receptores. Para que € ovocito pueda ser fecundado debe pasar por € proceso de
maduracion. Asimismo, para que € espermatozoide pueda fusionarse con €l ovocito,
previamente debe pasar por las etapas de maduracion, capacitacion y reaccion
acrosomal. Si alguno de estos mecanismos falla, entonces los gametos serén incapaces
de llevar a cabo la fertilizacion y por tanto se puede considerar como factor causante
de infertilidad (Speroff et al, 1989).

11 MADURACION DEL OVOCITO.

La maduracion del ovocito involucra una serie de cambios, sendo € principal
la meiosis, la cua tiene la finalidad de reducir de 46 cromosomas (diploide) que
observa en las células sométicas humanas, a 23 cromosomas (haploide) que se observa
en los gametos. Por otro lado se modifica la morfologia del ovocito, d aumentar el
citoplasama graduamente de tamafio. Cuando dcanza su madurez mide
aproximadamente 120 nmm de diametro. Primeramente permanecen por periodos
prolongados en profase I, en los cuales crecen en tamafio y en muchos casos pueden
detenerse en metafase |1, esperando a ser fertilizados (Dietl, 1999).

El proceso de desarrollo de los ovocitos, la ovogénesis, varia entre
especies. En el humano, durante el periodo embrionario (etapa prenatal) las células
germinales migran hacia donde se forman las gonadas, proliferando por mitosis, hasta
diferenciarse a ovocitos primarios. Durante la etapa posnatal, €l ovocito primario
empieza a aumentar de tamafio y las células foliculares que lo rodean cambian su
morfologia, convirtiéndose de planas a cubicas y proliferan para formar un epitelio
edratificado denominado células de la granulosa, entonces el foliculo recibe el
nombre de foliculo primario. Por su parte las células de la granulosa descansan sobre
una membrana basal que las separa de las células del estroma circundante, que forman
la teca folicular. Ademas durante la foliculogénesis se secretan glicoproteinas que s
depositan en la superficie del ovocito, lo que origina la formacion de la zona pelUcida

(Figura 1). En este estado comienza la primera division meiética, en lacua el ADN es



replicado y por lo tanto cada cromosoma estara conformado por dos cromatidas
(Browder, 1985). Los pares de cromosomas homdlogos se ubican alo largo de sus ges
y ocurre un entrecruzamiento entre las crométidas de los cromosomas  apareados.
Después de este evento, las células permanecen detenidas en la profase | de lameiosis
por un periodo que puede variar desde pocos dias hasta muchos afios dependiendo de
la especie. En muchos ovocitos laactividad biosintética intensiva se vereflejadaen la
estructura de los cromosomas, los cuales se descondesan y forman asas laterales

indicando que hay actividad transcripcional (Baker, 1992).

Comienzo dela
zona peltcida
Célula folicular Zona pellcida
Célula epitelial clbica
(folicular) plana

& o,

_-"_.,u- _,.-"\//_-: '.._;.:'-' #
Tejido conectivo del ovario

A) Foliculo primordial ~ B) Foliculo en crecimiento C) Foliculo primario

Figura 1. A) Esguema de un faliculo primordia formado por € ovocito primario
rodeado por una capa de células epiteliales planas. B) Al continuar la maduracion
del foliculo, las células foliculares se tornan clibicas. Comienzan entonces a secretar
la zona pellcida, que se advierte en forma de placa irregular en la superficie dd
ovocito. C) A medida que avanzala maduracién las cdulas faliculares forman una
capa estratificadas de células de la granulosa arededor del ovocito, formando un
foliculo primario (Sadler 2001).

La siguiente fase de desarrollo del ovocito se ha denominado maduraciéon 'y
usualmente ocurre en el periodo de madurez sexua (pubertad), cuando se inicia la
estimulacién hormonal (hormona foliculo estimulante, FSH y hormona luteinizante,
LH). Bajo edainfluencia, las células empiezan a progresar através de laprofase | de
la meiosis, fase en la cua los cromosomas se recondensan, la envoltura nuclear se
rompe Yy los cromosomas homdlogos replicados se segregan en dos nlcleos (Roeder,
1990). Al término de la profase I, € citoplasma se divide asimétricamente para
producir dos células: una muy peguefia, no funcional, con niicleo y poco citoplasma la
cual se denomina cuerpo polar, y la otra de mayor tamafio a la cual se denomina

ovocito secundario. En este estado cada uno de los cromosomas permanece aln



compuesto por dos crométidas hermanas. Estas no se separaran hasta antes de la
segunda divisién meidtica, dividiéndose en dos células por medio de un proceso
idéntico a la mitosis. Después de esta separacion de cromosomeas en la anafase 11, el
citoplasma del ovocito secundario se vuelve a dividir asimétricamente para producir
un ovocito maduro y un segundo cuerpo polar, cada uno con un nimero haploide de
cromosomas individuales (Roeder, 1990) (Figura 2). En e momento en el que €
ovocito maduro presenta formacion de huso mitético con los cromosomas alineados
sobre la l&mina de metafase es liberado del ovario hasta latrompa de Falopio en donde
sera fertilizado, a este proceso se le denomina ovulacion. (Alberts et al, 1994). La
segunda division de maduracion llega asu término sdlo s el ovocito es fecundado; de
lo contrario la célula se degenera aproximadamente 24 horas después de la ovulacion
(Wassarman, 1999).

Células de la granulosa. . .
Zona peldcida Ovocito secundario y

en division.

Ovocito primario en Ovocito secundario y Cuerpo polar en divisién
division. Primer cuerpo polar.

Figura 2. Maduracién dd ovocito: A. Ovocito primario que presenta € huso de la
primera division meidtica. B. Ovocito secundario y primer cuerpo polar. Obsérvese que
no hay membrana nuclear. Ovocito secundario, en e cua se advierte d huso de la
segunda divisién meidtica. Asimismo, € primer cuerpo polar se halla en la etapa de
division.
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MECANISMOS DE MADURACION DEL ESPERMATOZOIDE

La espermatogénes's, es una secuencia de eventos citoldgicos que culminan
con la formacion de un espermatozoide maduro los cuales son producidos
constantemente en |os testiculos de individuos adultos. El desarrollo se inicia con las
espermatogonias, las cuales estén localizadas en el epitelio de los tdbulos seminiferos
y contienen un nimero cromosdmico diploide 2n. Posteriormente las espermatogonias
migran hacia las células de Sertolli que se localizan en el interior de los tubulos
seminiferos, y estas céulas tienen la funcion de dar soporte a las espermatogonias
para que se lleve a cabo eficientemente la espermatogénesis. Posteriormente, va
aumentando el tamafio de las espermatogonias hasta convertirse en un espermatocito
primario, d cua se dividira por meiosis en dos células denominadas espermatocitos
secundarios (Figura 4). Seguido de este evento ocurre una segunda division meidtica,
formando 4 egpermétides (contienen un ndmero cromosdmico haploide que se
diferenciaran hasta espermatozoides. A esta etapa de la espermatogenesis se le
denomina espermiogénesis (Yu, 1994). Los cambios que experimenta la espermétide
para transformarse en espermatozoide son: a) formacién del acrosoma, que se extiende
sobre la mitad de la superficie nuclear y contiene enzimas que le ayudaran a la
penetracion del ovocito; b) condensacién del nucleo; ¢) formacién del cuello, pieza
media y flagelo y d) eliminacion de la mayor parte del citoplasma (Figura 3) (Sadler,
2001).

) mitocondrias
Centriolo Zona de :
ST Golgi . < -
5 ..‘1 B ._-.: I'llll‘ B

A

- l‘- -
Zona de haAY, ___f-’;f'
Golgi h

Granulo cromosoémico

Pieza media

Estructura

anular Cabeza

Acrosoma

Nucleo cubierto
por el acrosoma

Figura 3. Dibujo esquemético de | as etapas mas i mportantes de la transformacion
de la espermétides humana a espermatozoide. (Sadler, 2001).
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Los espermatozoides recién liberados dentro del lUmen del tdbulo seminifero
estén inmaduros 'y el proceso de maduracion ocurre en € epididimo donde se modifica
la membrana plasmética del espermatozoide. Estos cambios consisten en un aumento
en la cantidad de glicoproteinas en la superficie de los espermatozoides (Y anagimachi,
1994) y modificaciones importantes en el contenido de lipidos.

En & caso de cerdos, toros, carneros, cobayos y ratas hay una disminucion en la
concentracion de colesterol (Aveldano et al, 1992), En espermatozoides de humano se
produce un incremento en la cantidad de colesterol sulfatado y fosfolipidos, los cuaes
se encuentran contenidos en laregién del acrosoma ocupando aproximadamente un 20
% del areade la superficie de la cabeza (Holt, 1995).

Division del Espermatides Espermatozoide
Célula de sostén espermatocito en maduracion

Célula germinativa
primordial \/

Membrana basal

Espermatides

Espermatocito
primario en profase

Célula de Sertoli

Espermatocito
primario en profase

Division del

Espermatogonios espermatogonio

Espermatocito
secundario Espermatogonios

Figura 4. A. Corte transversal de un corddn sexual primitivo en un neonato del
sexo masculino, en € cual se advierten las células germinativas primordiales y las
células de sostén. B y C. Dos segmentos de un conducto seminifero en corte
transversal. Obsérvense las distintas etapas de la espermatogénesis. Tomado de
Embriol ogia médica, 2001.

Para que €l espermatozoide pueda fertilizar al ovocito es necesario que se
lleven a cabo dos eventos importantes. la capacitacion y la reaccion acrosomal

(Lamirande et al., 1997).
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121 CAPACITACION:

La capacitacion espermatica puede ser definida como una serie de cambios
biogquimicos que ocurren en la membrana plasméticay que preparan a espermatozoide
para la reaccion acrosomal (Lamirande et al., 1997). La capacitacion se produce en el
tracto reproductor femenino después de la eyaculacion. Es un proceso que involucra un
rearreglo gradua de las glicoproteinas periféricas y redistribucion de glicoproteinas
integral es de membrana. Hay reduccion del colesterol dela membranay cambiosen la
distribucion y composicion de fosfolipidos (Fraser y McDermott, 1992).

Los espermatozoides durante su estancia en € epididimo permanecen
inmaoviles, tienen bajas concentraciones de cCAMP y calcio, ademas queda inhabilitada
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Durante las etapas iniciales de
la capacitacion, estas condiciones se revierten. El calcio intracelular y cAMP aumentan
su concentracion, ademés se comienzan a generar las ROS y en consecuencia el
espermatozoide desarrolla en esta etapa un aumento de su movilidad que se conoce
como “hiperactivacion”, que consiste en la gparicion de movimientos vigorosos
caracterizados por una mayor frecuencia y amplitud de los movimientos del flagelo,
proporcionando un gran empuje para atravesar el cimulo o6foro que contienen las
células de la granulosa, hasta llegar ala zona pellcida (Lamirande et al, 1997). Dentro
de la cascada de eventos que suceden en la capacitacion, esta e aumento en la
fosforilacion de proteinas que tienen residuos de tirosinas y serina/treoning, de las
cuales se conocen dos, pl105 y p81 (Leclerc et al., 1997), este proceso es consecuencia
de los cambios inducidos por las ROS (Aitken, 1997). El calcio extracelular es
imprescindible para completar la capacitacion asi como €l sodio, e potaso y el
bicarbonato (Lamirande et al, 1997). Después de pasar € cumulo odéforo, €
espermatozoide interacciona con la zona peldcida por medio de receptores que se
encuentran en la membrana plasmética por encima del acrosoma, |o que desencadena

la reaccion acrosomal (Tulsiani et al, 1998).

1.2.2 REACCION ACROSOMAL (RA).

El acrosoma es un organelo derivado ddl aparato de Golgi, el cual se desarrolla
durante la espermatogeénesis y ha ssido comparado con un lisosoma o granulo secretor,
situado en la cabeza del espermatozoide (Flechon et al, 1986). La reaccion acrosomal

(RA) es un proceso fisioldgico que se produce después de la capacitacion y conduce a
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la exocitosis del contenido acrosomal. Mientras que la capacitacion es un proceso
reversible, la RA esirreversible (Negro-Vilar y Pérez-Palacios, 1991). Se sabe que hay
dos clases de inductores de la RA, los fisiolégicos como la progesterona, € fluido
folicular y la zona peltcida (ZP3) (Schuffner et al., 2002) y los no fisiolégicos. como
el ionoforo de cacio (A23187), la pentoxifilina y glicoproteinas sintéticas
(neoglicoproteinas ngps) (Ain et al., 1999; Bendahmane et al., 2002). Sin embargo el
inductor principal de la RA en condiciones fisiologicas es la zona pellcida. Las
caracteristicas més importantes de la reaccidn acrosomal son:

a) se requiere de la presencia de calcio extracelular, €l cual es captado por las
células esperméticas, promovido por la presencia de ionoforos capaces de producir €l
intercambio Ca*/2H" a través de la membrana del espermatozoide.

b) morfolégicamente, la RA en el humano y en otros mamiferos consiste en
formar poros, originados por multiples fusiones entre la membrana acrosomal externa
y lamembrana plasmética del espermatozoide.

c) se libera e contenido acrosomal, principalmente hialuronidasa y acrosina
(Figura 5). Laliberacion de estas enzimas fecilita que el espermatozoide atraviese la
zona peltcida y se fusione con la membrana plasmética del ovocito (Tulsiani et al,
1998; Franken et al., 2000; Bendahmane et al., 2002). En este contexto se ha descrito
que los filamentos de actina tienen un papel importante en la fusién y vesiculacion de
membranas esperméticas. La polimerizacion de la actina esta involucrada en la
induccion de la RA, ya que a utilizar anticuerpos monoclonales anti-actina se inhibe
de manera importante la RA inducida por ZP y la hiperactividad del espermatozoide
humano (Liu et al., 2002).

14
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— -_/

% g Contenido acrosomal

L —m. a. interna — ",
vesiculas

Figura 5. Diagrama esquematico de la reaccién acrasomal en espermatozoides de
mamiferos. A) espermatozoide con su acrosoma intacto. B) fusién entre la
membrana acrosomal externa y la membrana plasmética. C) y D) vesiculas de
membranas hibridas, compuesta de m.p. y m.a. externa.

m.p. membrana plasmatica; ma membrana acrosomal. Tomada de Wassarman
(1996).

1.3 INTERACCION DE GAMETOS

La interaccién de los gametos esta dada por una larga secuencia de eventos, que
concluyen con la penetracién del espermatozoide, aportando su informacion genética
paralaformacion de un individuo.

Los eventos tempranos de la fertilizacion los podemos ordenar de la siguiente
manera: 1) reconocimiento y adhesion del espermatozoide capacitado a la ZP; 2)
fijacion a la ZP; 3) induccion de la reaccion acrosoma en espermatozoides; 4)
penetracién del espermatozoide a través de la zona pellcida; 5) fusién de las
membranas plasmaticas de los gametos, 6) induccion de la reaccion cortical, donde se
produce la exocitosis del contenido de los grénulos corticales, y 7) reacomodo
estructura de los carbohidratos de la ZP por accion de las enzimas de los granulos
corticales para evitar la poliespermia ( Figura 6). (Wassarman, 1999; Manna et al.,
2001). A nivel de la interaccion espermatozoide-ovocito se ha observado que las
glicoproteinas conocidas como metaloproteasas disintegrinas (ADAMS), tienen un
papel importante en € proceso de interaccion espermatozoide-ovocito, intervienen en
la fusion de los gametos, se encuentran en la parte posterior de la cabeza de los
espermatozoides, las cuales se uniran a las integrinas y un complejo de transpaninas

localizadas en la membrana plasmética del ovocito. La fertilina es una glicoproteina
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espermética, pertenece a la familia de las ADAMSs, localizada en la membrana
plasmética del espermatozoide en la parte ecuatorial y es un heterodimero de fertilina
a y fertilinab. Durante la maduracion espermatica lafertilinaa y b, son incorporadas
ala membrana y se ha visto que en su ausencia se puede prevenirse la unién de los
gametos (Wassarman 1999) (Evans, 2002). La ciritestina es otra glicoproteina que
pertenece a las ADAMs originada en las células testiculares e incorporadas a la
membrana del acrosoma. (Linder et al., 1997) En este contexto se ha visto
especificamente que lafertilina-b y la ciritestina inhiben la union del espermatozoide y
la fusion a lamembrana plasmética del ovocito (Y uan et al., 1997) (Evans, 2002). Las
testasas son glicoproteina que también pertenecen a la familia de las ADAMS, se han
localizado en la parte ecuatorial de la membrana plasmatica del espermatozoide
humano y se ha propuesto que tienen actividad fusogenica (Zhu et al., 2001). Un
comun denominador en las etapas iniciales del proceso reproductivo, es la
participacion de la zona pellicida, donde tanto las proteinas que la conforman como los
carbohidratos que estdn unidos a estas proteinas juegan un papel primordial en la
determinacion de sus funciones, ya sea como sitio de reconocimiento especie-

especifico, union de gametos o activador de la reacciéon acrosomal.

Membrana
Espacio plasmatica  Granulo cortical
perivitelino

Union (1, 2)

) T
; Iniciacion de la

__“a— reaccion acrosomal (3)

Zona peltcida

Yy Espermatozoide con
'~ | ~&——=——— Acrosoma

Reaccion de reaccionado

zona (7)

Penetracion (4)

Fusioén (5)

Reaccion
cortical (6)

Figura 6. Diagrama esqueméti co de | os eventos que ocurren durante
lafertilizacion. Tomado de Wassarman (1999).
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1.4  PAPEL DE LA ZONA PELUCIDA DURANTE LA FERTILIZACION.

Como se menciond anteriormente el proceso reproductivo comprende una
serie de eventos en los cuales esd involucrada la zona pellcida (ZP). Este es un
elemento importante e indispensable durante la fertilizacion en mamiferos. Cualquier
defecto en la estructura de la ZP se puede considerar como factor de infertilidad (Liu
et al., 2001).

La ZP contiene receptores que van a mediar la interaccién inicial con el
espermatozoide, reconociendo los sitios de fijacion especificos, estableciendo vinculos
irreversibles entre las dos superficies celulares, este reconocimiento es especie
especifico. Asi mismo, la ZP es inductora de la reaccion acrosoma en los
espermatozoides capacitados, modifica su estructura para prevenir la entrada de més
espermatozoides (poliespermia) y protege al embridn hasta su implantacion su
implantacion (Dietl, 1999).

La zona pellcida esta formada por tres familias de glicoproteinas |lamadas
ZP1, ZP2 y ZP3 (también conocidas como ZPB, ZPA y ZPC respectivamente). Cada
familia de glicoproteinas est& conformada por un esquel eto polipeptidico que presenta
entre 50 y 98 % de homologia entre diferentes especies (Prasad et al., 1996) y sus
tres componentes se encuentran glicosilados de forma heterogénea (Taevi et al.,
1999). La secuencia de aminoacidos tanto para ZP2 como para ZP3, muestran una
conservacion significativa entre ratén y humano, ZP2/A 57 % deidentidad y ZP3/C
67 % de identidad. En contraste, se ha encontrado solamente un 33 % de identidad de
la ZP1/B. Egudios recientes, basados en la medicion de intrones y exones, asi como
el andlisis de las regiones promotoras de los genes de ZP de mamifero, han sugerido
que los genes humanos para ZP1 y ZPB podrian ser diferentes (Hughes y Barratt,
1999). LoscDNA humanosde ZP1, ZP2 y ZP3 han sido aislados (hZP3, Chamberlain
y Dean, 1990; hZP2, Liang y Dean, 1993; hZP1, Harris et al., 1994).y las proteinas
recombinantes correspondientes se han expresado en células de ovario de hdmster
chino demostrando que activan la reaccion del acrosoma (Harris y Persen, 2003).

Muy poco se conoce acerca de las proteinas nativas de ZP humanas (Harris et
al, 1999). Por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE de ZP
solubilizadas, se han podido identificar tres proteinas, ZP1 (90-110 kDa), ZP2 (64-78
kDa) y ZP3 (57-73 kDa). Se ha visto que la proteina de 90-110 kDa desaparece
después de la fertilizacion, debido a los cambios conformacionales que lleva a cabo la

zona pelucida posfertilizacion (Shabanowitz y O’'Rand, 1988 a, b; Bauskin et al,
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1999), este mismo comportamiento se ha observado en la zona pelicida de ratén
(mZP3) (Wassarman, 1988).

El origen de las glicoproteinas de la zona pellcida en humanos y en otros
mamiferos euterianos ha sido materia de controversia.

Se ha propuesto que e origen de las glicoproteinas de la hZP puede ser e
ovocito durante la etapa temprana de la ovogénesis, en el desarrollo folicular y en las
células de la granulosa (Epifano et al., 1995; Hinsch et al., 1999; Greenhouse et al.,
1999). Carifio y colaboradores (2002) demostraron que € sitio donde se expresan los
genes de la zona pelcida humana (hZP), esté locdizada en el ovocito y en las células
de la granulosa, utilizando anticuerpos seleccionados para hZPl1, hZP2 y hZP3.
Localizaron, hZP1 y hZP2 en la matriz de ZP de ovocitos maduros pero no en €
foliculo primordia ni en el primario, por otro lado hZP3 fue detectada en € ovocito
del foliculo primordial, primario y en células de la granulosa del foliculo maduro. En
contraste Eberspaecher y colaboradores (2001) demostraron la localizacién de las tres
proteinas hZP en ovocitos de foliculos primordiales de ovario humano utilizando
anticuerpos policlonales provenientes de hZP recombinante.

En raton (que es el sistema més estudiado), la zona de expresion de los genes
para mZP, durante el crecimiento es el ovocito y no las células foliculares ni en las
células de la granulosa. (Bleil y Wassarman, 1980; Hinsch et al., 1999). Sin embargo
el mecanismo exacto aun no se explicado con claridad. El-Mestrah y colaboradores
(2002) han redlizados estudios acerca de la locdizacion de ZPl, ZP2 y ZP3,
postulando que los organelos subcelulares. complejo de Golgi, granulos de secrecion,
agregados vesiculares y estructuras de unién a membrana, participan activamente en el
procesamiento de estas tres glicoproteinas antes de ser secretadas para formar la zona
peltcida. La localizacion topogréficade ZP1, ZP2 y ZP3 en |os agregados vesiculares,
los cuales estan muy cercanos a la superficie del ovocito, respalda el papel de estos
agregados vesiculares como intermediarios en la via de secrecién de las glicoproteinas
dela ZP. Ladntesis de la ZP parece ser diferente de acuerdo a la especie animal, al
igual que la estructura de sus carbohidratos y la cantidad de glicosilacién, lo que da
lugar d reconocimiento especifico entre especies (Vaughan y Dunbar, 1993; Dunbar,
et al., 1994; Miranda et al., 1997).

El modelo estructural de la ZP, se ha derivado a partir de observaciones
ultraestructurales en ratones, las cuales han sugerido que se trata de una red

filamentosa estructuramente bien definida, (Bauskin et al., 1999). Los filamentos
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estan construidos por moléculas aternadas de ZP2 y ZP3, entrecruzadas por ZP1 a
través de uniones disulfuro intermoleculares (Figura 7). Deacuerdo a modeo
postulado por Wassarman (Mortillo y Wassarman., 1991), cada unidad de ZP2-ZP3 se
estima que tiene una longitud entre 15 y 17 nm a lo largo del gje de filamentos de la
ZPy que existe una relacion de 1: 5 para ZP1: ZP2-ZP3, la media de la longitud de
los sitios de union para cada uno de éstos filamentos es de gproximadamente 75 a 85

nm (Wassarman., 1999).

Figura 7. Estructura de la zona pelUcida de raton. (Tomado de Wassarman, 1999).

15 MOLECULAS QUE PARTICIPAN EN LA UNION ZP-
ESPERMATOZOIDE.

1.5.1 RECEPTORESDE LA ZONA PELUCIDA:

Una de las funciones mas importantes que lleva a cabo la zona pellcida, es la
de receptora del espermatozoide. Se ha descrito que la mayoria de las proteinas de la
ZP de los mamiferos presentan residuos de manosas, a-galactosa o N-
acetilglucosamina como moléculas receptoras del espermatozoide. En la ZP de
humano se ha demostrado la participacion de una b-hexosaminidasa en la interaccion
spermatozoide-zona pelucida. (Bleil y Wassarman, 1988 ; Dunbar et al., 1994 ; Ozgur
et al., 1998 ; Miranda et al., 2000). Se ha demostrando en una serie de trabagjos
realizados en ratdn, la participacion de un receptor primario y un receptor secundario
en este modelo.

Muchos estudios han demostrado que la ZP3 actla como receptor primario

durante la fertilizacion en mamiferos incluyendo al humano. En ratén se ha visto que
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removiendo o blogueando los residuos de N-acetilglucosamina (GIuNAc) de ZP3, se
inhibe la unién con el espermatozoide. De forma similar, s se remueve o bloguean
residuos de o—galactosa, p—galactosa, manosas y fucosas también se bloquea éste
reconocimiento, por lo que se han propuesto estos oligosac&ridos como mediadores
tanto la union inicia de los gametos como la activacién de la reaccién acrosomal
(Wassarman, 1988; Cornwall et al., 1991; Schuffner et al., 2002). En ratones, la
actividad de la ZP3 como receptora del espermatozoide se ha aribuido a la presencia
de residuos de a-1,3-galactosa en el extremo carboxilo terminal de la proteina
(Florman y Wassarman, 1985; Bleil y Wassarman, 1988) y a la presencia de N-
acetilglucosamina (Miller y col., 1992). Sin embargo, estos resultados obtenidos in
vitro se contradicen, observaciones de estudios redizados in vivo utilizando ratones
knockout, donde se ha encontrado que ratones hembras carentes de la enzima
glicosiItransferasa, necesaria para glicosilar residuos terminales con a-1,3-galactosa,
son fértiles (Thall y col., 1995). También, ratones machos privados del receptor
putativo para la N-acetilglucosamina en la superficie del espermatozoide son capaces
de fecundar (Luy Shur, 1997). Por lo tanto, € papel de los carbohidratos de la ZP en
la union del espermatozoide no esta claro. En todo caso, existe evidencia de que el
exqueleto peptidico es esencial para e reconocimiento espermético de la ZP
(Yonezawaet al., 1995; Zayas et al., 1995).

Se ha propuesto que la ZP2 actllia como un receptor secundario ya que esta
glicoproteina mantiene la union de los espermatozoides que han sufrido laRA alazZP
y ayuda en la penetracion del espermatozoide através de laZP (Blell et al, 1988). Otro
trabajo que demuestra la importancia de ZP2 utilizando anticuerpos anti- ZP2 (mAb
ZP2-20) en ensayos de hemizona, y espermatozoides con RA inducida se inhibe la
union del espermatozoide con la ZP en bovino y humano (Hinsch et al., 2003).

En ratén mientas que ZP2 y ZP3 estan involucradas en las funciones biolégicas
(unién al espermatozoide) y estructuraes de lazona pellcida, parala ZP1, solo se han
observado funciones estructurales, (Wassarman, 1999).

Como se menciond en apartados anteriores mucho de lo que se sabe acerca del
fendmeno reproductivo se ha realizado en ratén, sin embargo, no todos los mamiferos
comparten las mismas caracteristicas en el proceso de fertilizacion. Por ejemplo, en €l
cerdo la ZP3 B (homologa de la ZP3 de ratén) no tiene la funcién de receptor inicial
del espermatozoide y se ha sugerido que su papel es estabilizar la estructura de la

ZP30, que aparentemente presenta la funcion receptora en esta especie (Prasad et al,
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1996). Sin embargo cuando se encuentran ZPB/ZPC) y ZP1/ZP3), lainteraccion inicial
es mas efectiva y quizés este heterodimero sea necesario para la unién con el

espermatozoide de cerdo (Yurewicz, 1998).

152 RECEPTORES DEL ESPERMATOZOIDE QUE SEUNENA LA ZP

Los receptores espermaticos para la ZP pueden estar localizados en la
membrana plasméatica o en la membrana interna del acrosoma, seglin su participan en
la unién primaria o secundaria con la ZP. Muchas son las proteinas espermaticas que
han sido involucradas en el reconocimiento de laZP en diferentes especies.

En raton se ha identificado la participacion de la glicoproteina sp56 locali zada
en la membrana plasmatica del espermatozoide y tiene afinidad por mZP3 y residuos
de o—galactosa (Bookbindder et al., 1995). También se ha identificado una proteina de
95 kDa (P95) con actividad de tirosina-cinasa a la cual se le ha denominado proteina
ZRK (zona receptor kinase) (Saling et al, 1995), esta ha sido localizada en la
superficie del espermatozoide, esta asociada con la unién a la ZP y probablemente
participe en la induccion de la reaccion acrosomal. Se han postulado dos hipétesis
sobre la funcion de esta proteina: una propone que la P95 es € mismo receptor de la
proteina tirosincinasa y la otra que P95 sirve como receptor a ZP3 (Bruker y Lipford,
1995). La dta conservacion evolutiva de los receptores para tirosina-cinasa, a igual
que la conservacion de su ligando correspondiente, la ZP3, podria sugerir la existencia
de un homdlogo (RTK-unido a ZP3) en humanos (Saling et al., 1995). La
zonadhesinas, P47 y un grupo de proteinas denominadas espermoadhesinas (todas
estudiadas en cerdo), las cuaes tienen afinidad por la ZP y son proteinas de membrana
periférica, la proacrosina, P-selectina y sp38 se encuentra en la matriz del acrosomay
son liberadas durante la reaccion acrosomal, y podrian participar en la unién
secundaria en la zona receptora. (Hardy y Garbers, 1995; Ensdlin et al., 1998; Jansen
et al., 2001; Mori et al., 1995; Geng et al., 1997 ; Adham et al., 1997)

En humanos, se ha sugerido que participen la p66 de origen epididimal
(Lasserre et al., 2003), la SLLP1 intra-acrosoma (Mandal et al., 2003) o el antigeno
de fertilizacion FA-1 (Kadam y col., 1995), ain se desconocen sus ligandos en la
superficie de la ZP humana. Otra proteina de membrana plasmética que a parecer
interviene en la unién de los gametos es la SLIP1, fue localizada en células testiculares
de ratén y presentes en la membrana del espermatozoide humano (Rattanachaiyanont

et al., 2001) Solo para € receptor de glicina del espermatozoide (GlyR) se ha
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determinado que es capaz de unirse a la hZP3 recombinante, y que ambos participan
en lareaccion acrosomal inducida por laZP (Bray et al., 2002). Por otra parte, también
las proteinas de la superficie del espermatozoide estédn altamente glicosiladas y se ha
sugerido que tienen un papel importante durante la fertilizacion, si bien los estudios
que avalan esta hipdtesis se han llevado a cabo principalmente en mamiferos no
humanos (Zara y Naz, 1998). Se ha determinado que los residuos de N-
acetilglucosamina presentes en la ZP3 de ratdn y porcina interactda con la enzima b-
1,4-gdactosiItranferasa (GalT-1) del espermatozoide, esto se demostrd realizando una
digestion de los residuos de GIcNAc, provocando la incapacidad de unién de los
gametos (Miller et al., 1992). En ratdén y en el humano esta enzima se ha localizando
en la membrana interna del espermatozoide y a lo largo de la region ecuatorial
(Sullivan et al., 1989) (Shur y Nelly, 1988) (Miller et al., 1992) (figura8).

Todo lo anterior refleja que la interaccion entre el espermatozoidey la ZP es un
fenébmeno complejo donde a parecer participan o pueden participar varias moléculas

receptoras. redundancia.

GRANULOS
CORTICALES

ZONA PELUCIDA

ESPERMATOZOIDE

RECEPTOR

ACROSOMA

Figura 8. Moddo esquemdtico de los principales receptores espermaticos.
Espermatozoide con su acrosoma intacto, completa capacitacion y seune ala ZP. La
ZP3 se une d espermaozoide a través de receptor o complgo receptor que incluye
(GalT-1), iniciando la exocitosis dd contenido acrosomal. Tomado de Miller y
colaboradores (2002).

22



2. OBJETIVOS

Los estudios de la interaccion ZP-espermatozoide en ratdbn son importantes,
pero en vista de que los resultados difieren entre las especies estudiadas no se puede
postular un modelo general. Existen evidencias de que agunos problemas de
infertilidad masculina se derivan de deficiencias en el reconocimiento y penetracion de
lazonapellcida (Liu y Baker, 2000).

El estudio de la interaccion espermatozoide-zona pellcida en humanos ha
estado limitada debido a la dificultad para la obtencion de material bioldgico
(ovocitos), razon por la cua se desconocen muchos aspectos del fenémeno. En la
actualidad, e progreso en tecnologias de ADN recombinantes y expresion en lineas
celulares han permitido la clonacion y expresion de proteinas para su uso en
investigacion. Por lo anteriormente explicado el objetivo central del presente trabajo es
identificar la o las proteinas de la zona pelGcida humana que interactdan con el

espermatozoide.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Obtener proteinas recombinantes de la zona pel ticida humana.
Caracterizar los productos de expresion.
Purificar las proteinas de la zona pelucida humana.

Identificar las proteinas de la zona pellcida que participan en el
reconocimiento con el espermatozoide.
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3. MATERIAL Y METODOS

31 Material:

El cDNA para la ZP1 fue donado por la doctora Bonnie Dunbar del
Departamento de Biologia Celular y Molecular del Baylor College of Medicine,
Houston, Texas, al igual que los anticuerpos dirigidos contra zona pellcida de cerdo
(HSZP) y los anticuerpos contra membrana de espermatozoides humanos, preparados
en congos. El anticuerpo anti-lgG de conegjo producido en cabra conjugado a
peroxidasa de rébano y el substrato ABTS y H,O, fueron comprados en los
laboratorios ZYMED. Las placas de ELISA de fondo plano fueron adquiridas en Nalge
NUNC Internacional Corporation. (Rochester, NY). Los cDNA que codifican para
ZP2 y ZP3, fueron donados por €l Dr. Jurrien Dean del Nacional Institute of Health
(USA). Lalinea celular Sf9 fue donada por la Dra Mary Estes del Departamento de
Virologia Molecular del Baylor College of Medicine, Houston, Texas. El vector de
expresion pAcHLT, e estuche de transfeccion BaculoGold™, & medio TNM-FH
suplementado con suero fetal bovino y la agarosa Agarplague Plus se adquirieron en
los laboratorios Pharmingen (San Diego, CA). El rojo neutro, € antibidtico-
antimicético 10X, EDTA, glicerol, Tris base, piruvato de sodio, ablumina sérica
bovina, alblimina sérica humanay Triton X100, se obtuvieron de Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO). El dodecil sulfato de sodio (SDS), glicina, TEMED, 2b-
mercaptoetanol, persulfato de amonio, Tween 20, acrilamida, bis N,N"-metilen-bis-
acrilamida, azul de bromofenol, &cido 2-[N-ciclohexilamino] etano-sulfonico (CHES)
y azul brillante de Coomassie R-250 se compraron en los laboratorios Bio-Rad
(Hercules, CA). Los fosfatos monobasicos y dibasico de sodio, carbonato de sodio,
bicarbonato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de magnesio, cloruro de calcio,
metanol, &cido acético glacial, glutaraldehido, citrato de sodio, &cido citrico y glicerol

se compraron en J.T. Baker S.A. (México). La proteina A marcada con 1'%

y los
estdndares de peso molecular de DNA se obtuvieron de Amersham Int. (Inglaterra). La
matriz de Ni-NTA-agarosa (&cido nitrilotriacético, unido a niquel) fue adquirida a
QIAGEN Inc. (Vaencia, CA). La membrana de polivinildifluorido (PVDF) se
adquirié de NEN life Sciences (Boston, MA). Las placas de rayos X se obtuvieron de
Kodak Co. (México). Los medios de separacion (Isolate), los medios capacitantes
Human tubal fluid HTF modificado [HEPES], Modified Sperm Washing Medium y el

medio de refrigeracion Test Yolk Buffer se obtuvieron de Irving Scientific (Santa Ana
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CA). La zona pelucida comercid de cerdo se adquirié en Cadbiochem (Germany). Las
muestras de semen fueron cedidas por la Clinica de Reproduccion y Genética AGN y
Asociados del Hospital Angeles del Pedregal (México D.F.), previa autorizacion del

director de lainstitucion Dr. Alfonso Gutiérrez Najar.

3.2 Vectoresdeexpresion.

Los vectores de expresion con los cDNA para ZP1, ZP2 y ZP3 fueron cedidos
por la Dra. Cecilia Carifio, los cuales fueron construidos como parte de su tesis
doctoral en d INCMNSZ (Carifio et al., 2002). Brevemente, se obtuvieron asi: €l
cDNA para ZP1 humano se obtuvo por medio de RT-PCR de RNA de ovario
humano. El producto de 1722 pb fue secuenciado para constatar que coincidiera con la
secuencia publicada para ZP1, (Harris et al., 1994). Los cDNA paralas ZP1 y ZP3
humanas se clonaron en los vectores de expresion pAcHLTA utilizando los
fragmentos de 1722 pb y de 1299 pb respectivamente mientras que el fragmento de
2266 pb que codifica paraZP2 seclond en el vector pAcHLT B.

El vector de expresion pAcHLT esta congdtituido por los siguientes elementos:
un promotor de polihedrina que se encarga de regular latrascripcién de la proteina, un
sitio de 6 higtidinas d cual se utilizd para purificar los productos de expresién, un sitio
de corte proteolitico para laliberacion de la proteina de la porcion del vector previay
la region de multiple clonacion, en el cua se incorporaron los cONAS, que codifican

para cada unade las proteinas de la zona pelGcida, ver figura 9.

Promotor de Sitio de corte Sitio multiple
PACHLT polihedrina 6XHis  proteolitico de clonacion
8112 pb T e

i C— I —

7\

hzP1 sac | Not I

1722 pb

hzP2 Eco RI Not |
2266 pb

hzP3 Eco RI Eco RI

1299 pb

Figura 9. Diagramadd vector de expresion pAcHLT
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3.3 Cultivo decdulas:

La divisién del cultivo en monocapa se realiz6 cada 7 dias en 15 mL del
volumen total del medio. Las células se cultivaron en monocapa en cajas de cultivo y
se resuspendieron en frascos bioreactores de 100 y 250 mL. La expresion de las
proteinas de la zona pellcida se realizd en la linea celular de insecto Sf9, la cua
proviene del ovario de la mariposa Spodoptera frugiperda en estado larvario. Los
procedimientos para e cultivo de céulas, infeccion viral y e aislamiento del virus
recombinante se realizaron de acuerdo con lo descrito previamente por Summers y
Smith (1987) y Prasad y colaboradores (1995). Estas células fueron propagadas en
medio TNM-FH con suero fetal bovino a 10 %. Al cultivo en bioreactor se le renovo
el medio cada 4 dias y se utilizd un antibidtico-antimicético para prevenir la
contaminacion de los cultivo.

Para ello se obtuvieron los lisados celulares de la siguiente manera: se
centrifugaron 100 mL de las células infectadas con € virus recombinante, que se
encontraban en suspension y posteriormente se resuspendio e pellet en 4-5 mL de
TrisHCI pH 8.0 20mM. Después se sometio a ciclos de congelacién-descongelacion,
para lisar las células, y se centrifugaron a 12,000 rpm durante 40 minutos a 4°C. Por
ultimo se agrega 1 mL de buffer delisis (Urea2M, TrisHCI 20mM, Tritén X-100 2 %
pH 8.0), se homogeniza perfectamente y se recupera el pellet centrifugando a 12,000

rpm 10 minutos.

34  Transfeccion de células Sf9:
Los vectores con los cDNA se cotransfectaron con el virus lineal tipo silvestre
Autographa californica (AcNPV) dentro de las células Sf9 utilizando € estuche de

transfeccion  BaculoGold™

(Pharmingen, San Diego, CA) de acuerdo con las
especificaciones dadas por el fabricante.

El método consistié en precipitar del DNA con cloruro de cacio. Brevemente,
se mezclaron 0.5 ng del DNA viral y 2 ng del vector pAcHLT conteniendo las
secuencias de DNA para cada proteina de la ZP humana. Se agregd lamezclaa 2 X
10° células en cajas de cultivo celular de 60 mm. Después se deposité gota a gota la
solucién de transfeccion (HEPES 25 mM pH 7.1, cloruro de calcio 125 mM, cloruro
de sodio 140 mM). Las cgjas se incubaron durante cuatro horas a 27°C y se sustituyo

el medio de transfeccién por medio TNM-FH. Al término de cuatro dias de
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incubacion se colectd el sobrenadante con el cual serealizaron andlisis de placa. Como
control negativo se realizd una transfeccion con e virus linearizado y el vector

PACHLT sin inserto en las mismas condiciones de la transfeccion experimental.

35 Expresion delasproteinasdela ZP humanaen lalinea celular Sf9

Se infectaron cultivos de células en monocapa con € medio de transfeccion
con los bacul ovirus recombinantes para realizar analisis de placa. Eto se llevé a cabo
en cajas de cultivo celular de 6 pozos con un total de 1.5-2.0 X 10° células por pozo.
Las células infectadas se cubrieron con una capa de agarosa Agarplaque Plusal 1 %y
se incubaron 6 dias a 27°C hasta que las placas se desarrollaron. La identificacion de
las placas que presentaron lisis positiva se realizd por tincién con €l colorante rojo
neutro, en donde las células infectadas y lisadas no se tifien, mientras que las células
gue no seinfectaron y no selisaron setifien con € colorante.

Las placas de lisis se recuperaron y resuspendieron en medio de cultivo TNM-
FH a 4°C en tubos de 1.0 mL para €euir las particulas virales. Los medios que
contienen los virus recombinantes obtenidos de las placas, se emplearon para llevar a
cabo la expresion de las proteinas de la ZP humana, esto se redizd de la siguiente
forma: se infectaron 3 X 10° cdulas con el virus del andlisis de placa, los cuales se
incubaron por 4 dias, se recolectd el medio de infeccion y se realiz6 un ensayo de
expresion de proteinas en 6 X 10° cdulas por pozo en cgjas de cultivo de 24 pozos.
Pogterior alainfeccion con € virus, se cambi6 el medio por medio fresco y las cajas se
incubaron durante 72 horas a 27°C. La evaluacién de la expresion de las proteinas
recombinantes ZP humana se determind por andlisis de electroforesis de SDS-PAGE y

Western blot, tal y como se explicaen el gpartado 3.6 y 3.7.

3.6  Separacion de las proteinasrecombinantes de la zona pelacida (hZP’s)
mediante electroforess en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-
PAGE).

La expresion de las proteinas recombinantes se evalué mediante analisis del
lisado celular electroforesis en geles de poliacrilamida a 10 %, bajo condiciones
reductoras y en presencia de SDS (Laemmli, 1970). El lisado celular (apartado 3.3), se
resuspendié en solucion de muestra (CHES 0.05 M, SDS 2 %, glicerol 10 %, azul de
bromofenol, 2 b-mercaptoetanol 20 niL./mL, pH 9.5) se depositaron en los geles de
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poliacrilamida'y por caril se sembré de 40 a 70 g de proteina. La electroforesis se
desarroll6 a 90 volt. Inmediatamente después de finalizada la electroforess, los geles
se colocaron en solucion de tincién (Azul de Coomassie R-250 0.2 %) durante 1 horay

posteriormente en solucion decolorante (metanol 20 % y &cido acético 5 %).

3.7 Identificacion delas hZP srecombinantes por medio de Western blots.

Alternativamente a la tincion con Coomassie blue, los geles se
electrotransfirieron a una membrana de PVDF a 80 volts durante 2 horas y 4°C
(Towbin y Gordon, 1984). Luego lamembrana se bloqued en solucién amortiguadora
de TBS (trisHCI 20mM, NaCl 150 mM, MgCl, 1 mM y CaCl, 1 mM, Tween 20 0.02
%y pH 7.4) con 5 % de leche descremada durante 2 horas o toda la noche. Después,
la membrana se incubd con un anticuerpo primario anti-zona pellicida de cerdo (r anti-
HSPZ) durante dos horas a una dilucion 1:1000 en la misma solucién de TBS con
agitacion. A continuacion s lavd tres veces la membrana con TBS, durante 10
minutos cada lavado con agitacion y por Ultimo se incuba con proteina A marcada con
1'%, Las membranas fueron sujetas a autorradiografia a — 70°C toda la noche. Se
incluyeron estandares de peso molecular conocido para la estimacion de la movilidad

electroforética de los productos de expresion.

3.8  Purificacién delas proteinas

Para purificar las proteinas recombinantes de la zona pellcida expresadas en
células de insecto infectadas con baculovirus se utilizé la matriz de Ni-NTA agarosa
la cual es una matriz metalo-quelante que captura proteinas que tienen en su estructura
una region de 6 histidinas, formando complejos moleculares muy fuertes (Steinert et
al., 1996). Brevemente, € boton de células infectadas se lisd (apartado 3.3)
(aproximadamente 80 mg de proteina total/1 mL de Ni-NTA), y resuspendié en 1 mL
de amortiguador de solubilizacion (TrissHCI 20mM, NaCl 0.5 M, hidrocloruro de
guanidina 6 M, 2 b-mercaptoetanol 5 mM) incubando durante 1 hora con agitacion. Se
centrifugd durante 30 minutos a 12,000 rpm recuperando € sobrenadante, el cual se
mezcl6 con 1 mL de Ni-NTA (que previamente se lavé con agua destilada-desionizada
y se equilibr6 con amortiguador de solubilizacién) y se incub6é durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se lavo tres veces con 2 mL de amortiguador de solubilizacién

y dos veces mas con amortiguador de lavado (TrisHCI 20mM, NaCl 0.5 M, Imidazol
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5mM, Urea 6 M y 2 b-mercaptoetanol 5mM). Posteriormente se renaturalizaron
utilizando el amortiguador de lavado sin urea, que diluyo la urea en un gradiente de 6 —
0 M. La Ni-NTA se incuba en cada etapa del gradiente durante 10 minutos con
agitacion. Las proteinas ZP's recombinantes renaturalizadas son eluidas con 1 mL de
amortiguador de elucién (TrisHCI 20 mM, NaCl 0.5 M, Imidazol en concentraciones
crecientes de 50 a500 mM, 2 b-mercaptoetanol 5 mM). Las incubaciones con cada
solucion son de 15 minutos a 4°C. En cada paso de la purificacion se utilizan
concentraciones pequefias de imidazol 20 mM con el objeto de recuperar la mayor
cantidad de proteinas. Posteriormente se realizaron andisis de SDS-PAGE y Western

blot (ver gpartados 3.6 y 3.7.) paraevaluar la pureza de las proteinas.

39 Muestrasde semen.

Se analizaron muestras de semen provenientes de donantes que han sido utilizados
previamente para reaizar procedimientos de reproduccion asistida con éxito de
embarazo con tres dias de abstinencia sexual. El eyaculado se obtuvo por masturbacion
y se comenzd a procesar la muestra después de su licuefaccion a 37°C. Para evaluar las
muestras se toman en cuenta los siguientes parametros (World Health Organization
2002).

Movilidad: Se determind por observacion directa al microscopio Optico 40X y
se estimé el porcentaje de espermatozoides méviles contando 200 células.
Motilidad: Se vaor6 e porcentgje de cada tipo de motilidad, y se expresa en

orden creciente.

g 1+ motilidad in situ

g 2+ desplazamiento en forma circular
g 3+ desplazamiento errético o zig— zag
g 4+ desplazamiento lineal rgpido.

Morfologia. Se evalué realizando un frotis, contando 200 espermatozoides a
azar observando s presentan morfologia normal y anormal. No se empled €
criterio estricto de Kruger.

Densidad. Se contaron los espermatozoides en una camara de Newbauer y se

determind la concentracion en # de espermatozoides /mL
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EVALUACION ESPERMATICA VALORES DE REFERENCIA
BASICA

Espermatozoides normales >25%

Movilidad espermética > 50 %

Motilidad espermatica

1+ <2+ <3+ <4+

Densidad espermética

> 21 millones/mL

Tabla 1.- Valores de referencia recomendados
Organization (2002), paradeterminar que las muestras de semen son normales.

3.9.1 Capacitacion espermatica.

Se aislaron los espermatozoides del plasma seminal, empleando un gradiente de
concentracion a 50 % y 90 % (lIsolate), se centrifugd la muestra a 1800 rpm por 30
minutos, se retird el sobrenadante y el botdn de espermatozoides se lavé dos veces con
medio Modified Sperm Washing Medium, a 1500 rpm durante 15 minutos, se
resuspendié e boton de espermatozoides en medio capacitante (Sperm Washing

Medium y Test Yolk Buffer, v/v) y se guard6 a4°C durante 24 horas.

Se resuspendié e botén de espermatozoides en medio HTF complementado
(albimina sé&ricahumana a 0.3 %y piruvato de sodio al 0.325 mM) y se centrifugo a

por la World Hedth

1500 rpm 10 minutos. Después se incubd durante 30 minutos a 37°C y atmosferade 5

% de CO, con aproximadamente 4 mL de medio HTF complementado. Se reevalud la

muestra capacitada utilizando los mismos parametros iniciales de movilidad,

motilidad, densidad y morfologia.
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3.9.2 Evaluaciéon de la unién de los esper matozoides a las distintas proteinas
hZP’srecombinantes.

Para detectar a qué proteina o proteinas se unen los espermatozoides, se utilizo
una técnica basada en el ensayo inmunoenzimé@ico ELISA de captura, con
modificaciones para capturar células vivas en vez de moléculas. Esta técnica fue
denominada Esper moEL | SA.

Las placas de ELISA de fondo plano fueron sensibilizadas durante toda la
noche con 25, 50 y 100 ng de proteinas purificadas las cuales se diluyeron en un
volumen final de 100 nl de solucién amortiguadora de carbonato de sodio a 0.1 M,
pH 9.6. Cada muestra a estudiar se utilizé por triplicado. Se lavaron las placas dos
veces con amortiguador de fosfatos PBS (fosfato monobésico de sodio 4 mM, fosfato
dibésico de sodio 16 mM, cloruro de sodio 0.1 M y pH 7.3). Se bloqued |a placa toda
la noche a 4°C con 200 L de solucion blogueadora (fosfato dibasico de sodio 20 mM,
ajustado a pH 8.8 con fosfato monobésico de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0.15 M y
5 % de leche descremada).

Posteriormente las placas se lavaron dos veces con PBS a 37°C y una vez con
medio HTF a la misma temperatura. Los espermatozoides capacitados se gustaron a
una concentracién de 1 X 10° cdlulas por pozo en un volumen final de 100 ni, y se
incubaron durante 20 minutos a 37°C y atmésferade 5 % de CO,.

Al término de la incubacién, se lavd cuidadosamente dos veces con
amortiguador de fosfatos a 37 °C. A continuacion se fijaron los espermatozoides
unidos con una solucién de glutaraldehido a 10 % en PBS (100 mi por pozo) durante
dos horas. Se lavaron los pozos dos veces con PBS 'y se agregd solucion blogueadora
(200 m por pozo), incubando toda la noche a 4°C. Se lavo tres veces con PBS y se
adicionaron 100 i de anticuerpo anti-espermatozoide (1:1000), preparado en 5 % de
leche descremada en PBS e incubando durante tres horas a temperatura ambiente. A
continuacion, se lavo tres veces con PBS y se agregd anti-IgG de congjo conjugado a
peroxidasa preparado en (1:2000) preparado en 5 % de leche descremada en PBS
incubando durante una hora a temperatura ambiente. Al término de la incubacién se
lavé dos veces con PBS y se adiciond e substrato (ABTS + H,0,) preparado en
amortiguador de citratos (citrato de sodio 0.1 M, acido citrico 0.1 M pH 4.4 —4.5). Se
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incub6 15 minutos y se procedio a leer la placa en el lector de ELISA (MultiSkan,
Labsystems) a una DO de 405.

3.9.3 Analisisestadistico:

Para determinar s las diferencias son significativas entre la union a las
diferentes proteinas probadas de los espermatozoides, se llevaron a cabo andlisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion multiple de Tukey-Kramer. Ademas
se realizd e egadistico de correlacion y regresion lineal para estudiar la variabilidad
que hay entre ensayos. Los datos se procesaron en el programa GraphPad InStat
(GraphPad Software).
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4. RESULTADOS

4.1  Purificacion y caracterizacion delas proteinas rhZP’'s humanos

La zona pelucida (ZP) es unamatriz extracelular que juega un papel importante
en la interaccion espermatozoide-Gvulo y esta compuesta por tres glicoproteinas ZP1,
ZP2 y ZP3. Para estudiar este proceso de la fertilizacion y conocer que glicoproteina
interactla con € espermatozoide, se expresaron las tres proteinas ZP recombinantes
humanas. Los vectores de expresion para ZP1, ZP2 y ZP3 fueron preparados por la
Dra. Cecilia Carifio como parte de su tesis doctoral en el INNSZ (Carifio et al., 2002) y
gentilmente cedidos como parte de este trabgjo.

L as proteinas recombinantes de la zona pellcida humana (rhZP) expresadas en
el sistema de céulas eucaridticas de insecto (Sf9) wufren modificaciones
postraduccionales como la glicosilaciéon, la cua es de gran importancia en la
interaccion de los gametos.

Sin embargo en este sistema las rhZP no son secretadas al medio de cultivo,
permaneciendo ancladas en la fraccién insoluble. Por lo tanto, las células fueron
lisadas bajo condiciones desnaturalizantes y se incubaron con una matriz de Ni-NTA
agarosa, la cua captura proteinas que tienen en su estructura una region de 6
higidinas (Steinert et al., 1996) y se eluyeron con gradientes de imidazol.

Los lisados celulares y las proteinas purificadas fueron sometidos a los
andlisis de electroforesis SDS-PAGE bagjo condiciones reductoras (Figura 10A) y
Western blot (Figura 10B).

En e carril 2 de esta figura se encuentra el extracto de células Sf9 infectado
con € virus recombinante sin el ¢cDNA, € cua fue utilizado como control para
distinguir las proteinas de estas células de las proteinas recombinantes de interés. En
los carriles 3, 5 y 7 se muestra € patron eectroforético de los lisados de células Sf9
infectadas con los vectores de expresion parahZP1, hZP2 y hZP3 respectivamente. En
los tres casos se observa la aparicion de una banda mayoritaria de proteinas que no se
observa en el extracto de células Sf9 silvestres. Dichas bandas de proteina aparecen
nuevamente en las elusiones que se llevaron a cabo luego de la purificacion de cada
una de las proteinas recombinantes (ver carriles 4, 6 y 8), confirmandose que las
bandas de proteinas que aparecieron en los lisados celulares contienen una cola de 6

higidinas y por lo tanto corresponden a las proteinas recombinantes expresadas. A



edtas proteinas se les estimd sus pesos moleculares aparentes utilizando estdndares de
peso molecular (carril 1). Sus pesos moleculares aproximados son de 66 kDa para ZP1,
85 kDa para ZP2 y 55 kDa para ZP3, los cuales son similares a los reportados para sus
homdlogos nativas (Liang y Dean, 1993) (Charberlain y Dean, 1990) (Bauskin et al.,
1999). Cabe sefidar que para la proteina rhZP3, se observa una banda en menor
intensidad respecto arhZP1 y rhZP2. Esto se debe a que d rendimiento de la proteina
purificada fue bajo. En contraste los resultados obtenidos de las pruebas biolégicas
muestran que a pesar de este inconveniente en el método de purificacion no afecta en
la fisiologia de la proteina rhZP3, como se demostrard mas adelante.

Las proteinas separadas se transfirieron a la membrana de PVDF y se
incubaron con anticuerpos anti-ZP porcina. Este anticuerpo se utiliza debido a que la
ZP porcina guardan un ato porcentaje de homologia con la del humano (Harris et al.,
1994) y se ha demostrado que reconoce proteinas recombinantes ZP humanas (Carifio
et al., 2002).

220 kDa
97 kDa
qw;fgw.m

T

66 kDa et
45 kDa
30 kDa

A B

Figura 10. Caracterizacion inmunoldgica mediante andisis de eectroforesis
SDS-PAGE (A) y Western blot (B) delos lisados de células Sf9 con baculovirus
recombinante y las proteinas purificadas. (1) Estandares de peso molecular; (2)
Extracto de células Sf9 infectadas con € virus sin inserto; (3) Extracto de células
Sf9 infectadas con d vector recombinante para ZP1; (4) Proteina purificada ZP1,;
(5) Extracto de cdulas Sf9 infectadas con e vector recombinante para ZP2, (6)
Proteina purificada ZP2; (7) Extracto de células Sf9 infectadas con @ vector
recombinante para ZP3; (8) Proteina purificada ZP3.

Como puede observarse en la figura 10B, el anticuerpo reconocio
eficientemente a las diferentes proteinas purificadas ya que podemos apreciar

claramente la presencia de una banda Unica tanto en los extractos como en las



proteinas eluidas, ademas coinciden con los tamafios de las proteinas rhZP's
observadas en €l gel de poliacrilamida, confirmandose la identidad de estas proteinas
(rhzP’'s). Es importante destacar que en donde se encuentra el control de células Sf9
sin el cDNA, el anticuerpo no reconocié ninguna proteina (e anticuerpo es especifico).

Ademés se logro observar alarhZP3 la cual no se observaba claramente en € gel.

4.2  Validacion del ensayo de EspermoELISA.

Mucho de lo que se conoce acerca de la ZP en €l proceso de la fertilizacion de
mamiferos ha sido obtenido a partir de estudios en ratones, cerdo, congos, primates,
etc. En humanos muy poco se sabe acerca de estas estructuras y los sistemas para
poder evaluarlos tienen la limitante del dificil acceso d materia biolégico (ovocitos)
para su estudio. Los andlisis utilizados que emplean ZP’s nativas son: €l ensayo de
hZP solubilizada (Franken et al., 2000), donde se evallan los espermatozoides que
sufren RA inducida por la ZP, y e ensayo competitivo de hemizona (Windt et al.,
1991; Ward et al., 1992) que consiste en obtener mecanicamente una ZP nativa e
incubar una mitad con los espermatozoides a estudiar y se compara e nimero de
células unidas con la otra mitad que se incuba con una muestra control. Otro método
aternativo utilizado para evaluar e proceso reproductivo son los ensayos de
aglutinacion utilizando glicoproteinas sintéticas (neoglicoproteinas funcionales ngps)
conjugadas a albumina sérica bovina mediante uniones covalentes. Los residuos de
manosa y amino azucares (N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosaming) unidos a
BSA se usan para cubrir esferas de sefarosa y se ha demostrado que este complejo
mimetizamZP3 y es capaz de inducir laRA (Bendahmane y Tulsiani, 2003). En estos
métodos la forma de evaluar la union espermética a la ZP nativa o a las esferas de
sefarosa recubiertas con neoglicoproteinas es subjetiva, ya que se cuenta al
microscopio € porcentgje de los espermatozoides que llevaron a cabo reaccién

acrosomal 0 que se unieron y esto puede generar un error de apreciacion.

En vista de esto, se ha hecho necesario € desarrollo de métodos aternativos
para evaluar la unién de espermatozoides a la ZP, utilizando para €llo las proteinas
recombinantes de la ZP, las cuaes han demostrado tener actividad biolGgica (Bray et

al., 2002) y se pueden obtener en grandes cantidades.

Para poder evaluar € proceso de fertilizacion en fase solida, introdujimos

modificaciones en el protocolo del ensayo de ELISA para usar espermatozoides vivos
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y a este método lo denominamos EspermoELISA. El mismo consiste en sensibilizar
placas de ELISA con las diferentes rhZP’s obtenidas en las células Sf9 y purificadas, e
incubar con espermatozoides humanos capacitados, provenientes de donadores con
fertilidad comprobada, empleados anteriormente en: IIU, FIV e ICSl. Aquellos
espermatozoides que sean capaces de unirse especificamente a las proteinas adheridas
a los pozos se fijan con glutaradehido. El complejo espermatozoide-proteina se
detecta con anticuerpo anti-membrana de espermatozoide humano, que a su vez se
incuba con anti-lgG de conejo conjugado a peroxidasa. Finalmente se revela con un

sustrato cromogeénico de ABTS mas peroxido de hidrogeno.

Para validar € ensayo de EspermoELISA comenzamos por establecer la
especificidad del mismo. Como se observa en la figura 11, a incubar los
espermatozoides con proteinas no relacionadas (BSA y HSA), éstos no se unieron a
éstas proteinas de manera significativa, 10 que nos sugiere que los espermatozoides no
se unen de manera inespecifica. Vemos una ligera unién en el caso de
espermatozoides- ZP comercial de cerdo, fendmeno que pudiera deberse a que hay un
ato porcentgje de homologia con las proteinas ZP de humano y por ello vemos que
hay diferencias significativas entre ZP comercial de cerdo y los otros controles.
Ademés, se realizaron pruebas con las proteinas de rhZP's sin espermatozoides (-
SPM) para descartar uniones inespecificas de los anticuerpos utilizados y artefactos
que pudiesen alterar el ensayo, como puede observarse no detectamos ningun tipo de
union inespecifica. A estos resultados se les dio un tratamiento estadistico de ANOVA,
n = 16, ensayos realizados por triplicado, p £ 0.0001.
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Figura 11. Controles negativos del ensayo de EspermoELISA. En primer lugar se
muestran rhZP1, rhZP2 y rhZP3 sin espermatozoides (-SPM). A continuacion se
muestran | os espermatozoi des incubados con proteinas no relacionadas, ablimina
sérica bovina (BSA), y humana (HSA). Por Ultimo, los espermatozoides
incubados con zona pel ucida comercial de cerdo (ZPc) p £ 0.0001.

4.3 Ensayos de union de espermatozoides capacitados con las proteinas
recombinantes purificadas de la zona pelucida humana (rhZP) mediante
EspermoELISA

Se sensibilizaron las placas de ELISA con las proteinas recombinantes
purificadas, rhZP1, rhZP2 y rhZP3 a diferentes concentraciones y posteriormente se
incubaron con espermatozoides capacitados. La unién de los espermatozoides a las 3
rhZP’s es dependiente de la cantidad de proteina con la que se incuba (dosis-
dependiente). El andlisis de varianza ANOVA y Tukey-Kramer aplicado a los 16
experimentos realizados, revelan que hay diferencias estadisticamente significativas
entren las tres concentraciones de proteina siendo ZP 100 > ZP 50 > ZP 25 (p £ 0.001)
paralas 3 rhZP's. Como puede observarse en la figura 12 encontramos que la mayor
unién que tiene el gameto masculino por estas proteinas esta dada principalmente por
ZP1 y ZP3 y en una menor proporcion por ZP2. Realizando una comparacion, entre
cada una de las proteinas, utilizando la cantidad de 100 ng por pozo, la union de los
espermas fue: ZP1 > ZP2 >ZP3 (p £ 0.001). Con 25y 50 ng encontramos que ZP1 es
mayor que ZP2 y que ZP3, para un valor p £ 0.001. Sin embargo no encontramos

diferencias significativas entre ZP2 > ZP3 (p 3 0.05) a estas concentraciones. En base
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a estos resultados se decidio utilizar para los ensayos posteriores la concentracion de

100 ng por pozo.

ZP1 ZP2 ZP3

0.8 0.8 0.8

ng ng ng

Figura 12. Ensayos de union con los espermatozoides capacitados y las
proteinas purificadas hZP’s a diferentes concentraciones. ZP1, ZP2 y ZP3. n=16
cada ensayo realizado por triplicado * p £ 0.0001

44  Variabilidad entre ensayos.

Se dligieron a azar 4 experimentos para observar la variabilidad en las
muestras de semen provenientes de diferentes donantes respecto a su capacidad de
unirse a hZP's. Como podemos observar en la figura 13, encontramos que la unién
mostrada por los espermatozoides de cada muestra se comportd siempre como una
funcion lineal (Correlacion y regresion linea, r= 0.9), de formata que al aumentar la
cantidad de proteina de captura siempre se obtienen valores mayores de union. Por
otro lado, los vaores de union obtenidos para cada muestra de semen son diferentes (p
£ 0.0002). Puede observarse que para € caso de ZP1 y ZP2 se observa mayor
homosedasticidad comparandolas con las ZP3. Esto pudiera deberse a que la union a
ZP3 depende de que los espermatozoides no hayan sufrido la RA, la cua se puede
producir de manera espontanea en proporcion variable (Green et al., 1999). Para

corroborar esta hipétess, seria necesario evaluar € estatus del acrosoma de las
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muestras empleadas mediante |la técnica de incubacion con lectinas fluorescente

(Fierro et al., 1996) o latincién con Coomassie blue (Larson y Miller, 1999).
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Figura 13. Curva dosis respuesta para la unién de espermatozoides a las
diferentes rhZP's, a varias concentraciones. Los 4 experimentos mostrados se
eligieron d azar.

45  Ensayosdeunién utilizando combinacionesdelasrhZP’s

La mayor parte de lo estudios acerca de los mecanismos de la fertilizacion,
estén enfocados a evaluar la interaccion de los espermatozoides con la zona pellcida.
El modelo mas utilizado es € de raton, en € que han concluido que la zona pelUcida
tiene funciones de fijacién e induccién de la reaccion acrosomal (RA) en
espermatozoides capacitados. Brevemente, la mZP3 actla como receptor primario,
mediante launidn inicial con el ovocito y activa la reaccién acrosomal. Una vez que se
indujo la RA, la mZP2 actia como receptor secundario, uniendo al espermatozoide
reaccionado y facilitando su penetracion a través de la zona pelUcida, para fusionarse

con la membrana plasmatica del ovocito. La mZP1 demostré poseer funciones de
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conservacion de la estructura de la matriz sirviendo como enlace entre los filamentos
formados por mZP2 y mZP3 (Wassarman, 1988) (Wassarman, 2002). Sin embargo,
en el cerdo se muestra un comportamiento diferente, ya que se ha demostrado que a
unir la subunidad ZP3a con ZP1 hay mayor unidn con la combinacion de estas
proteinas (Yurewicz et al., 1993).

El proposito del ensayo de las combinaciones de rhZP's fue estudiar que
proteina o proteinas estan encargadas de llevar a cabo el reconocimiento primario en el
proceso reproductivo en humanos. La estrategia que se siguid para llevar a cabo este
experimento fue combinar las rhZP’s de la siguiente manera: ZP1-ZP3, ZP1-ZP2,
ZP2-ZP3 y ZP1-ZP2-ZP3, utilizando 50 ng de cada proteina para todas las mezclas.
Como control empleamos las proteinas individuales. Los resultados de tres
experimentos independientes se muestran en la figura 14.

El andlisisde varianza ANOVA y Tukey-Kramer revelaron que la union de los
espermatozoides incubados con la combinaciéon de ZPI-ZP3 son significativamente
mayores a la de las otras mezclas, siendo de ZP1-ZP3 > ZP1-ZP2 > ZP2-ZP3 (p £
0.001). Sin embargo, a compararlo con la mezcla de las tres proteinas no se
encontraron diferencias significativas entre (p > 0.05). Esto sugiere que al parecer, en
presencia de rhZP1 con rhZP3 la unién es tan efectiva como cuando estan presentes las
tres proteinas, haciendo suponer que la proteina ZP2 no contribuye al proceso de unién
de espermatozoides.

Cabe mencionar que los valores que se muestran en la figura 12, en donde
utilizamos 50 ng de rhZP, no muestras diferencias significativas entrerhZP2 y rhZP3 y
en los resultados que se muestran en la figura 14 s se observan diferencias
significativas. Esto es debido a la variabilidad de las muestras esperméticas, sin
embargo mantienen un comportamiento lineal, tal y como lo demostramos en la figura
13. Por otro lado el tamafio de muestra del experimento de las combinaciones es
mucho menor y tal vez esto sea causa de edtas diferencias por 1o que es necesario
aumentar el tamafio de muestra para obtener resultados més homogéneos.

Estos resultados nos demostraron que las proteinas rhZP1 y rhZP3 expresadas
en células Sf9 juegan un papel importante en la union de los espermatozoides humanos
y sugieren que estas proteinas participan en € reconocimiento de los gametos

humanos.
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Figura 14. Unién de espermatozoi des a diferentes combinaciones delas proteinas rhZP1,
rhZP2 y rhZP3 (50 ng de cada proteina). Como control se utilizaron las proteinas individuales.
a ZP1ZP3 > ZP1/ZP2, ZP2/ZP3, ZP1, ZP3 (p < 0.001)

b: ZP1/ZP2 > 7ZP2/ZP3, ZP1, ZP2 (p<0.01)

c. ZP3/ZP2 > ZP3, ZP2 (p<0.001)

d: ZPL/ZP2/ZP3 > ZP1/ZP2, ZP2/ZP3 (p < 0.001)

* - ZP1/ZP3 vs. ZP1/ZP2/ZP3, n.s.
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5. DISCUSION

Los estudios realizados en el campo de la interaccion espermatozoide-zona
peltcida habian estado limitados por la dificultad para la obtencion de material
bioldgico (ovocitos). Sin embargo e uso de proteinas recombinantes ha permitido
realizar mas estudios acerca de las funciones bioldgicas de la zona pellicida. En el
presente trabajo de tesis se expresaron las tres proteinas de ZP humana en células de
insecto Sf9, para obtener proteinas similares a las nativas. Los pesos moleculares de
los productos de expresion fueron: 66 kDa pararhZP1, 85 kDa para rhZP2 y 55 kDa
pararhZP3. Los pesos moleculares estimados a partir de las secuencias de cDNA para
las proteinas humanas son de 57 kDa para hZP1, 82 kDa para hZP2 y 47 kDa para
hZP3 (Harris et a., 1994; Liang y Dean 1993; Chamberlin y Dean 1990). Esto nos
sugiere que las proteinas expresadas en las células de insecto son glicosiladas, ya que
presentan mayores pesos molecul ares.

Se han caracterizado las proteinas de la ZP humana naiva las cuales presentan
un peso aproximado de 60-73 para hZP1, 80-110 para hZP2 y 53-60 kDa para hZP3
(Bauskin et al., 1999). Esto nos puede sugerir que la glicosilaciéon de las células de
insecto es similar a las proteinas nativas.

Mediante el ensayo de EspemoELISA, fue posible estudiar la actividad
biol6gica de estas proteinas recombinantes.

La importancia de este método radica en que es un sistema sencillo, eficiente,
cuantitativo y que no depende de la subjetividad del evaluador. Essimilar a ensayo de
ELISA, con la variante de que en lugar de unir moléculas, se capturan células y se
fijan a la placa para después continuar con los mismos pasos de la ELISA
convencional.

En la validacion de este ensayo empleamos como controles negativos, proteinas
no relacionadas como la BSA y la HSA, y también se utilizd rhZP’s incubados sin
espermatozoides encontrando que los espermatozoides no se  unieron
inespecificamente y no hay artefactos que ateren el ensayo. Por otro lado, los
espermatozoides si se unieron de manera especifica a las tres rhZP's, demostrando con
estos resultados que las proteinas recombinantes se pueden utilizar para estudiar las

interacciones con el espermatozoide. Las uniones fueron dosis dependiente ya que a
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mayor cantidad de proteina se observd una mayor unidén espermédtica, siendo este
comportamiento lineal. Latécnica demostro ser reproducible y sensible, encontrandose
una union significativamente mejor en 100 ng que en 50 y 25 ng. Sin embargo
observamos que hay correlecion entre la variabilidad entre los ensayos y la
heterogeneidad de las muestras de los donantes, pero es importante destacar que este
comportamiento siempre fue lineal, por lo tanto no es posible definir ain el punto de
corte con una N peguefiay establecer rangos normales de union a éstas proteinas, por
lo que a futuro se aumentara el tamafio de muestra para poder encontrar € punto de
corte idonea para €l ensayo.

Los resultados obtenidos sugieren que la teoria de la especie-especificidad es
cierta ya que la union espermatozoidesrhZP's fue significativamente mayor
comparada con la unién espermatozoide-ZP comercia de cerdo (Talevi et al., 1999;
Wassarman, 1999).

Se observd que hay union espermatica significativamente mayor en rhZP1 y
rhZP3 comparado con rhZP2, que pareciera no paticipar en este reconocimiento
inicial, sin embargo podemos se observar unién a esta proteina, esto se puede deber a
que los espermatozoides experimentan RA esponténea y por ende se unen a rhZP2
como sucede en ratén (Green et al., 1999; Bleil et al., 1988). Por otra parte, la union a
ZP3 esinferior alade ZP1, a pesar de que se conoce que la ZP3 participa en la unién
primariay esinductorade la RA (Wassarman et al., 1999; Schuffner et al., 2002). Este
fendmeno puede explicarse por @ hecho de que los estudios presentados se hicieron a
un tiempo de incubacién fijo (20 min.), en el cual ya buena parte de la poblacion de
espermatozoides sufrié la RA (Bray et al., 2002) y por tanto la unién a ZP3 ya puede
estar disminuida.

Cuando se estimé la union espermédtica a las mezclas de proteinas
recombinantes, vimos como fueron més efectivas las uniones donde estaba rhZP1-
rhZP3 juntas que separadas, inclusive en cualquier mezcla donde estuvieran presentes
una de ellas la unién es mayor. En la mezcla de las tres proteinas (rhZP1-rhzP2-
rhZP3) no hubo diferencias significativas con respecto a la mezcla rhZP1-rhZP3, por
lo que podemos inferir con estos resultados que la union inicial de los gametos
humanos puede estar dado por la cooperacién entre rhZP1-rhZP3, como sucede en €l
cerdo (Yurewicz, 1998) y no es un evento en el que participe una sola proteina como

pasa en el raton (Wassarman, 1999). A futuro se pretende trabajar bgjo diferentes



condiciones, utilizando espermatozoides con y sin reaccion acrosomal, para distinguir
uniones primarias y secundarias.

La evaluacion espermética es muy importante para € diagndstico de la
infertilidad masculina ya que en funcion de la calidad de la muestra se seleccién la
TRA autilizar FIV 0 ICSI (Liuy Baker, 2002). Los andlisis de semen convencionaes
incluyen morfologia motilidad, movilidad, densidad, sin embargo, no proveen
informacion suficiente acerca de la fisiologia del espermatozoide. Las pruebas que s
han desarrollado para evaluar € funcionamiento espermético son: ensayos de
hemizona competitivo, ZP solubilizeda, Micro-ensayos con ZP solubilizada (Windt et
al., 1991; Ward et al., 1992; Franken et al., 2000), sin embargo la limitacién de estos
ensayos son la dificultad para obtener la zona pelucida nativa para llevarlos a cabo lo
que hace tardado y dificil su realizacion y la subjetividad del evaluador para cdlificar
la reaccion acrosomal que llevan a cabo los espermatozoides (Baker et al., 2000). Por
lo que proponemos que el ensayo de EspermoELISA, por su smplicidad y eficiencia
puede ser de gran utilidad para @ diagnéstico de lainfertilidad masculina, ademés que
puede ayudar a la decision clinica de latécnica de reproduccion asistida més adecuada

para cada parejainfértil.



6.

CONCLUSIONES:

a. Se obtuvieron proteinas de la zona pellcida humana: hZP1, hZP2 y

hZP3 recombinantes expresadas en células Sf9 y se purificaron. Estas
proteinas son dmilares a las nativas en peso molecular vy

reconocimiento antigénico.

En este ensayo se evaluaron las proteinas que estén involucradas en el
reconocimiento espermatozoide-hZP, proponiendo a la rhZP1 y rhZP3
como candidatas a participar en € reconocimiento del espermatozoide

en el proceso de fertilizacion.

Se desarrollo una metodologia para determinar la union de
espermatozoides a proteinas recombinantes de la ZP humana que es
especifica, sensible y fécil de llevar a cabo en el laboratorio. Por tanto
puede ser una herramienta de gran utilidad para e diagnostico de la

infertilidad masculina.
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