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RESUMEN

En un trabajo previo (Zayas y cols., 1995), se ha mostrado evidencia de
afinidad entre la proteina denominada ZP3 (ZP3-a. + ZP3-B) de ovocitos de cerdo con
una protefna de 55 kDa de espermatozoides de la misma especie por medio de
Western-blot. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la funcién biolégica de esta
proteina durante la unién ovocito-espermatozoide, asl como como su localizacién /in

situ.

Los ovocitos se maduraron durante 48 h. Los espermatozoides, se dividieron
en dos porciones; la primera se usé para obtener un extracto de proteinas del que se
aislié y purificé la proteina de 55kDa. La otra porcibn se capacité para los
subsecuentes ensayos de inhibicién de la unién e inmunolocalizacién. De {a proteina
purificada, una parte se destind para la produccién de anticuerpos contra ésta. Para
estudiar la funcién de la protefna espermética como receptor, se incubaron a los
ovocitos maduros, con la proteina de 55 kDa durante 1 h, se lavaron y se incubaron
nuevamente en presencia de 1x10° espermatozoides capacitados. En otro
experimento, los espermatozoides capacitados se incubaron en presencia de
anticuerpos contra la protelna espermaética durante 1 h, se lavaron y se incubaron con
ovocitos madurados. Para la inmunolocalizacién, se trabajé con espermatozoides
capacitados, y a una parte de ellos se les indujo la reaccién acrosomal. Los
espermatozoides capacitados y reaccionados se incubaron de manera independiente
con anticuerpos contra la protefna espermatica durante 12 h, después de tres lavados
se incubaron con un segundo anticuerpo conjugado con fluoresceina, se lavaron

nuevamente y se observaron bajo un microscopio de epifluorescencia.

Los resultados mostraron que hay correlacién entre la concentracién de Ia
proteina y el porcentaje de bloqueo de la unién, siendo la méxima la de 50 pg/mi al
lograr inhibir en un 100 %. Al utilizar el anticuerpo anti-65kDa en una dilucion 1:100,
también se inhibié la unién totaimente. En los ensayos de inmunolocalizacién con
anticuerpos producidos en el laboratorio, cuando los espermatozoides han pasado

solamente por el periodo de capacitacién, sitian a la proteina en la cabeza del




espermatozoide de manera homogénea, preferentemente localizada en la parte apical,
mientras que cuando el espermatozoide ha sufrido la reaccién acrosomal, este borde
desaparece manteniéndose la fluorescencia homogénea en toda la cabeza. Estos
resultados indican que existe una especificidad en la unién de la proteina de 55 kDa
del espermatozoide con la ZP de ovocitos, por lo que ésta puede ser la responsable de

la unién primaria de los gametos durante la fertilizacién.
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INTRODUCCION

El proceso biolégico de la fertilizacién en todas las especies de mamiferos
comienza por el reconocimiento del espermatozoide con la zona pellcida (ZP) del ovocito, a
través de receptores en la superficie de ambos gametos. La unién del espermatozoide a la ZP
va seguida de la reaccién acrosomal, que tiene por objeto, abrirle paso a través de la ZP hasta
alcanzar la membrana plasmética del ovocito (Longo y Yanagimachi, 1993). Durante dicha
reaccién, se forman microvesiculas que constan de membrana plasmética del espermatozoide
y de la membrana acrosomal externa. Estas vesfculas terminan por ser expulsadas, por lo que
la ZP del ovocito adyacente queda expuesta a la capa interna de la membrana del acrosoma y
a las enzimas de éste (Wassarman, 1989). Uno de los espermatozoides, entre la multitud de
los que avanzan y logran alcanzar el espacio perivitelino, entre la ZP y la membrana
plasmética del ovocito, se fusiona con esta dltima y deposita su genoma para formar el

prontcleo masculino, asocidndose con el femenino y dar lugar al cigoto.

Se han descrito protelnas que funcionan como receptores en ambos gametos,
definiendo como receptor a una proteina que se une a una molécula extracelular especifica
(ligando) e inicia una respuesta en la célula (Alberts y cols., 1994). Algunas de estas han sido
aisladas y parcialmente caracterizadas, con el objeto de determinar su funcién y con ello,
explicar importantes eventos fisiolégicos como el reconocimiénto especie-especifico
(Yanagimachi, 1994).

En cuanto a los gametos femeninos, la ZP porcina es la superficie considerada como
ligando para proteinas de espermatozoides. Dicha ZP es una envoltura de naturaleza
glucoproteica que rodea al ovocito y por sus componentes ha sido clasificada en cuatro
“familias” de glucoproteinas por electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-
PAGE) bajo condiciones reductoras de puentes disulfuro (Hedrick y Wardrip, 1981). Estas
“familias” de glucoprotefnas son cie 25, 65, 65 y 90 kDa. Cuando la ZP es separada por 2D-
PAGE en condiciones no reductoras, dos de las familias de glucoproteinas, la de 25 y 65 kDa,
co-migran como una sola de 90 kDa (Wardrip y Hedrick, 1985). Si la ZP es fraccionada por
electroforesis en geles de poliacrilamida con el uso de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) de
una dimensién en condiciones no reductoras, se observan tres familias de glucoproteinas: ZP1

(90 kDa), ZP3-a (55 kDa)} y ZP3-B (55 kDa) (las glucoproteinas ZP3-a y ZP3-B presentan el




mismo peso molecular pero diferente punto isoeléctrico) que cuando son desglucosiladas dan
lugar a tres cadenas polipeptidicas de 68, 40 y 37 kDa respectivamente (Hedrick y Wardrip,
1987), de las cuales solamente los carbohidratos del componente ZP3 presentan actividad
receptora con espermatozoides de la misma especie (Sacco y cols., 1989; Yurewicz y cols.,
1991). El Cuadro 1 muestra los componentes de la ZP porcina en diferentes condiciones de

obtencién.

CUADRO. 1. CORRELACION ENTRE LOS COMPONENTES DE LA ZP DE CERDO
GLUCOSILADOS Y DESGLUCOSILADOS
{Hedrick y Wadrip, 1987)

90 kDa 68 kDa
65 kDa 56 kDa
55 kDa 40 kDa
37 kDa

"25 kDa 15 kDa
90 kDa 68 kDa
55 kDa (a) 40 kDa
55 kDa {B) 37 kDa

La unién de espermatozoides a la ZP de ovocitos es un paso decisivo en la fertilizacién
en mamfiferos. Por esta razén, algunas proteinas ya han sido caracterizadas; tal es el caso de
la protefna espermaética PH-20 en cobayos, la galactosiltranferasa en ratén, y una protefna de
27 kDa en espermatozoides humanos, entre otras. Sin embargo, revisando la literatura, en
cerdo existe controversia con respecto a la cantidad de proteinas descritas en
espermatozoides, entre las que se encuentran las espermadhesinas, la APz, la proacrosina y la

acrosina, entre otras.

Primakoff y cols. (1985) en un trabajo realizado en cobayos, lograron inhibir un 90% de
la unién entre gametos con el uso de anticuerpos monoclonales contra PH-20, una proteina de

cadena sencilla anclada en la membrana de espermatozoides capacitados. Dicho anclaje est4




dado por medio de una molécula de glucosilfosfatidilinositol (GPI) (Myles y Primakoff, 1997).
La proteina PH-20 actda durante dos etapas diferentes de la fertilizacion; en el
espermatozoide con el acrosoma integro, tiene una actividad de hialuronidasa que es
indispensable para que el espermatozoide penetre a través de la capa de células cimulo que
rodean al ovocito. En el espermatozoide con el acrosoma reaccionado, la proteina PH-20 tiene
una funcién necesaria para la unién espermatozoide-zona pelicida denominada unién

secundaria (Hunnicutt y cols., 1996).

En el ratén, para identificar los componentes de espermatozoides involucrados en la
unién a la ZP, Bunch y Saling {1991), usaron fracciones enriquecidas de membranas de
espermatozoides de la regién caudal del epididimo para determinar la capacidad bloqueadora
de la unién entre gametos, encontrando un 53% de bloqueo cuando los ovocitos libres de
células cumulo fueron pretratados con una fraccion membranal equivalente a 1000
espermatozoides. Dicha fraccién contiene proteinas con pesos moleculares de 100-120, 40-
45 y 23-24 kDa y aunque no se sabe con precisién cudl o cuéles son las proteinas
responsables del blogueo de la unién, se ha propuesto a la galactosiltransferasa (Shur y Hall,
1982), la manosidasa (Tulsiani y cols., 1990) vy la sialiltransferasa (Durr y cols., 1977), todas

ellas presentes en espermatozoides capacitados.

En humanos se ha tratado de determinar la naturaleza molecular de aquellos
componentes de espermatozoides capacitados relevantes para la fertilizacién. En 1994,
Dubova-Mihailova y cols. demostraron que anticuerpos monoclonales producidos contra una
proteina espermatica de 27 kDa, inhiben la penetracién de espermatozoides humanos a
ovocitos de hamster libres de ZP en un 40%. Cuando estos mismos anticuerpos son probados
en experimentos de inhibicién de la unién de espermatozoides a la ZP en ensayos de
hemizona, con ovocitos humanos, no se observa bloqueo, sugiriendo que el epitope antigénico
de esta proteina de 27 kDa podria jugar un papel importante en la fusién ovocito-

espermatozoide y no en la unién espermatozoide-ZP.

En espermatozoides de cerdo, se han descrito diversas proteinas y aunque todas tienen
” f' ‘d dll l - . - - .
afinidad” por la ZP de la misma especie, presentan claras diferencias de peso molecular y sin

conocerse hasta ahora si existe relacién entre cada una de ellas.




Peterson y Hunt (1989} han reportado la presencia de una proteina de membrana
plasmética (APz) tanto en espermatozoides capacitados como en no capacitados, con un peso
molecular de 55 kDa separada por SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Esta proteina es
capaz de bloquear parcialmente la union entre gametos cuando se adiciona a los ovocitos
maduros. El uso de anticuerpos contra esta proteina bloquea la unién de los gametos en un

60%.

Hardy y Garbers (1994), empleando ZP completa de cerdo como una matriz de afinidad
para aislar protefnas de membranas de espermatozoides de la misma especie solubilizadas en
SDS al 2%, encontraron cinco proteinas, con pesos moleculares de 170, 150, 130, 56, y 50
kDa cuando se aislan por SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Cuando estas mismas
proteinas son sometidas a SDS-PAGE aplicando condiciones reductoras, las tres primeras se
separan individualmente en subunidades de 105 y 45 kDa cada una conservando la capacidad

de unirse a la ZP de manera especie-especifica.

Por medio de la cromatografia de afinidad, en espermatozoides de cerdo se han
identificado proteinas con peso molecular bajo {12-16 kDa) que presentan un reconocimiento
a la ZP completa, siendo las mdas abundantes las espermadhesinas AWN y AQN-3 (estas
espermadhesinas conforman un grupo de polipéptidos encontrados en el plasma seminal y/o
asociados con la superficie del espermatozoide (Topfer-Petersen y cols., 1995) ), asi como
una proteina de unién a la heparina (Enblin y cols., 1995}, que aungue no tiene actividad de
unién a la ZP, se ha observado que proviene del plasma seminal y se asocia a la superficie del
espermatozoide (Sanz y cols., 1993). Se ha observado que esta proteina de unién a la
heparina, también se comporta como una proteina de unién a fosforilcolina, por lo que se le ha
catalogado como un marcador de diferenciacién de superficie celular {Aoki, y cols., 1994)
dada su capacidad de unién a otras superficies de membrana por la via de fosfolipidos
aniénicos. La proteina de unién a la heparina, asi como las proteinas AWN y AQN, han sido
catalogadas como miembros de la familia de las espermadhesinas en el cerdo y cuyo papel es
el de interactuar con el ovocito, dada su disposicién en la superficie del espermatozoide
(Calvete y cols., 1995). Algunas evidencias bioquimicas, como el reconocimiento de AWN a la
ZP completa aislada y la presencia de AWN en espermatozoides capacitados /in vitro, no asi en
espermatozoides sin capacitar, indican que los miembros de la familia de las espermadhesinas
en el cerdo juegan un papel muy importante en por lo menos dos aspectos de la fertilizacién:

la capacitacién de espermatozoides (Dostalova y cols., 1994) y la interaccién inicial entre
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gametos (Dostalova y cols., 1995). De las diferentes espermadhesinas descritas, sélo una se
ha reportado que tiene actividad competitiva en la unién entre gametos dependiendo de la
concentracién de proteina (Veselsky y cols. 1992). El peso molecular de esta glucoproteina es
de 15 kDa y no se sabe con precision si se trata de una de las ya descritas espermadhesinas

AWN o AQN.

En los afios 60’s, en una serie de trabajos conducentes a estudiar las enzimas que
degradan a la ZP, se le di6 el nombre de acrosina a una enzima con actividad semejante a la
tripsina. Se encontré que la acrosina estd asociada al acrosoma en espermatozoides de
mamiferos. La obtenida de espermatozoides de cerdo, tiene un peso de 55 kDa (Polakoski y
Parrish, 1977). La acrosina causa la escisién especifica de s6lo ciertas porciones de la ZP
{(Urch y cols., 1985a; Dunbar y cols., 1985). La “familia” de glucoproteinas de 90 kDa de la ZP
y sus componentes, asi como los de la “familia” de las glucoproteinas de 65 kDa, son
especfificamente hidrolizadas por la acrosina a pequefios polipéptidos no retenidos en SDS-
PAGE (Urch y cols., 1985b); mientras que las “familias” de 55 kDa (ZP3-a y ZP3-B) no son
afectadas por la enzima. Para poder llevar a cabo su funcién, la acrosina se une a la ZP y se
ha propuesto que esta interaccion puede ser de tipo carbohidrato-proteina, protefné-protefna o]
ambas (Yanagimachi, 1981). Se ha bloqueado la fertilizacién entre gametos con inhibidores
del sitio activo de la acrosina, tanto /n vitro (Stambaugh y cols., 1969), como in vivo
(Zaneveld y cols., 1971) aunque utilizando como modelo el conejo, sin embargo, el bloqueo
nunca fue total y una vez que algunos de los espermatozoides estuvieron fuertemente unidos
a la ZP homéloga, los inhi‘bido‘res del sitio con actividad de tripsina de la acrosina, no

impidieron la posterior hidrélisis o penetracién de la ZP (Hartmann y Hutchison, 1974).

En un trabajo previo (Zayas y cols., 1995) con el uso del Western-blot (Towbin y cols.,
1979), se encontré en espermatozoides de cerdo una protefna con peso molecular de 55 kDa,
que reconoci6 selectivamente a la ZP de la misma especie; en forma particular al componente
glucoproteico de 55 kDa (ZP3-a y ZP3-B) y sus correspondientes péptidos de 40 y 37 kDa. En
este trabajo, las proteinas de espermatozoides, asf como las gluéoprotefnas de la ZP fueron

separadas bajo condiciones no-reductoras y recobradas por electroelucién (Gerton y cols.,
1982).




Anticuerpos producidos contra algunas de las proteinas de espermatozoides que se han
mencionado, producen inhibicién parcial de la fertilizacién in vitro. Se ha postulado que el
mecanismo principal de esta accién puede ser el enmascaramiento de estas proteinas en el
espermatozoide por un mecanismo de impedimento estérico (Aitken y Richardson, 1982) o por

unién directa del anticuerpo al sitio de recepcion en la ZP (Sacco y cols., 1984).

Dada la amplia variedad de proteinas identificadas por diferentes autores en el
espermatozoide de cerdo que presentan “afinidad” por la ZP, es probable que la fertilizacién
sea un proceso mediado por multiples sistemas ligando-receptor (Tépfer-Petersen y Calvete,
1996) o que se trate en algunos de los estudios de las mismas proteinas, que dependiendo del
método de extraccién y purificacién, presentan diferencias en su peso molecular, que entre

otras razones, puede ser por su grado de glucosilacién (Peterson y cols., 1991).

JUSTIFICACION

Se han reportado una gran cantidad de estudios de proteinas en espermatozoides de
varios mamiferos. Dichas proteinas presentan un reconocimiento por la ZP homéloga y son
capaces de bloguear parcialmente la unién cuando son adicionadas a ovocitos in vitro. En
espermatozoides de cerdo, sin embargo, se han identificado varias protefnas con diferentes
métodos de extraccién, ademés de presentar diferencias en su peso molecular. En un trabajo
previo (Zayas y cols., 1995) se encontré en cerdo una proteina espermética de 55 kDa que
reconocié bioquimicamente a la ZP de la misma especie, de modo particular a su componente
de 55 kDa (a y B). En el presente trabajo se pretende extraer esta proteina de
espermatozoides recién eyaculados para estudiar su funcién durante la unién de los gametos,
asf como su localizacién in situ y con ello aportar informacién conducente a identificar las
moléculas que participan en el reconocimiento especie-especifico entre gametos de cerdo,

ademaés de establecer una posible relacién con las proteinas ya reportadas.




HIPOTESIS

Si la afinidad bioquimica exhibida durante el Western-blot es biolégicamente relevante y
si la proteina espermética electroeluida mantiene esta afinidad, entonces la proteina puede
unirse a la ZP completa de ovocitos madurados in vitro y se esperaria que se cumplieran al

menos cinco criterios para que una proteina espermatica que se une a la ZP del ovocito se

considere receptor:

1) Afinidad demostrable entre la proteina espermética y su ligando en la ZP.
2) Especificidad entre la protefna espermética y su ligando.

3) Unién saturable.
4) Apropiada localizacién sobre la membrana plasmética en el momento adecuado vy,

5) Interferencia de la interaccién entre gametos que deberia reducir el porcentaje de unién.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la localizacién y funcién de la proteina de
55 kDa identificada previamente en nuestro laboratorio y que se encuentra presente en

espermatozoides de cerdo.

OBJETIVOS PARTICULARES

(1) Extraer y purificar cantidades suficientes de la proteina de 55 kDa de espermatozoides de

cerdo recién eyaculados.
(2) Estandarizar la técnica de maduracién in vitro de ovocitos de cerdo.

(3) Estandarizar la técnica de capacitacién espermética, asi como su evaluacion por la técnica

de tincién doble (Hoechst 33258-Lectina conjugada a fluoresceina).




(4) Determinar si la proteina espermatica de 55 kDa compite por los sitios de reconocimiento

en la ZP homdloga, bloqueando la unién entre gametos.

{5) Obtener anticuerpos contra la proteina espermatica de 55 kDa y determinar de una manera

indirecta la capacidad de bloqueo de la unién entre gametos.

(6) Con el uso de anticuerpos obtenidos en el laboratorio, localizar a la proteina en el

espermatozoide.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de semen porcino

Las muestras de semen porcino (raza York) se obtuvieron de la granja "Los Virreyes”,
en los Reyes la Paz, Edo. de México por el método de “la mano enguantada”, se filtraron a
través de una gasa para eliminar las particulas gelatinosas y se transportaron al laboratorio a
37 °C en un tiempo no mayor a una hora, donde se incubaron a 39 °C con atmésfera himeda

y 5% de CO2 en una incubadora (LAB-LINE INSTRUMENTS, INC.), hasta su uso.

Obtencién y purificacion de la proteina de 55 kDa.

Para aislar la proteina de 55 kDa se empleé el método descrito por Zayas y cols.
(1995). Los espermatozoides recién eyaculados fueron lavados seis veces por centrifugacién a
800 g con una solucién amortiguadora de cloruro de sodio 140 mM, fosfato de sodio dibdsico
20 mM vy fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) 0.2 mM ajustdndose el pH a 7.4 (Russell y
cols., 1985). Las proteinas esperméticas se extrajeron con SDS al 2%, glicerol al 13% y Tris
62.4 mM a pH 6.8 (O’Rand y cols., 1985) durante 12 h a 4 °C. El extracto fue centrifugado a
4 000 g durante 10 min y las proteinas del sobrenadante fueron resueltas por SDS-PAGE
{Laemmli, 1970). El gel se incub6 en acetato de sodio 4M hasta visualizar la banda
correspondiente a la proteina de 55 kDa que se recorté y se recuperé en un electroelusor
(BIO-RAD Modelo 422). Posteriormente se dializé en una membrana (SPECTRA/POR,
SPECTRUM MEDICAL INDUSTRIES, INC., USA) de tamano de poro 12-14 kDa durante 12 h a
4 °C. Se purifico, removiendo el detergente y las sales remanentes del amortiguador por medio
de filtracion con filtros de corte de tamaiio de poro de 30,000 (MICRON SEPARATIONS INC.,
USA) y centrifugacién con agua desionizada a 1500 g durante 5 min a 4 °C (esta operacién se
repitié6 10 veces). La proteina se concentré a temperatura ambiente por centrifugacién en un
concentrador Eppendorf (BRINKMAN INSTRUMENTS, INC.) y se congel6 en a.h'cuotas de 100
pl con una concentracién de 1 mg/ml a -70 °C hasta su uso. Durante el proceso de

purificacién , se separaron también con los filtros a las proteinas con peso molecular menor a
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30 kDa del extracto de espermatozoides que se emplearon como controles negativos de

bloqueo directo e indirecto (ver resultados).

Capacitacion de los espermatozoides.

Se colocaron 0.9 ml de medio de capacitacién TALP-Hepes (ver anexos) en cada uno
de los pozos de una caja de plastico Nunc (NUNCLON, DENMARK) de 4 pozos y se incubaron
a 39 °C. Se colocé 1 ml de la muestra de semen en un tubo de centrifuga, agregando 2 ml de
medio TALP-Hepes previamente calentado a 39 °C, se resuspendié suavemente con pipeta
Pasteur y se centrifugé a 320 g durante 5 min. Se retir6 el sobrenadante conteniendo el
plasma seminal. Se llevé el paquete celular a 1 ml con medio TALP-Hepes, se resuspendié y
se tomé una allcuota de esta suspensién para obtener aproximadamente 15 x 106
espermatozoides y llevar a 1 mi cada pozo con medio TALP-Hepes e incubar a 39 °C durante

4 h para su capacitacién (Bonilla y cols., 1994).

Evaluacion de la capacitacién espermética con la tincion doble (Hoechst-Lectina fluorescente).

Dado que la capacitacion se define como el proceso mediante el cual los
espermatozoides de los mamfiferos se preparan para llevar a cabo la reaccién acrosomal y
fertilizar al ovocito (Yanagimachi, 1994}, una manera de evaluarla es determinar cuéntos
espermatozoides pueden realizar la reaccién acrosomal después de un periodo de

capacitacion.

La evaluacién de la capacitacién se realizé segin Berger {1990), a! inicio y al final del
periodo de capacitacién de la siguiente manera: Se agregaron 20 ul de una solucién de
progesterona (SIGMA) (500 pg/ml) a un pozo con aproximadamente 15x10° espermatozoides
/ml de TALP-Hepes para tener una concentracién final en el pozo de 10 ug/mi, y se incubé a
39 °C durante 15 min (el uso de la progesterona como inductor de la reaccién acrosomal en
espermatozoides de cerdo fue previamente estudiada en nuestro laboratorio). Se agregaron 10
ul de una solucién de Hoechst 33258 (SIGMA) (100 pg/ml) preparada el dia de uso, para tener

una concentracién final de 1 ug /ml de solucién de espermatozoides y se incubé 8 min a
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39°C. Se centrifugaron 100 pl de la solucién de espermatozoides a 650 g durante 10 min en
polivinilpirrolidona-40 (PVP-40) al 2 % en PBS. Se corté el tubo por encima del paquete
celular, para asegurar la eliminacién de Hoechst, y eliminar también la solucién de PVP-40
remanente. Los espermatozoides se fijaron con 50 ul de etanol frio, se resuspendieron
suavemente y se dejaron reposar 5 min. Se hicierbn preparaciones en portaobjetos que se
dejaron secar al aire y en obscuridad. Se colocaron 20 ul lectina (200 pg/ml en PBS), que se
preparé el dia de uso. Se colocé un cubreobjetos y se incub6 a 39°C durante 8 min en
atmésfera himeda y en obscuridad. Se removi6 el cubreobjetos y el exceso de lectina lavando
con agua destilada. Se dejaron secar las preparaciones a 39 °C en la obscuridad. Se colocaron
de 5-10 pl de glicerol al 90% sobre los portaobjetos, se colocé un cubreobjetos y se evalu6 la
integridad de la membrana y el estado del acrosoma en un microscopio de epifluorescencia
(ZEISS) a 1000 aumentos. Se evalué la integridad de la membrana de los espermatozoides en
un campo, irradiando con ultravioleta (360 nm) y a continuacién el estado del acrosoma de
los espermatozoides vivos del mismo campo iluminando con ultravioleta (495 nm). Se

analizaron 200 espermatozoides por preparacién.

Obtencién y maduracion de ovocitos

Las muéstras de ovarios se obtuvieron del rastro porcino ABC de los Reyes la Paz, Edo.
de México y se transportaron al laboratorio en solucién salina estéril {NaCl Q.157M)} (ver
anexos) a 39 °C, de donde fueron obtenidos los ovocitos para su maduracién {Betancourt y
cols., 1993) de la siguiente manera: Se lavaron 3 veces los ovarios con solucién salina estéril
a 39 °C. Se puncionaron los foliculos de 3 a 5 mm de didmetro con una jeringa estéril con
aguja calibre 21x32 {(BECTON DICKINSON, MEXICO). Se deposité el liquido folicular en tubos
de centrffuga de policarbonato estériles. Se dejé6 sedimentar al menos 15 min. Se tomé el
paquete celular con una pipeta Pasteur y se deposité en una caja de Petri para seleccionar a
los ovocitos bajo el microscopio de diseccion. Se recuperaron los ovocitos que mostraron una
capa de células foliculares compacta, empleando una pipeta Pasteﬁr alargada, con un
didmetro ligeramente superior al del ovocito. Se pasaron los ovocitos seleccionados a una
gota de 60 pl de medio de maduracién. Se lavaron dos veces mas pasando sucesivamente los
ovocitos a dos gotas de medio de maduracién, para retirar los restos celulares. Se sembraron

de 15 a 20 ovocitos por microgota (60 pl) de medio de maduracién suplementado incluida en
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aceite de parafina. Se incubaron durante 48 h. Para la descripcion del aceite de parafina, el

medio de maduracién y su suplemento se recomienda ver los anexos.

Lavado de ovocitos e incubacién con la proteina espermdtica de 55 kDa.

Después del periodo de maduracion, las células del cimulo fueron removidas de los
ovocitos, para fertilizarlos de acuerdo a Betancourt y cols. (1993): Después de 48 h de
incubacién, se transfirieron los ovocitos a una microgota de medio de maduracién
suplementado y fresco en una caja de Petri estéril. Se lavaron los ovocitos transfiriéndolos a
otra gota de medio de maduracién empleando una pipeta Pasteur alargada para retirar las
células del cimulo. Después de retirar completamente las células foliculares, los ovocitos se
transfirieron a una microgota (60 pl) de medio de fertilizacién, incluida en aceite de parafina

{ver anexos) y se le adicioné la proteina espermaética de 55 kDa durante 1h.

Tincién de ovocitos para la evaluacién de maduracién.

Se recupéraron los ovocitos con pipeta Pasteur alargada de la manera indicada
anteriormente. Se colocaron los ovocitos en 1 ml de fijador de Carnoy (metanol-a4cido acético
en proporcién 3:1) recién preparado. Se dejaron en la solucién fijadora al menos 40 minutos.
Se recuperaron los ovocitos y se colocaron en un portacbjetos. Se agregé una gota de orceina
acética al 2%, y se dejaron tefir durante 5 minutos. Se colocé un cubreobjetos y se

examinaron bajo el microscopio para evaluar la maduracién con los siguientes criterios:

a) Los ovocitos inmaduros se reconocieron por la presencia de la vesicula germinal;

. b) Los ovocitos madurados se reconocieron por la presencia de cromosomas.

Ensayo de bloqueo directo a la unidn entre espermatozoides y ovocitos-55 kDa.

Cuando la muestra de semen se encontraba en buenas condiciones de capacitacién
(capaces de llevar a cabo la reaccién acrosomal), ademas de presentar buena movilidad

después de la capacitacién, se realiz6 la incubacion agregando 1x10% espermatozoides en la
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gota de medio de fertilizacién que contenia a los ovocitos libres de células foliculares y a los
cuales se les habia adicionado, una hora después del término de la maduracién, la proteina de
55 kDa a concentraciones de 15, 30, 40, 50 y 100 ug/ml por separado. Se lavaron los
ovocitos 3 veces con medio de fertilizacién y se observaron en un microscopio de contraste
de fases para contar los espermatozoides unidos al ovocito. Solamente se contaron los
espermatozoides unidos a la ZP en el ecuador del ovocito. Como control, se realiz6 este
mismo ensayo sin la adicién de la proteina de 55 kDa o con la adicién de las mismas
cantidades de otras proteinas del espermatozoide que no presentaron afinidad por Ié ZP en

Western-blot ( proteinas con peso molecular de 30 kDa o menos ). Esta prueba se hizo en

ciego.

Produccion de anticuerpos anti-55 kDa.
Preparacion y aplicacién del antigeno.

Se preparé la solucién de antigeno con 120 ug de proteina espermética de 55 kDa en
375 ul de PBS a la cual se agregé un volumen igual de adyuvante completo de Freund (375 pl)
(SIGMA). Se mezcl6 la suspensién y se inyectd un volumen de 250 pl intraperitonealmente a
cada uno de tres ratones de aproximadamente 5 semanas de nacidos. Transcurridos 30 dias,
se inyecté nuevamente a cada ratén una cantidad igual de proteina espermética sin adyuvante
{40 pg/125 ).

Obtencion y titulacién del anticuerpo

Transcurridos 3 dias de la hiperinmunizacién, se sacrificaron los ratones y se recogi6 la
sangre de la vena femoral en un tubo Eppendorff. El tubo se dej6 tapado en refrigeracién 12 h.
Trancurrido este tiempo se desprendié el coagulo de las paredes del tubo con la ayuda de un
palillo de madera y se centrifugé a 4 500 g durante 5 min. El sobrenadante obtenido
(antisuero) se guard6 en, alicuotas a -70 °C hasta su uso. El antisuero se titulé por duplicado
haciendo las diluciones 1:100, 1:300, 1:900, 1:2700, 1:8100, 1:24300, 1:72900 vy

1:218700 en una placa de 96 pozos donde también se incluyd el suero preinmune de un ratén
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control de la siguiente manera: La placa de 96 pozos se lavé con alcohol y después de secarla
se colocé en cada pozo una cantidad de 50 ng de antigeno (proteina de 55 kDa)/50 ul de
agua desionizada y se incubé toda la noche o hasta que se secara por completo la solucién.
Se reconstituyé el antigeno con 100 pl de solucién bloqueadora (solucién al 0.1% de leche en
polvo en PBS) durante 1h y se secé nuevamente. Se agregé el anticuerpo anti-55 kDa en las
diluciones mencionadas durante 1h. Se lavaron todos los pozos 10 veces con una solucién de
PBS-Tween 20 al 0.05% y se secaron los pozos. Se agregaron a cada pozo 50 pul de Anti-igG
conjugada con peroxidasa (SIGMA) diluida 1:20 con PBS y se incub6 la placa durante 40 min.
Se lavaron nuevamente 10 veces con PBS-Tween. Se agregaron 100 pl de solucién de
sustrato (ABTS-H,0;) (ver anexos) a cada pozo y se incubaron 30 min a temperatura
ambiente. Se leydé en un lector de ELISA (TITERTEK MULTISKAN)} a 405 nm. Tanto el
protocolo de preparacién y aplicacién de antigeno como el de obtencién y titulacién del
anticuerpo se llevaron a cabo para las proteinas de espermatozoides con peso molecular de 30

kDa o menos.

Ensayo de blogqueo indirecto a la unién entre espermatozoides-anti-55 kDa y ovocitos.

Cuando la muestra de semen se encontraba en buenas condiciones de capacitacién
(capaces de llevar a cabo la reaccién acrosomal), ademas de presentar buena movilidad
después de la capacitacién, se realizé la incubacién de 15 x 106 espermatozoides en
presencia del anticuerpo anti-55 kDa a diluciones de 1:100, 1:50 y 1:20 una hora antes de
completarse el perfodo de 4 h de capacitacién. Transcurrido este tiempo, 1 x 10°
espermatozoides de cada dilucién fueron lavados y adicionados a diferentes pozos con
ovocitos maduros y previamente colocados en medio de fertilizacién. Transcurrida una hora,
se lavaron 3 veces a los ovocitos y se observaron en un microscopio de contraste de fases
para contar los espermatozoides unidos a ellos. Solamente se contaron los espermatozoides
unidos a la ZP en el ecuador del ovocito. Como cantrol, se realizaron estos mismos ensayos;
uno positivo, sin la adicién del anticuerpo anti-55 kDa a los espermatozoides y otro con la
adicién de anticuerpos contra otras proteinas del espermatozoide que no presentaron afinidad

por la ZP en Western-blot (protefinas con peso molecular de 30 kDa o menos). Esta evaluacién

se hizo en ciego. -
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Localizacién de la proteina de 55 kDa en el espermatozoide

. 6
Una vez que se obtuvo y se titul6 el anticuerpo, se incubaron cuatro pozos con 15x10

espermatozoides cada uno, bajo las condiciones que se detallan en la Figura 1.

FIGURA 1. CONDICIONES DE INMUNOLOCALIZACION DE LA PROTEINA

ESPERMATICA DE 55 kDa.

]

Pozo 1:

Sin induccion de RA*

Espermatozoides Capacitados

e

Pozo 2:

Espermatozoides con RA
Inductor: Zona Peltcida

Espermatozoides con RA
Inductor: Progesterona
Anti- Zona Pelucida
Anti-lgG-FITC

{control)

Anti- 55 kDa Anti-55 kDa
Anti-IgG-FITC** Anti-lgG-FITC
Pozo 3: Pozo 4:

Espermatozoides con RA
Inductor: Progesterona
Anti- Zona Peltcida
Anti-igG-FITC

{control)

Aquellos pozos en los que se adicioné el antisuero anti-55 kDa, se emplearon
diluciones de 1:100, 1:50 y 1:20 durante 12 h; se lavaron y se incubaron en
presencia de un segundo anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado con fluoresceina
durante 4 h, determinando asf la localizacién en un microscopio de epifluorescencia.
Como experimentos controles se realizaron ensayos de la misma manera; uno,
empleando anticuerpos contra ZP, y otro, en ausencia del primer anticuerpo.

*Reaccién Acrosomal. * *Isotiocianato de fluoresceina.

ANALISIS ESTADISTICO

Para encontrar la relacién entre concentracién de proteina de 55 kDa y el bloqueo de la

unién entre gametos, se realizé un anélisis de covarianza como prueba de correlacién simple

(modelo no rectilineo) y un an4lisis de regresion logaritmica.
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RESULTADOS

Obtencion de la proteina de 55 kDa.

La proteina de 55 kDa de espermatozoides de cerdo fue obtenida por el método
empleado por Zayas y cols. {(1995) (Figura 2). La cuantificacién de la proteina se llevé a cabo
por el método de Lowry y cols. (1951) usando albimina sérica bovina (BSA) (SIGMA) como

referencia; obteniéndose 6-8 mg de proteina de 55 kDa / litro de semen procesado.

Capacitacion y evaluacién de la reaccién acrosomal

Dado que el plasma seminal evita que los espermatozoides se capaciten y puedan
llevar a cabo la reaccién acrosomal (Bonilla y cols., 1996), éste se separ6 por centrifugacién
con el procedimiento descrito por Bonilla y cols. (1994). Para asegurar que los
espermatozoides estuvieran capacitados, se determiné el porcentaje de reaccién acrosomal
con el uso de la tincién doble {(Hoechst-Lectina), usando como inductor progesterona
hidrosoluble a una concentracién final de 10 pg/ml {Figura. 3). Los resultados de cada ensayo
de capacitacién y reaccién acrosomal de los espermatozoides utilizadas en este trabajo se

resumen en el Cuadro 2.
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FIGURA 2. AISLAMIENTO DE LA PROTEINA ESPERMATICA DE 55 kDa.

La figura muestra una electroforesis en la que se ha resuelto la proteina espermética de 55 kDa
aislada (carriles 2 y 3), y purificada (carril 4) comparada con estdndares de peso molecular conocido
(carril 1).
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FIGURA 3. CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL EN ESPERMATOZOIDES PORCINOS

La Figura muestra los patrones de fluorescencia en espermatozoides capacitados (A y A’) y
en espermatozoides que ademés de capacitados, tienen su acrosoma reaccionado por induccién
con progesterona (B y B’). Nétese la fluorescencia homogénea en la cabeza de los
espermatozoides capacitados, mientras que en los recuadros inferiores, esta fluorescencia se
pierde cuando las células han atravesado por la reaccién acrosomal como producto de una buena
capacitacion.
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Cuadro 2. CONDICIONES DE LOS ESPERMATOZOIDES
ANTES Y DESPUES DE LA CAPACITACION

Raza York
Viabilidad al llegar al laboratorio y

después de 4h de capacitacion. 98 %
(Integridad de la membrana)

Movilidad 85-90 %

Concentracion (por ml de semen) 400-600 x 10°

RA Esponténea al llegar al laboratorio 2-4-%
RA Espontdnea después de 4 h de 2-5 %
capacitacién

RA Inducida después de 4 h de 30-35 %

capacitacién

La movilidad se evalué bajo el microscopio tomando en cuenta que la muestra de semen
era recién eyaculada y obtenida del semental 2 veces por semana como méximo. La
concentracion se calculé en una cdmara Neubauer (BRAND, GERMANY). Ei porcentaje de
reaccion acrosomal se evalué antes y después del periodo de capacitacién (RA Espontdnea)
en todas las muestras utilizadas durante el presente trabajo. Una vez que se indujo la RA
con progesterona, el porcentaje de espematozoides reaccionados incrementé notablemente
lo cual indica que los espermatozoides se capacitaron adecuadamente bajo las condiciones
previamente descritas. Se contaron 200 espermatozoides por preparacién y se
consideraron con RA inducida aquellos espermatozoides que presentaban su acrosoma
escasamente fluorescente ademas de no tefiirse con Hoechst 33258.

Maduracién de ovocitos

Para cada experimento de bloqueo directo e indirecto se prepard un pozo adicional con
20 ovocitos para el control de la maduracién. En todos los experimentos se obtuvo una
maduracién de ovocitos del 80% o méas. La maduracién se determiné por la presencia de

cromosomas (Fig. 4).

Bloqueo directo de la unién espermatozoide y ovocito por la adicién de la proteina de 55 kDa.

Sélo las concentraciones de 50 y 100 ug de la proteina purificada bloquearon en un
100 % la unién ovocito-espermatozoide cuando se adicioné una hora antes de la inseminacién
{Cuadro 3). Como control positivo se usé un pozo sin proteina espermatica de 55 kDa y como

control negativo un pozo donde se adicionaron proteinas de espermatozoides con
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FIGURA 4. MADURACION DE OVOCITOS

La Figura muestra los cromosomas de un ovocito como producto de una buena
maduracién in vitro. El otro grupo de cromosomas corresponde al prontcleo masculino.

2R2BYY
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PM < 30 kDa, en cuyos casos no se bloqueé la unién. En un pozo més, se adiciond Unicamente
el amortiguador de elucién bajo el tratamiento de purificacién que se dié a las proteinas. Para
el caso de los controles la mayor cantidad de espermatozoides que se podia contar fue de

aproximadamente 40, por lo que en esos casos se indica como >40.

Cuadro 3. BLOQUEO DE LA UNION OVOCITO-ESPERMATOZOIDE /N VITRO POR ACCION
DE LA PROTEINA ESPERMATICA DE 55 kDa.

Proteina de 55 kDa Proteina de <30 kDa
Control (50 pg) {100 pg) (50 pg) (100 pg)  Con amortiguador

de elusién
Experimento 1 38 0 0o >40 >40 >40
n=12
Experimento 2 >40 1 0 >40 >40 >40
n=13
Experimento 3 >40 0 0 >40 >40 >40
n=15

Los datos muestran que a una concentracién final de 50 y 100 ug de la protefna espermética de 55 kDa, no ocurre
la unién de espermatozoides a la ZP de ovocitos madurados, en tanto que otro tipo de protefnas propias de!
espermatozoide, asi como el amortiguador de elucién, no logran bloquear la unén. Los nimeros indican la cantidad
de espermatozoides unidos por ovocito. n=ndmero de ovocitos por dosis/por experimento.

Para determinar si habia una relacién entre la concentracién de la proteina y el bloqueo
de la unién, se realizé una serie de experimentos con tres concentraciones menores a 50 pg
(Cuadro 4). La Figura 5 muestra que cuando se trabajé una concentracién de 40 pg/ml de
medio de maduracién, se empiezan a observar algunos espermatozoides unidos por ovocito.
Cuando la concentracién de proteina fue de 30 pg/ml de medio de maduracién, el nimero de
espermatozoides unidos incrementé ligeramente con respecto a la concentracién anterior.
Finalmente, cuando se trabajé con una concentracién de 15 pg/mi de medio de maduracién, el
nimero de espermatozoides unidos incrementé ain mas, sin llegar a la cantidad observada en
los controles. La Figura 6 muestra de una manera gréfica el comportamiento de saturacién de

los sitios de “afinidad” en la ZP para la proteina de 55 kDa en el espermatozoide. El analisis de
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covarianza mostré que existe correlacion significativa con una p<0.05 entre los mg de

proteina de 55 kDa empleados y el nimero de espermatozoides unidos por ovocito. El anélisis

de regresién mostré una r=-0.95.

Cuadro 4. RELACION ENTRE CONCENTRACION DE PROTEINA
DE 55 kDa Y BLOQUEO DE LA UNION.

Proteina de 55 kDa
(50 pg) (40 pug) (30 ug) (15 pg) Control

Experimento 1 0 8* 12* 16* >40
n=13

Experimento 2 0 9* 10* 19* >40
n=15

Experimento 3 0 5* 10* 18* >40
n=15

Los datos muestran que conforme aumenta la concentracién final de la protefna
espermiética de 55 kDa disminuye la cantidad de espermatozoides unidos a la ZP, lo cual
indica una posible saturacidn de los sitios receptores para la protefna espermética en la ZP
de ovocitos madurados. n=nGmero de ovocitos por concentracién / por experimento.
*mediana del nimero de espermatozoides unidos por ovocito.
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FIGURA 6. BLOQUEO DE LA UNION OVOCITO-ESPERMATOZOIDE /N VITRO POR LA
PROTEINA ESPERMATICA DE 55 kDa A DIFERENTES CONCENTRACIONES.

—@—Experimento 1: n=13
—@—Experimento 2. n=15

—aA——Experimento 3: n=15

Mediana del nimero de espermatozoides
unidos por ovocito

0 15 30 40 50
mg de proteina espermética 55 kDa

La grafica muestra un comportamiento de saturacién de los sitios receptores en la ZP para la protefna de 55 kDa; en
la medida que se incrementa la concentracién de la proteina espermatica, disminuye el nimero de espermatozoides
unidos en cada ovocito. n=nimero de ovocitos por dosis/por experimento. © ) indica discontinuidad en fa escala.
Correlacién significativa, P<0.05 y r=-0.95.

Obtencién y titulacion del anticuerpo anti-55 kDa.

El titulo el anticuerpo (50 % del decaimiento de la afinidad del anticuerpo por el
antigeno) presente en el suero de cada uno de los ratones, se determind por el método de
ELISA a una absorbancia de 405 nm, empleando como antigeno a la proteina espermética de
55 kDa (Figura 7). El titulo para el antisuero de dos ratones fue superior a 1:900, el antisuero

de un tercer ratén presenté un titulo superior a 1:300.
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FIGURA 7. TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-55 kDa.
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La gréfica muestra que los antisueros obtenidos de cada ratén presentaron afinidad por el antigeno (protefna
espermética 55 kDa) por el método de ELISA. La absorbancia del complejo antigeno-anticuerpo para cada uno de
ellos disminuye conforme se diluye la proteina espermatica. Las diluciones fueron: 1:100, 1:300, 1:900, 1:8100,
1:24300, 1:72900, y 1:218700.

Bloqgueo indirecto de la unién espermatozoides-anti-55 kDa y ovocitos.

Para bloquer la unién entre gametos de una manera indirecta, se probaron tres
diluciones del antisuero anti-55 kDa que presenté el mayor titulo: 1:100, 1:400 y 1:800 de
las cuales la primera bloquedé totalmente la unién cuando el antisuero fue incubado en
presencia de los espermatozoides una hora antes de terminar el perfodo de capacitacién
(Cuadro 5). Cuando el antisuero se diluy6 1:400, se observaron algunos espermatozoides

unidos, mientras que fa dilucién 1:800 no bloqueé fa unién.
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Cuadro 5. INHIBICION DE LA UNION OVOCITO-ESPERMATOZOIDE
POR ANTISUERO ANTI-55 kDa.

Con anti-55 kDa
Control (1:100) (1:400) {1:800)

Experimento 1 >40 0 8* >40
n=14

Experimento 2 >40 0 2* >40
n=14

Experimento 3 >40 0] 6* >40
n=15

Los datos muestran que a una dilucién 1:100 del antisuero se logra inhibir la unién
entre gametos probablemente por bloqueo de la proteina in situ por el correspondiente
anticuerpo. n=numero de ovocitos por dosis/por experimento. Los nimeros indican la
cantidad de espermatozoides unidos por ovocito. *mediana del numero de
espermatozoides unidos por ovocito.

En otra serie de experimentos de bloqueo indirecto, se repitié Gnicamente la dilucién

1:100 del antisuero por haber bloqueado totalmente la unién entre gametos, y para ser

comparado con antisuero anti <30 kDa a la misma dilucién, asi como con suero preinmune,

con los que no se observé bloqueo (Cuadro 6).
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Cuadro 6. INHIBICION DE LA UNION OVOCITO-ESPERMATOZOIDE POR ANTISUERO
CONTRA OTRAS PROTEINAS DEL ESPERMATOZOIDE.

Con suero de ratén

Control Con anti-565 kDa Con anti <30 kDa no inmunizado
{sin anticuerpos) {1:100) (1:100) (1:100)

Experimento 1 >40 0] >40 >40
n=15

Experimento 2 >40 0o >40 >40
n=15

Experimento 3 >40 0 >40 >40
n=16

Los datos muestran que cuando se incuban los espermatozoides en presencia de antisuero contra otras protefnas del
espermatozoide diferentes a la de 55 kDa, no se logra inhibir la unién. n=ndmero de ovocitos por pozo/por
experimento. Los nimeros indican la cantidad de espermatozoides unidos por ovocito.

Inmunolocalizacion de la proteina espermética de 55 kDa.

Con los anticuerpos producidos en el laboratorio, se distinguieron dos patrones de
fluorescencia. Los espermatozoides capacitados, mostraron en la mayor parte de la superficie
{cabeza y cola) una ligera fluorescencia homogénea, presentando una mas intensa en el borde
apical de la cabeza, mientras que los que sufrieron reaccién acrosomal por induccién con
progesterona, perdieron esa banda intensamente fluorescente, manteniéndose una débil
fluorescencia distribuida homogéneamente en la superficie de los espermatozoides (Figura 8).
No hubo diferencias en los patrones de fluorescencia para cada una de las diluciones
empleadas. Cuando se incubaron los espermatozoides con antisuero anti-ZP {control), no se
observé fluorescencia en alguna parte de ellos. Los espermatozoide's tratados Unicamente con

el segundo anticuerpo (anti-lgG conjugada con fluoresceina) tampoco mostraron fluorescencia.

Espermatozoides recién eyaculados muestran fluorescencia homogénea en la cabeza,
ligeramente mé&s intensa que en los capacitados. Esta observacién se debe a que
probablemente existe una migracién de las protefnas de unién —difusas en la cabeza del

espermatozoide —a la zona postacrosomal de espermatozoides que han atravesado por el
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FIGURA 8. INMUNOLOCALIZACION DE LA PROTEINA ESPERMATICA DE 55 kDa.

La figura muestra que cuando los espermatozoides son recién eyaculados, el antisuero contra 55
kDa se une de manera homogénea a toda la cabeza y cola del espermatozoide (H), mientras que cuando
son capacitados por un periodo de 4 h, la proteina se localiza en el borde apical de la cabeza (I, J y K)
como un preludio a la unién con el ovocito.
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periodo de capacitacion, lo que explica la presencia de la banda intensamente fluorescente,

que se pierde una vez que se ha inducido la reaccién acrosomal.

DISCUSION

En un trabajo previo se ha mostrado la afinidad bioquimica por Western-blot de una
proteina espermética de cerdo de 55 kDa con la ZP de ovocitos de la misma especie (Zayas y
cols., 1995). No obstante, se ha reportado una gran variedad de proteinas con la misma
caracteristica — el reconocimiento de la ZP — que da inicio al proceso de la fertilizacién.
Aunque el reconocimiento ovocito-espermatozoide es sélo una parte de la fertilizacién, es en
si mismo complejo, un proceso de midltiples pasos (revisado por Ward y Kopf, 1993;
Yanagimachi, 1994). Es posible que la mayoria de estas proteinas participen en la unién del
espermatozoide a la ZP y que ia identificada por nosotros sea también necesaria pero no Unica

para esta interaccién.

Las diferencias descritas para las proteinas de espermatozoides de cerdo pueden ser
causadas por las fuentes y métodos de extracciéon y purificacion. Para el caso de las
espermadhesinas, la mayprl'a se producen por secrecién del epitelio de la vesicula seminal
(Veselsky y cols., 1992), donde la concentracién de diferentes espermadhesinas estd entre
0.6-7.2 mg/ml (Dostalova y cols., 1994). En un trabajo reciente, Capkovd y Péknicova
{1997), usaron plasma seminal como fuente de una espermadhesina de 17 kDa (llamada
ACR.3). El plasma fue adicionado a espermatozoides antes de la coincubacién con ovocitos; la
unién entre gametos disminuyé y los resultados confirmaron observaciones previas de
Peterson y cols. (1984) y de Bonilla y cols. (1996), quienes describieron un efecto inhibitorio
del plasma seminal sobre el reconocimiento ovocito-espermatozoide. En experimentos
posteriores de unién, la proteina ACR.3 purificada fue directamente adicionada a los
espermatozoides, dando como resultado una reduccién de !a unién al ovocito, similar al
observado con plasma seminal. No obstante, se ha descrito que el plasma seminal contiene
mas proteinas del tipo de las adhesinas que se unen al espermatozoide pero que también

muestran afinidad a la ZP, como AQN-1, AQN-2, AQN-3 y las AWN (Calvete y cols., 1995),
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que son adheridos al tercio apical del acrosoma, el lugar donde el espermatozoide porcino
inicia la unién a la ZP del ovocito. Se ha observado que alrededor del 60 % de las
espermadhesinas AQN-1, AQN-2 y AQN-3 integradas al espermatozoide, son liberadas
después de 3 h del proceso de capacitacién in vitro; la cantidad de AWN-1 decrece a los
niveles encontrados sobre la membrana plasmatica de espermatozoides epididimarios y la
poblacién completa de AWN-2 se pierde. Ademés, la microscopia de inmunofluorescencia
revela la presencia de epitopes de AWN-1 y AWN-2 sobre el borde acrosomal de
espermatozoides capacitados, asi como a espermatozoides unidos a ZP. Esta interaccion
puede ser inhibida por preincubacién con proteina AWN purificada (Calvete y cols., 1995). En
general, estos datos indican que las diferentes subpoblaciones de espermadhesinas pueden
jugar diversos papeles, ya sea como factores estabilizantes del acrosoma, como elementos de
capacitacién y/o receptores para la ZP. Sin embargo, como estas espermadhesinas pertenecen
a una familia de proteinas de masa molecular bajo {12-16 kDa), ademds de ser aisladas
fundamentaimente de plasma seminal a diferencia de la proteina espermética de 55 kDa
estudiada por nosotros, por lo que dificilmente existe relacién entre la familia de las

espermadhesinas y la protelna de 55 kDa.

Con excepcioén de las espermadhesinas antes mencionadas, la mayorfa de los estudios
citados en el presente trabajo reportan entre otras, la presencia de proteinas de 52-55 kDa
con actividad receptora para la ZP, que puede corresponder a la APz reportada por Peterson y
cols. (1991) o a la acrosina reportada por Polakoski y Parrish {(1977). Esta dltima, la acrosina,
funciona en la unién del espermatozoide a la ZP y en la penetracién de la misma. Esta es una
glucoproteina de triple dominio que contiene un sitio activo de serina-proteasa, un dominio de
unién hidrofébico y un dominio de unién a carbohidratos {Hedrick y cols., 1989). Tal
estructura puede hacer posible que con los diferentes métodos de extraccién y purificacién se
esté alterando alguno de los dominios, el proteolitico o el hidrofébico, pero sin alterar el de
unién a carbohidratos, por lo que se conserva la estructura necesaria de reconocimiento a la
ZP vy con esto un bloqueo parcial tanto de la unién como de la fertilizacién cuando se adiciona

in vitro.

Con el objeto de entender mejor la funcién de estas proteinas en las etapas iniciales de
la fertilizacién, este trabajo consisti6 en aislar la proteina espermética de 55 kDa identificada
previamente y probar su capacidad competitiva con la misma proteina in situ, determinando el
porcentaje de inhibicion de la unién entre gametos de cerdo.

22877
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Basados en criterios establecidos para el complejo ligando-receptor en otros sistemas y
las observaciones de que los receptores de adhesi6n celular son frecuentemente de baja
afinidad, se esperaria que se cumplieran al menos cinco criterios para una proteina
espermética que se une a la ZP del ovocito: 1) Afinidad demostrable entre la proteina
espermética y su ligando en la ZP, 2) razonable especificidad entre la proteina espermatica y
su ligando, 3) unién saturable, 4) apropiada localizacién sobre la membrana plasmaética en el
momento adecuado y 5) interferencia de la interacci6n entre gametos que deberia reducir el
porcentaje de unién. Si la afinidad bioquimica exhibida durante el Western-blot es
biolégicamente relevante y si la proteina espermética electroeluida mantuvo esta afinidad
bioquimica, entonces la proteina puede unirse a la ZP de ovocitos madurados in vitro (Berger y

cols., 1998).

Todo el proceso de extraccién y purificacién de la proteina espermética de 55 kDa,
particularmente la electroforesis en SDS, la electroelucién y la didlisis, pudieron afectar la
actividad biolégica propuesta, dando como resultado una disminucién o pérdida de su funcién;
sin embargo, algunas proteinas retienen o recuperan su actividad biolégica durante la
transferencia a nitrocelulosa después de la electroforesis (Kuzmenko y cols., 1994; Ocrant y
cols., 1992); por lo que como parte de un seguimiento de recuperacién de proteina y
retencion de la “afinidad” por la ZP, una vez que se aislé y purific6 la mayor cantidad de
proteina espermética de interés, se cuantificé y se evalué por Western-blot su “afinidad” por la
ZP solubilizada. El porcentaje de recuperaciéon de la proteina espermaética después de la
electroforesis y electroelusién fue del 90%; asimismo, la proteina aislada y purificada

conservé su capacidad de unirse a la ZP, evidenciada por Western-blot.

La unién de la proteina electroeluida y purificada bloque6 la unién de epermatozoides
capacitados a sus correspondientes ligandos en la ZP, inhibiendo la interacciéon ovocito-
espermatozoide y con ello probablemente la fertilizacién. La proteina espermética de 55 kDa
exhibié una capacidad de bloqueo de interaccién de gametos homélogos dependiente de la
concentracién, ni las proteinas control ni el amortiguador de electroelucién afectaron la unién

in vitro entre los gametos.

La unién de la proteina espermatica aislada, electroeluida y purificada a la ZP de
ovocitos madurados Jin vitro, indica que esta proteina conservé la afinidad por la ZP"

demostrada previamente por Western-blot (Zayas y cols., 1995), y con ello, mantuvo su
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funcién biolégica de reconocer y unirse a la ZP, ocupando los sitios existentes y evitando que

las correspondientes proteinas de los espermatozoides capacitados se unieran al ovocito.

Esta proteina espermética estd localizada en la cabeza del espermatozoide,
concentréndose principalmente en el borde postacrosomal segin lo revela el uso de
inmunofluorescencia indirecta; por lo que la proteina se encuentra presente en el lugar
apropiado para la interaccién con el ovocito, es decir, en la cabeza del espermatozoide

después de ser capacitado.

Seguramente los experimentos de afinidad de ZP solubilizada con proteinas de
espermatozoides extraldas con detergentes, son diferentes de la interaccion que ocurre in
vivo. Por un lado, las afinidades para la unién pueden ser disminuidas en presencia de los
detergentes usados. Por otro lado, pueden ocurrir posibles modificaciones de la interaccion
espermatozoide-zona peltcida en el momento inicial de la unién (por ejemplo reclutamiento de
las lectinas de superficie) o modificacién de la ZP inducida por el espermatozoide, como ya ha
sido reportado por Hartmann y Hutchison (1980). Sin embargo, la proteina espermatica
‘identificada por nosotros conservé la afinidad por la ZP de ovocitos madurados, mostrada
previamente al transferir proteinas de espermatozoides a papeles de nitrocelulosa. Asi,
nuestros experimentos aportan bases para la identificacion de proteinas presentes en la
superficie de los espermatozoides que podrian ser las que muestran una fuerte capacidad de

union a la ZP in vivo.

Se ha sugerido que la proacrosina participa en la unién ovocito espermatozoide en el
cerdo (Topfer-Petersen y Henschen, 1988), pero no ha sido posible mostrar que la proacrosina
este involucrada en la adhesién ovocito-espermatozoide por espermatozoides ya sea recién
eyaculados y/o capacitados. Ovocitos incubados con altas concentraciones de proacrosina o
suspensiones de ovocitos-espermatozoides en incubacién con altas concentraciones de
condroitin sulfato {que se une a la proacrosina), no tiene efecto sobre la unién del
espermatozoide al ovocito (Patel y Urch, 1989). Algunos de estos experimentos fueron
descritos en un trabajo de Peterson y Hunt (1989). Ademds, anticuerpos monoclonales
antiproacrosina marcaron la superficie de espermatozoides recién eyaculados en
observaciones hechas con microscopia de fluorescencia; sin embargo, cuando se usaron
anticuerpos antiproacrosina/oro coloidal y microscopfa electrénica, el contenido del acrosoma

fue intensamente marcado, en cambio se observé una fluorescencia muy débil sobre la
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membrana plasmaética. Esta observacion y los resultados de experimentos con ligandos
competitivos sugieren que ningin tipo de proacrosina que pudiera estar presente sobre la
superficie del espermatozoide es suficiente para participar en la unién de espermatozoides

recién eyaculados a la ZP de ovocitos.

En otros trabajos con espermatozoides no capacitados; anticuerpos producidos contra
APz separada por PAGE, localizaron a la proteina sobre la membrana plasmética de la cabeza
del espermatozoide y de manera menos marcada en el flagelo (Peterson y cols., 1991). Esta
observacion es consistente con las observaciones hechas por nosotros, en las que se observa
una fluorescencia homogénea en toda la cabeza del espermatozoide y que después de 4 h de
capacitacién tal fluorescencia se intensifica particularmente en el borde apical de la cabeza.
Se ha postulado, sobre una base de anélisis estructural de membranas de la cabeza de
espermatozoides de cerdo, que la reaccién acrosomal es iniciada precisamente en el borde
apical de la cabeza (Peterson y cols., 1987}, de modo que cuando los espermatozoides han
pasado por el proceso de reaccién acrosomal, la proteina aqui estudiada ya no se encuentra
en el borde apical, aunque se mantiene una débil fluorescencia en el resto de la cabeza del
espermatozoide. El hecho de que la proteina esté mas concentrada en el borde apical, asf
como su localizacién afectada por la capacitacién o por la unién a la ZP de ovocitos
madurados, requiere de estudios posteriores. Adicionalmente, es prioritario describir la
secuencia primaria de nuestra proteina para saber si se trata de la acrosina o de la APz,

ademads de precisar su localizacién por microscopfa electrénica.

CONCLUSIONES

La proteina espermética porcina de 55 kDa aislada y purificada por nosotros conservé

la “afinidad” bioquimica por la ZP de ovocitos madurados in vitro.

La “afinidad” de la proteina esperméatica por la ZP de ovocitos demostrada en este

trabajo pone de manifiesto su relevancia biolégica de esta proteina en la unidn ovocito-

espermatozoide.
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Existe especificidad entre la proteina espermatica y su ligando en la ZP de ovocitos
madurados in vitro, al no presentarse bloqueo de la unién entre gametos por alguna otra

proteina del espermatozoide.

El reconocimiento entre la proteina espermatica de 55 kDa y su ligando en la ZP es
saturable, lo que permite ubicar a esta proteina como un buen candidato a receptor en el

espermatozoide para la ZP.

La localizacién de la proteina en el borde apical de la cabeza del espermatozoide, asi
como el momento en la que ésta se observa (después de la capacitacién), parece adecuada

para el reconocimiento en el proceso de la fertlizacién.
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ANEXOS

Solucién TALP-Hepes
{Betancourt y cols., 1993)

Usada para el lavado, dilucién y capacitacién de espermatozoides.

Componente PM mg/100 mi mM final |

KCl 74.55 23 3.1

NaCl 58.44 584 100

NaH7PO4-H20 137.99 4 0.29
HEPES 238.30 238 10
NaHCO3 84.01 210 25

Lactato de sodio 60% 0.308 ml 21.6

Rojo Fenol e 1

CaCly-2H50 147.02 31 2.10
MgCly-6H50 203.30 30 1.5

Aforar a 100 ml con agua destilada y desionizada.

Observaciones:

. Adicionar CaCly-H20 y MgCly-6H50 al final.

. Ajustar pH a 7.4 con NaOH o HCI.

. Ajustar osmolaridad a 290 - 300 mOsm/kg con NaCl.

—

. Esterilizar por filtracién, con filtro de 0.22 mm.

o D WN

. Suplementar el dia de uso:

Piruvato de sodio 1 mM (40 pl del stock/ml de sol.)
BSA (fraccién V) 6 mg/ml

Gentamicina 10mg/mi {1 ! del stock/m! de sol.)

(o}

. Esterilizar por filtracién.

Nota: Es suficiente preparar 2 ml/ de medio suplementado por experimento.




Solucién TALP
{Betancourt y cols., 1993)

Usado para fertilizacién

Componente PM
KCI 74.55
NaCl 58.44
NaH9PO4-'H20 137.99
NaHCO3 84.01
Lactato de sodio 60%
Rojo Fenol = -
CaCly-2H-0 147.02
MgCly-6H20 203.30

Aforar a 50 ml con agua destilada y desionizada.

Observaciones:

1. Adicionar CaCiz-H20 y MgCl2:6H70 al final.

2. Ajustar pH a 7.4 con NaOH o HCI.

mg/50 ml
12.8
333
2.8

105.2

0.071 mi
0.5
15

5

3. Ajustar osmolaridad a 280 - 300 mOsm/kg con NaCl.

4. Esterilizar por filtracion con filtro de 0.22 mm.

5. Suplementar el dia de uso con:

Piruvato de sodio 0.25 mM (10 pl del stock/ml)

BSA (libre de 4c. grasos) 6 mg/ml

Gentamicina 10 mg/ml (1 pl del stock/ml)

6. Esterilizar por filtracién.

Nota: Es suficiente con 2 ml por experimento.

mM final
3.2
114




Medio de maduracién.

(Betancourt y cols., 1993)

Componente mi/100 ml
Medio 199 90
Suero fetal de ternera (FCS) inactivado
| ab6°C, 1/2h 10

Observaciones:

1. Ajustar pH a 7.4 con NaOH o HCI.

2. Ajustar la osmolaridad a 280 - 290 mOsm/kg con NaCl.
3. Esterilizar por filtracién con filtro de 0.22 mm.

4. Suplementar el dia de uso con:

Glucosa 1 mg/ml

Piruvato de Sodio  0.25 mM (10 pl del stock/ml)

LH 0.023 unidades
FSH 0.02 unidades
Gentamicina 50 mg/ml (1ul del stock/ml)

5. Esterilizar por filtracién con filtro de 0.22 mm y adicionar:

Estradiol 1 mg/ml (1ul del stock/mil)

Nota: Es suficiente preparar 2 mi por experimento.
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Soluciones

Solucién salina:
NaCl al 0.157 M en agua desionizada (9 g en 1000 ml de agua desionizada).

Estradiol:

17BOH-estradiol 1 mg/ml en etanol. Almacenar en congelacion.

Piruvato de sodio 256 mM:

27.5 mg/10 ml de solucién salina.

Gentamicina:

10 mg/ml en solucién salina. Almacenar en refrigeracién.

Fijador de Carnoy:
Metanol - 4cido acético en proporcioén 3:1. Preparar el dia de uso.

Orcefna acética:
Disolver 1g de orcefna en 55 mi de 4cido acético glacial. Calentar a ebullicién durante

7 - 10 min. Dejar enfriar y afiadir 55 ml de agua destilada. Filtrar antes de usar.

LH v FSH:
Se puede emplear Pergona/g (SERONO, MEXICO) (contiene LH y FSH para uso humano

de 70 Ul/ml).
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Preparacion de aceite de parafina para FIV
1. Se depositan 300 ml de aceite de parafina (SIGMA) en un embudo de separacién estéril.
2. Se agregan 300 ml de agua desionizada estéril.

3. Se agita suavemente para mezclar las dos fases, y se cubre con papel aluminio. Se deja

reposar toda la noche.
4. Se extrae la fase acuosa por completo. Esta es la primera extraccién.

5. Se aflade 300 ml de agua desionizada estéril y se repiten los pasos 3 y 4. Esta es la

segunda extraccioén.

6. Se retira la fase acuosa y se afiade una cantidad igual de solucién salina estéril. Se repiten

los pasos 3 y 4. Esta es la tercera extraccion.
7. Se retira por completo la solucién salina y se transfiere a frascos dmbar estériles.

8. Se agrega un volumen igual de solucién salina estéril y se deja equilibrar a temperatura

ambiente por lo menos por 24 horas antes de usarse.

Nota: Es importante almacenar el aceite con la solucién salina en frascos é&mbar y cubiertos

con papel aluminio para evitar las reacciones de auto-oxidacién del aceite.
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Solucién de Sustrato para prueba enzimatica de ELISA

Preparar inmediatamente antes de su uso:
(a) Acido citrico 0.06 My pH 4 (0.2626 g en 25 mi de H,0)
{b) ABTS 40 mM (caduca 1 afio en frasco dmbar y en refrigeracién)

{c) H,0, 0.06 M (52 ml de solucién al 30% llevados a 1 litro; caduca en 6 meses en

refrigeracion)

Mezclar:

25 ml de {a) + 150 plde(b) + 125 pulde(c) (solucién de sustrato)

222877
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