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RESUMEN

Aunque generalmente se ha aceptado que ZP3 (componente 3 de la zona
pelucida) es la principal proteina del ovocito que es la responsable de la unidn
primaria entre el ovocito y el espermatozoide en la mayoria de las especies, la
identificacion del receptor complementario sobre la superficie de los espermatozoides
se ha mantenido controvertido. Actualmente se ha propuesto el concepto de
multiples proteinas espermaticas que actuan en coordinacion para facilitar los
complejos eventos que ocurren durante el reconocimiento entre gametos de
mamiferos. La cantidad de proteinas y jerarquia con la que éstas coordinan el
fendbmeno de reconocimiento especie-especifico es actualmente poco claro. En esta
tesis, se muestra la purificacion de dos proteinas espermaticas porcinas con afinidad
a ZP por medio de cromatografia de afinidad —la acrosina y la lactadherina— de las
cuales se analiza la estructura secundaria obtenida por dicroismo circular (DC), asi
como la cinética de migracion determinada por microscopia electronica, antes vy
después de la capacitacién espermatica. El analisis de los espectros de DC de
ambas proteinas muestran que el patron de plegamiento que sigue la lactadherina es
del tipo a+3, mientras que la acrosina muestra el tipo a. Esto demuestra que se trata
de dos proteinas de adhesion diferentes en su estructura secundaria. El analisis de la
localizacién antes y después de la capacitacion, pudo ser determinado solamente
para la acrosina, de la cual se confirmd que esta ubicada en el interior del acrosoma
al observar marcaje solamente cuando algunas membranas se mostraban dafiadas

después de 4 h de capacitacion. Puesto que la lactadherina es una



proteina novedosa de adhesion en el espermatozoide porcino y dado que su
concentracion es minoritaria, en esta tesis se demostré que puede ser sustituida por
aquella obtenida abundantemente en la leche de la misma especie o bien, por la
lactadherina de leche bovina, con quienes se compard la secuencia completa de
aminoacidos. Los resultados de esta ultima parte del trabajo demuestran que las
lactadherinas porcina y bovina encontradas abundantemente en la fraccion grasa de
la leche puede ser usada como analogo disponible de la lactadherina de origen
espermatico ya que: (1) mostré afinidad por la ZP porcina, (2) su secuencia de
aminoacidos tienen un alto porcentaje de identidad con aquella presente en los
espermatozoides y (3) el analisis de sus espectros presentan el mismo patrén de
plegamiento (tipo a+B). Debido a estas caracteristicas y por razones de cantidad y
disponibilidad, la lactadherina de leche bovina puede ser la proteina de eleccion para

estudiar el reconocimiento entre gametos porcinos.



ABSTRACT

Although generally has been accepted that ZP3 (component 3 from zona
pellucida) is the main responsible sperm-oocyte binding protein present in the most of
species, identification of complementary receptor on surface from sperm, it has been
debatable. Currently, it has been proposed the concept of multiple sperm proteins
that act in coordinated manner to facilitate the complex events that occur during
recognition between mammal gamets. The quantity of protein and hierarchy which
they coordinate the species-specific recognition fenomenon is currently few clear. In
present thesis, it is shown the purification from two pig sperm proteins with affinity of
ZP by means of affinity chromatography — acrosina and lactadherin—from which it is
analized the secondary structure obtaines from circular dichroism (CD), as well as the
kinetic of migration by electronic microscopy, before and after sperm capacitation.
Analysis of CD spectra from both proteins show that folding pattern is type a+ for
lactadherin, while acrosin show a pattern type a. This shows that is a matter of two
different identifying adhesion proteins as for its secondary structure. Analysis of
localization before and after capacitation, it could be determined only for acrosin, of
which was confirmed that is located inside the acrosome to observe marking only
when some membranes they were shown damaged after 4 h capacitation.
Lactadherin —a novel adhesion protein from pig sperm— being a minority protein,
can be replaced for that one obtained abundantly from milk of same species as well

as from bovine milk lactadherin, with which ones, the primary structure it



was compared. The results of this last part of research showing that the pig and
bovine lactadherins, abundantly found in the milk fat fraction can be used as suitable
analogs of sperm origin lactadherin for the following reasons: (1) The affinity for the
ZP, (2) the fact that the primary sequence of both milk lactadherins is highly
homologous as well as being homologous with the spermatic lactadherin and (3) the
secondary structures for both milk lactadherins present the same folding pattern (type
a+B). Due to this evidence and to quantity and availability reasons, the bovine
lactadherin may be the selected protein for future studies as a recognition molecule

between porcine gametes.
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AMPc

APz

cDNA

ERG

EGF

Fab

Factor von

Willebrand

Gal

Glosario

Adenosinmonofosfato ciclico

Iniciales de una proteina de adhesion a zona pelucida
identificada por Peterson y Hunt en 1989 (Adhesion Protein

zona)

Acido desoxirribonucleico producto de RT-PCR

Endo-B-galactosidasa

Factor de crecimiento epidérmico

Fragmento del anticuerpo que reconoce especificamente al

antigeno.

Proteina promotora de la coagulacion de la sangre que actua
como pegamento para ayudar a las plaquetas presentes en la
sangre a mantenerse unidas y sellar endotelios vasculares

afectados por una herida.

o—galactosa
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GalTasa

GIcNAc

Haplotipo

HPLC

Knout-out

B-1,4-galactosiltransferasa

N-acetilglucosamina

Combinacion, en un individuo concreto, de los alelos de varios
genes que estan ligados en una region cromosomica

especifica.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

Técnica de biologia molecular que consiste en la inactivacidon
de las dos copias de un gen en una célula o en un organismo
completo (ratén por ejemplo) y que permite establecer la
funcion de cada uno de los genes en el organismo entero, a
través de los efectos causados por su anulacién, pudiéndose
evaluar fendmenos macroscépicos como la fisiologia, la

morfologia, el desarrollo y el comportamiento
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MAM

MGP

PAS-6/7

RA

rAGS

RNAmM

Uno de los 4 tipos de dominios de la zonadhesina. MAM se
encuentra en la meprina (metaloproteasa localizada en
membrana plasmatica de células de rifion de mamiferos),
antigeno A5 identificado en Xenopus y tirosina fosfatasa p que

actua como receptora.

Proteina de glandula mamaria (Mammary Gland Protein)

Masa molecular relativa

Dos variantes de la lactadherina identificada en leche de
mamiferos y cuya diferencia estriba en el grado de

glicosidacion.

Punto Isoeléctrico.

Reaccion acrosomal

O-acetil gangliésido sintasa de rata

Acido ribonucleico mensajero
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RT-PCR

sp38

SP47

sp56

UDP-Gal

ZP

ZP16 ZPB

ZP2 6 ZPA

Amplificacion de los RNAm mediante la retrotranscriptasa

seguida de la reaccion en cadena de la polimerasa

Proteina espermatica de 38 kDa (sperm protein de 38 kDa)

Nombre que se le dio inicialmente a la proteina espermatica
que compartia semejanzas con la lactadherina de leche de
mamiferos. Proteina espermatica de 47 kDa (47 kDa Sperm

Protein).

Proteina espermatica de 56 kDa (sperm protein de 56 kDa)

Uridildifosfato-Galactosa

Zona Pelucida

Componente glucoproteico de la Zona Pelucida cuya masa

molecular es de 90 kDa sin carbohidratos.

Componente glucoproteico de la Zona Pelucida cuya masa

molecular es de 40 kDa sin carbohidratos.
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ZP3 6 ZPC Componente glucoproteico de la Zona Pelucida cuya masa

molecular es de 37 kDa sin carbohidratos.
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1. INTRODUCCION

1.1. Aspectos Generales de la Fertilizacion en Mamiferos

La fertilizacion esta definida como el proceso de union del ovocito y el
espermatozoide de modo que el numero de cromosomas somaticos es restaurado,
iniciandose de esta manera el desarrollo de un nuevo individuo con las
caracteristicas de la especie que le dio lugar [Wassarman, 1999]. Si la fertilizacién no
se lleva a cabo, ambos gametos degeneran de manera relativamente rapida en el
tracto reproductor femenino, ya que estas dos células son altamente especializadas y

por ello no pueden sobrevivir por si mismas.

En los mamiferos, el proceso de unidn de las células germinales incluye varios pasos
con un orden determinado [Yanagimachi, 1994; Snell y White, 1996]. Este proceso
de reconocimiento comienza en el oviducto con la unién de varios espermatozoides a
la cubierta extracelular (la zona pelucida, ZP) del ovocito liberado por el foliculo, y
termina algunas horas mas tarde con la fusién de las membranas plasmaticas del
ovocito y del espermatozoide para formar una sola célula “activada”, el cigoto
[Wassarman, 1999]. Durante la fertilizacion, tienen lugar varios eventos claramente
reconocibles como son: la reaccion acrosomal (RA) del espermatozoide (una forma
de exocitosis celular), la penetracion de la ZP del ovocito por el espermatozoide, la
reaccion cortical del ovocito y la reaccion de zona. El resultado de éste ultimo evento

es que la ZP se altera bioquimicamente de modo que
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ningun otro espermatozoide puede unirse al ovocito fertilizado. Cada uno de estos

eventos en el proceso de la fertilizacion ha sido estudiado con detalle.
1.2. Aspectos Especificos de la Fertilizaciéon en Mamiferos

Los pasos finales de la ovogénesis y espermatogénesis en mamiferos preparan al
ovocito y al espermatozoide, respectivamente, para la fertilizacién. Durante la
ovulacion, los ovocitos que ya tienen su tamanio final en los foliculos antrales (de
Graaf), llevan a cabo una “maduracion meidtica”, proceso que transforma a los
ovocitos primarios en células completamente formadas y preparadas para ser
fertilizadas [Wassarman y Albertini, 1994]. Una vez que el espermatozoide se
encuentra en el tracto reproductor femenino e inicia su recorrido hacia el encuentro
con el ovocito, éste sufre una serie de modificaciones bioquimicas conocidas en
conjunto como “capacitacion”, proceso que prepara al espermatozoide a unirse al
ovocito y llevar a cabo la RA [Darszon y cols., 1996; Visconti y Kopf, 1998]. La
capacitacion involucra la remocién de factores inhibidores presentes en la superficie
del espermatozoide, generalmente asociados a proteinas y/o lipidos de membrana
[Wassarman, 1999]. Algunas alteraciones que sufre durante la capacitacion estan
mediadas, en parte por la fosforilacion de la tirosina cinasa dependiente de AMPc,
asi como de cambios en el pH y concentraciones de Ca®". La maduracién meiética
de los ovocitos y la capacitacidn espermatica estan orientadas a la formacion de un

cigoto viable o la degeneracién de ambos gametos.
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1.3. Papel de la Zona Pelucida (ZP) en el Reconocimiento entre

Gametos

El espermatozoide humano no se adhiere a los ovocitos de otras especies a
causa de la presencia de la ZP, matriz extracelular de proteinas que rodea al ovocito
y constituye una barrera durante la fertilizacion [Oehninger y cols., 1993]. La ZP de la
mayoria de las especies no roedoras esta constituida por una estructura bilaminar
que consiste de una capa interna (ovocito—proximal) y una capa externa
(ovocito—distal) ensamblada por uniones tipo lectina [Shalgi y cols., 1991; Maymon y
cols., 1994], como lo muestran también los trabajos de microscopia electronica de
Dunbar y cols. [1991], y por microscopia de polarizacion no invasiva [Keefe y cols.,

1996].

1.3.1. Estructura.

La ZP de mamiferos esta compuesta de tres glucoproteinas sulfatadas, la
proteina 1 de zona (‘ZP1’, también llamada ZPB), la proteina 2 de zona (‘ZP2’ 0 ZPA)
y la proteina 3 de zona (‘ZP3’ o ZPC) [Shimizu y cols., 1983; Wassarman y Albertini,
1994]. Estas forman filamentos de heteropolimeros de ZP2/ZP3 que estan
entrecruzados por ZP1 [Greve y Wassarman, 1985]. Cada componente tiene un
péptido sefial que dirige su secrecion y esta ausente de la secuencia amino terminal
de la molécula madura y posee una estructura a—hélice muy pequena. Ademas, cada

polipéptido  tiene una region altamente hidrofébica en su extremo
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carboxilo terminal que puede modular la formacion de estructura repetitiva [Liang y

cols., 1990].

1.3.2. Papel de ZP3.

Los trabajos de Wassarman a principios de los afos 80’s permitieron
establecer que, en raton, ZP3 sirve como ligando primario para la union de los
espermatozoides ademas de ser inductor de la RA [Wassarman y Litscher, 1995]. El
papel de reconocimiento de sus contrapartes en los espermatozoides, se le ha
atribuido especificamente a los carbohidratos de la ZP3. Se ha postulado que los
residuos de o—galactosa (Gal) contenidos en oligosacaridos unidos a oxigeno (O—
linked) de las glucoproteinas ZP3 son los aceptores o ligandos de la proteina de
membrana plasmatica llamada sp56 [Listcher y cols., 1995]. Sin embargo, un estudio
simultaneo llevado a cabo con mutantes “knock—out” establecié que ratones carentes
del epitope a—Gal son fértiles [Thall y cols., 1995]. En otro estudio se reporté que la
N-acetilglucosamina  (GIcNAc) esta involucrada en el reconocimiento
espermatozoide—ZP [Miller y cols., 1993], ya que sus residuos son reconocidos por la
B—1,4—galactosiltranferasa que estd presente en la membrana plasmatica de

espermatozoides de raton [Miller y cols., 1992].

Algunos grupos han intentado producir ZP3 humana recombinante para
comprobar estos hallazgos. Sin embargo, en el modelo humano, ha sido muy dificil

obtener esta glucoproteina purificada y biolégicamente activa. No obstante,
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existen algunos reportes que muestran que la ZP3 humana recombinante induce la
RA en espermatozoides homodlogos [Van Duin y cols., 1994; Brewis y cols., 1998].
Esta observacion ha reforzado la sospecha de que ZP3 es también el inductor
fisiologico principal de la RA espermatica en humanos. La induccion de la RA como
resultado de la interaccion espermatozoide-ZP3 causa la liberacién del contenido
enzimatico acrosomal permitiendo una interaccién secundaria zona—espermatozoide,
que se cree involucra una union mas persistente con la membrana acrosomal
interna. Esta union secundaria del espermatozoide con la ZP esta poco estudiada en
la mayoria de los mamiferos; pero en raton, ZP2 ha sido identificada como la
proteina principal del ovocito responsable de esta interaccidn [Yanagimachi, 1994].
La union secundaria no ha sido estudiada con detalle en humanos, aunque existe

cierta evidencia que sugiere que ZP2 también esta involucrada [Hinsch y cols., 1998].

En la ZP porcina la cadena de carbohidratos unidos a nitrégeno (N-linked) de la
familia de glicoproteinas ZP3 muestra actividad receptora para espematozoides
[Nakano y cols., 1996]. Los dos componentes de la familia de ZP3 porcina (PZP3)
pueden ser separados por HPLC de fase reversa, después de la digestion con
endo—p—galactosidasa (EBG), y en particular, uno de los componentes, ERG-PZP3a,
posee la actividad receptora de espermatozoides [Zayas y cols., 1995; Nakano y

cols., 1996].
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1.4. Proteinas Espermaticas Porcinas Propuestas como

Responsables de la Interacciéon Primaria con ZP Homoéloga

El reconocimiento de los espermatozoides de mamiferos y la red de
glucoproteinas que rodean al ovocito en la ZP, al parecer estan mediadas por una
interaccion proteina—carbohidrato y este mecanismo basico parece estar conservado
en la escala filogenética [Calvete y cols., 1992]. Actualmente se han identificado una
gran cantidad de proteinas espermaticas involucradas en este reconocimiento por
glucoproteinas de la ZP, por medio de western-blot de proteinas del espermatozoide
con proteinas de la ZP marcadas o por la identificacién de epitopes por medio de
anticuerpos policlonales o anticuerpos monoclonales que bloguean la unién ovocito-
espermatozoide. Sin embargo, solamente una reducida cantidad de estas moléculas
ha sido bioquimica o estructuralmente caracterizada [Topfer—Petersen y Calvete,
1996], ademas de que la capacidad de unién a carbohidratos a sido demostrada solo
en pocos estudios. A pesar de que en afos recientes se han identificado una gran
cantidad de proteinas asociadas a la membrana plasmatica de espermatozoides
porcinos, la identidad de la(s) proteina(s) clave para la unién a ZP permanece aun
controvertida, estando sélo de acuerdo en que las proteinas candidatas se unen a la
ZP, de manera particular a su componente ZP3, disparando de este modo la RA

[Brewis y Wong, 1999].

Entre las proteinas espermaticas porcinas con afinidad a ZP homdloga mas

estudiadas y propuestas como responsables de la union entre
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gametos se encuentran las siguientes:

1.4.1. Espermadhesinas

Las espermadhesinas son una familia de polipéptidos de 12-16 kDa
expresados en el tracto genital del cerdo (ademas de caballo y toro). Estas proteinas
constituyen el mayor componente del plasma seminal y se han encontrado asociadas
periféricamente a la superficie del espermatozoide [Reinert y cols., 1996]. La
estructura y funcidén de las espermadhesinas se ha investigado ampliamente en el
cerdo, que exhibe la mas grande diversidad de miembros: AWN, AQN-1, AQN-2,
PSP-I y PSP-II, asi como sus isoformas glicosiladas [Topfer—Petersen y cols., 1998].
La concentracion de estas proteinas en el fluido seminal es de entre 0.6 — 7 mg/mL
[Dostalova y cols., 1994]. AWN-1 es sintetizada por la red testicular y por los tubulos
rectos [Sinowatz y cols., 1995] y es el unico miembro de su familia presente sobre los
espermatozoides epididimarios, donde se ha calculado que hay 6-7 x 10° moléculas
por célula [Dostalova y cols., 1994]. Después de la eyaculacion, 12-60 x 106
moléculas de cada una de las espermadhesinas AQN-1, PSP-1, AQN-2, AQN-3,
AWN-1 y AWN-2 cubren una tercera parte de la region apical del borde acrosomal
[Topfer—Petersen y cols., 1998]. Sin embargo, la mayoria de estas moléculas que
cubren al espermatozoide son liberadas durante la capacitacién in vitro, cuando el
nivel de cada una de las espermadhesinas alcanza de 5 a 6 x 10° moléculas por

espermatozoide [Dostalova y cols., 1994]. ElI fraccionamiento  por
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cromatografia de afinidad de proteinas solubilizadas de membrana plasmatica de
espermatozoides porcinos no capacitados sobre ZP porcina inmovilizada identificé a
AWN-1 y a AQN-3 como las proteinas con mayor afinidad a ZP [Ensslin y cols.,
1995], indicando que estas espermadhesinas se unen fuertemente a la superficie de

los espermatozoides.

Las espermadhesinas agregadas parecen servir como factores estabilizantes
del acrosoma y podrian constituir la subpoblacion de proteinas que son liberadas
durante la capacitacién; las moléculas de espermadhesinas remanentes sobre los
espermatozoides capacitados son las principales responsables de actuar como
proteinas de union a ZP, por su capacidad de interactuar tanto con oligosacaridos
unidos a oxigeno como a nitrégeno. Sin embargo, aun no se ha confirmado
plenamente si las espermadhesinas estan involucradas directamente en la
interaccion ovocito—espermatozoide al momento de la fertilizacién [Topfer—Petersen y

cols., 1998].

1.4.2. Zonadhesina

La zonadhesina se caracterizé en cerdo y se determiné que es semejante al
factor von Willebrand presente en la sangre, con dominios repetidos que podrian
facilitar interacciones multiples con la ZP, posiblemente por uniéon a carbohidratos.
Esta proteina transmembranal presenta alta afinidad especie—especifica de unién a

ZP y es la unica proteina espermatica en la que dicha especificidad ha sido
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observada a nivel molecular [Hardy y Garbers, 1994; 1995]. La forma activa de
zonadhesina de espermatozoides de cerdo, tanto epididimarios como capacitados,
esta compuesta por dos cadenas polipeptidicas asociadas covalentemente, una de
movilidad relativa (Mr) de 105 (p105) y otra de Mr de 45 (p45) en SDS-PAGE [Hardy

y Garbers, 1995].

También se han observado formas de Mr alta, lo que sugiere la posible
formacion de oligomeros covalentes [Hardy y Garbers, 1994]. Esta observacion
sugiere que la proteina sufre una proteolisis limitada y posiblemente también ocurre
la oligomerizaciéon en la maduracion funcional del factor von Willebrand. Sin
embargo, aun no esta claro en qué momento de la maduracion del espermatozoide
ocurre dicho procesamiento post-transcripcional, o si es importante para la actividad
de unién de la zonadhesina a ZP. La regidon extracelular de esta proteina presenta
cuatro tipos de dominios (MAM, mucina, von Willebrand D y EGF) que también estan
presentes en otras moléculas de adhesion [Varki, 1994]. Gao y Garbers [1998],
sugirieron que los dominios MAM y mucina de la zonadhesina podrian tener la
funcidon de prevenir interacciones no especificas entre los espermatozoides y las

células del tracto reproductor de la hembra.

A pesar de la gran cantidad de eventos que tienen lugar en la membrana
plasmatica del espermatozoide durante la capacitacién, la zonadhesina se localiza

siempre sobre la parte anterior de la cabeza en espermatozoides obtenidos de la
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cola del epididimo, asi como en espermatozoides eyaculados y capacitados [Lea y

cols., 2001].

1.4.3. Proteina de adhesién a zona ( APz)

APz es una proteina integral de membrana plasmatica de espermatozoides de
cerdo que muestra una masa molecular de 55 kDa. Se determiné que no presenta
actividad enzimatica, ni cruza con anticuerpos contra proacrosina, ni se une a fucosa
(un azucar que se une a proacrosina) [Peterson y Hunt, 1989; Peterson y cols.,
1991]. APz es un componente minoritario de la membrana de espermatozoides,
representa <1% de la proteina total de membrana que muestra microheterogeneidad
y alta afinidad por polisacaridos sulfatados [Peterson y cols., 1991]. Mediante el uso
de anticuerpos, APz se detecta primero sobre espermatozoides epididimarios, y la
cantidad de ésta se incrementa después de la eyaculacion en asociacion con la
capacitacion. Esta molécula esta asociada con el citoesqueleto que, a su vez, se
asocia con la membrana en los espermatozoides porcinos. Esto esta de acuerdo con
la hipbtesis de que las interacciones de las proteinas de la membrana plasmatica con
la actina juegan un papel importante en la capacitacion espermatica [Saxena y cols.,
1986a, b]. Anticuerpos monoclonales contra APz bloquean Ila unién
ovocito—espermatozoide. Algunos estudios indican que se une especificamente a
ZP3a, el componente de la ZP porcina con actividad de union a espermatozoides

[Yurewicz y cols., 1993]. APz parece ser una de las principales proteinas de la
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membrana plasmatica encargada de regular la unién firme de espermatozoides de

cerdo con acrosoma intacto a los ovocitos homologos.

1.4.4. Acrosina

La acrosina (E.C. 3.4.21.10) es una proteasa serinica especifica de
espermatozoides y es una de las enzimas liberadas como consecuencia de la RA
[Hedrick y cols., 1989]. Esta enzima se ha identificado en varias especies, pero la
mas estudiada es la porcina, por o que ha se ha incluido en este apartado. Se sabe
que contribuye de manera importante en la penetracidn de las glicoproteinas de la
ZP por la protedlisis limitada y especifica por parte de los espermatozoides que la
liberan [Urch y cols., 1985]. La acrosina esta contenida en el acrosoma como una
sola molécula de 53-55 kDa: la proacrosina [Topfer—Petersen y Calvete, 1995], que
al contacto con la ZP, se autoactiva para formar la f—acrosina, que a su vez esta
constituida por una cadena ligera entrecruzada con una cadena pesada por dos
puentes disulfuro [Tranter y cols., 2000]. Se sabe que la f—acrosina es una proteina
multifuncional que desempena funciones tanto en la exocitosis acrosomal como de
receptor a proteinas de la ZP y como proteasa para facilitar la penetracién de
espermatozoides al interior del ovocito. Sin embargo, aun existen diferencias en los
puntos de vista con respecto al papel de la B-acrosina durante la fertilizacion.
Tradicionalmente se ha pensado que ayuda al espermatozoide a penetrar la ZP; es

decir, participa en la lisis de la matriz extracelular del ovocito [Planchenault y cols.,
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1991]. Sin embargo, no se ha explicado satisfactoriamente la causa por la que,
espermatozoides de raton knock-out, carentes de p-acrosina, son capaces de

penetrar la ZP [Baba y cols., 1994; Adham y cols., 1997].

Se ha sugerido también, que la p—acrosina mejora la dispersién del contenido
acrosomal después de la RA [Yamagata y cols., 1998]; ademas, existe evidencia de
que participa como proteina en la unién secundaria con moléculas de la membrana
plasmatica del ovocito. Existe también evidencia acerca de su funcién como ligando
secundario. Se ha mostrado, por ejemplo, que la f—acrosina se une de manera no
enzimatica a glucoproteinas de la ZP, a través de interacciones con residuos basicos
localizados sobre la superficie de la enzima, formando enlaces id6nicos fuertes con
grupos polisulfato de los carbohidratos de glucoproteinas de la ZP [Moreno y cols.,

1998].

A la acrosina se le han asignado dos sitios efectores [Tranter y cols., 2000]. El
sitio efector | también llamado sitio catalitico, es por homologia, igual al de la familia
de las proteasas parecidas a la tripsina. La PB-acrosina de cerdo ha sido
co—cristalizada en presencia de benzamidina, y se ha observado que se une a la
cavidad S1 del sitio activo, en contacto con la Asp—189 [Tranter y cols., 2000]. El sitio
efector Il (también llamado exositio) ha sido analizado como receptor secundario a
glucoproteinas de ZP, para hacer mas firme la union del espermatozoide

reaccionado a la superficie del ovocito.
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1.4.5. Lactadherina

La lactadherina es una glucoproteina de 47 kDa presente en los globulos
grasos de la leche. También se le conoce con el nombre de PAS-6/7 (lo que indica
dos variantes de glicosilacién) [Hvarregaard y cols., 1996], BA46, P47 y MFG-E8
[Stubbs y cols., 1990]. Tiene una estructura de dominios EGF1-EGF2-C1-C2 en el
que EGF indica dominios con homologia al factor de crecimiento epidérmico y los
dominios C tienen homologia con la familia de la discoidina, incluyendo los dominios
C de unioén a lipidos de los factores V y VIII de la coagulacion sanguinea [Stubbs y
cols., 1990]. El segundo dominio EGF contiene un tripéptido (Arg—Gly—Asp) [Couto y
cols., 1996] que se une a las integrinas a,f3 y a,ps [Hvarregaard y cols., 1996;
Andersen y cols., 1997]. El segundo dominio C se une a fosfolipidos [Andersen y

cols., 2000].

En los glébulos grasos de la leche, la lactadherina se localiza sobre la
superficie de la bicapa de los fosfolipidos que rodea a la gota central de triglicéridos,
que al parecer estabiliza la bicapa [Butler y cols., 1980]. Entre las funciones
conocidas de la lactadherina, se sabe que disminuye los sintomas de las infecciones
por rotavirus en nifios, posiblemente por su unién a particulas del rotavirus a través
de residuo de carbohidrato [Newburg y cols., 1998]. Se ha observado también que la
lactadherina inhibe los complejos enzimaticos de la coagulacion sanguinea por

competencia de sitios de unién a fosfolipidos, por lo que se ha sugerido que esta
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molécula podria ser un buen candidato para el desarrollo de un anticoagulante

farmacologico [Shi y Gilbert, 2003].

La lactadherina también esta asociada al borde apical de la cabeza de
espermatozoides testiculares, epididimarios y eyaculados, y ha sido identificada
como una proteina de union a ZP [Ensslin y cols., 1995]. Se sabe que durante la
capacitacion, dicha molécula parece estar expuesta por la liberacion de otras
proteinas asociadas a ésta, y que migra del borde apical de la cabeza del
epermatozoide hacia la region acrosomal completa [Petrunkina y cols., 2003]. La
lactadherina fue aislada de espermatozoides porcinos por cromatografia de afinidad
de la fraccibn de proteinas solubilizadas de membrana plasmatica unidas a
glucoproteinas de ZP porcina. La secuencia N-terminal, asi como las secuencias
internas de aminoacidos revelan semejanzas estructurales entre SP47 (47 kDa
sperm protein) y la O-acetil gangliésido sintasa de rata (rAGS), una proteina de
57/53 kDa de glandula mamaria bovina (MGP 57/53) y con la proteina E8 de gldbulos
grasos de leche de raton; todas ellas, proteinas de funcion poco clara secretadas por
células epiteliales de glandula mamaria de ambas especies [Ensslin y cols., 1998]. El
analisis con inmunofluorescencia indirecta mostré que SP47, ahora identificada como
lactadherina, se localiza sobre la region acrosomal de espermatozoides testiculares,
asi como de aquellos recuperados a lo largo de diferentes secciones del ducto

epididimario y en espermatozoides capacitados in vitro [Ensslin y cols., 1998].

Mediante el analisis de los transcritos con RT-PCR, se aislaron
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cDNAs (homdlogos de SP47) de testiculos de cerdo y tejidos de glandula mamaria
porcina. Las proteinas obtenidas de esos cDNAs mostraron un 60-100% de
identidad al analizar las secuencia de aminoacidos y muestran estructuras

organizadas en el N-terminal seguidas inmediatamente una de la otra.

1.4.6. Otras proteinas de union propuestas en cerdo

Existen otras proteinas propuestas en el modelo porcino que han mostrado
tener afinidad por la ZP [17-18 kDa: Moos y cols., 1990; Capkova y Peknikova, 1997;
15 kDa:Veselsky y cols., 1992], o mas especificamente por alguno de las
glucoproteinas de la ZP [52-55 kDa: Zayas y cols., 1995]. Y, aunque el efecto de
estas proteinas sobre la union ovocito—espermatozoide ha sido el de bloquear esta
interaccion, aun no han sido caracterizadas suficientemente. Lo anterior se debe,
posiblemente, a que se encuentran en cantidades muy pequefas y pueden ser
facilmente degradadas durante el proceso de purificacion por las enzimas

acrosomales [Brewis y Wong, 1999].

1.5. El Concepto de Multiples Proteinas Espermaticas Actuando en

Coordinacion

El numero y diversidad de proteinas que se unen a ZP3 es tal vez

sorprendente, pero la mayoria de los autores reconocen que multiples receptores
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podrian estar involucrados en el proceso de unidn entre gametos. Esto seria
necesario para facilitar los eventos tan complejos que ocurren durante la unién
ovocito—espermatozoide. El reconocimiento inicial entre la superficie de ambos
gametos, la union firme y especifica, la induccion de la cascada de transduccion de
sefales para iniciar la RA y la union secundaria para facilitar la penetracién de la ZP,
necesitan estar coordinadas y siguen, probablemente, una “secuencia jerarquica” de
interacciones que involucran a diferentes proteinas [Brewis y Wong, 1999]. El
requerimiento de multiples proteinas se apoya también por las diferencias

espacio—temporales observadas durante la uniéon ovocito—espermatozoide.

Ya que la fertilizacion es un proceso fundamental para la propagacion de las
especies, deberia esperarse que un buen numero de procesos reguladores se
coordinaran para asegurar el contacto inicial entre la superficie del espermatozoide y
la ZP. Es probable también que tenga lugar una combinacion de eventos de unién,
algunos de los cuales pueden no ser esenciales, pero que optimizan las
probabilidades de fertilizacion. Podria haber incluso un grado de redundancia de
interacciones involucrado en el proceso de fertilizacion [Snell y White, 1996]. Los
sistemas redundantes en la fertilizacion son interacciones molécula—molécula que
muestran funciones semejantes o idénticas. Se piensa que la presencia de sistemas
redundantes existen para compensar la pérdida de la funcién en moléculas de otros
sistemas [Jansen y cols., 2001]. Este concepto de multiples proteinas o sistemas

redundantes explicaria la capacidad de los gametos y particularmente de los
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espermatozoides de interactuar de una manera O6ptima con todas las senales
bioguimicas posibles en el tracto genital de la hembra, hasta alcanzar al ovocito e
interactuar con él. Adicionalmente, la competencia entre espermatozoides como la
principal fuerza evolutiva es la razén para explicar la presencia de una plétora de
moléculas de adhesion, asi como una gran variedad de éstas con funciones

semejantes.

Thaler y Cardullo [1996a, b] llevaron a cabo una serie de experimentos para
investigar los diferentes tipos de afinidades de union que pueden existir entre el
ovocito y el espermatozoide en raton. Mostraron que la adhesion inicial es un evento
de alta afinidad, pero que, sin embargo, existen eventos tanto de baja como de alta
afinidad, sugiriendo la participacion de multiples receptores vy, tal vez, de multiples
ligandos que formarian un gran complejo de fertilizaciéon. Este punto de vista se
apoya también por datos del grupo de Kiani y cols., [1994], en el que se muestra que
al menos cuatro diferentes proteinas espermaticas en humano entrecruzan con ZP3
in vitro. La interacciones pueden ocurrir ya sea del tipo proteina—proteina,
proteina—carbohidrato, carbohidrato—carbohidrato o combinaciones de éstos. Se ha
propuesto que las interacciones carbohidrato—carbohidrato son importantes durante
la adhesion inicial de gametos; después el fendmeno puede ser regulado por
interacciones proteina—carbohidrato (por ejemplo GalTasa) e interacciones
proteina—proteina (por ejemplo, el receptor a tirosina cinasa de 95 kDa) [Brewis y

Wong, 1999].
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Otro hecho que apoya el concepto de multiples receptores es que aunque los
espermatozoides de ratén sin GalTasa son incapaces de unirse a ZP3, los ratones
son aun fértiles. Sorpresivamente, estos espermatozoides, carentes de GalTasa,
pueden unirse a la superficie de ovocitos recién ovulados, aunque no se unan a ZP3
[Talbot y cols., 2003]. Esto implica que GalTasa se une a oligosacaridos de ZP3 en el
contexto de otros componentes de membrana espermatica que son responsables

para la union primaria a ligandos independientes de ZP3 en la cubierta del ovocito.

Se ha propuesto que una misma proteina puede tener papeles diferentes. En
cerdo, existe un modelo combinado para la accion de la f—acrosina. Las actividades
catalitica y receptora de esta enzima han sido estudiadas por separado [Tranter y
cols., 2000]. Aunque algunos estudios [Jansen y cols., 1995; Topfer—Petersen vy
Henschen, 1988; Crosby y cols., 1998;] han destacado que la actividad de receptor
de la B—acrosina se mantiene en presencia de inhibidores especificos de tripsina,
esta divisiéon de funciones (como receptor y como enzima) es compatible con las
identidades fisicas separadas de los dos sitios reportados en estudios de estructura

por cristalografia de rayos X [Tranter y cols., 2000].

1.6. Estructura Secundaria de Moléculas Biolégicas Determinada por

Dicroismo Circular

El dicroismo circular (DC), es un método espectroscépico que mide la

actividad  optica de  moléculas asimétricas en solucion, por ejemplo,
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proteinas [Wallace, 2000]. El espectro DC de una proteina es el reflejo de las
estructuras secundaria y terciaria de la macromolécula. Las proteinas en DC
presentan sefiales en dos regiones espectrales: el UV-lejano (170-250 nm) donde
podemos analizar predominantemente la contribucion de los enlaces peptidicos, es
decir, el reflejo de la estructura secundaria de la proteina; y el UV-cercano (250-300
nm), donde se observan bandas debidas principalmente a la presencia de

aminoacidos aromaticos (estructura terciaria).

La informacion contenida en los espectros de DC se puede trabajar como una
suma de los espectros individuales caracteristicos que surgen de cada tipo de
estructura secundaria presente en una muestra de proteina. Tipicamente, los
métodos empiricos del analisis utilizan una base de datos como referencia de los
espectros de proteinas cuyas estructuras de cristales (y por lo tanto sus estructuras
secundarias) son conocidos. Utilizando valores unitarios de las desconvoluciones, el
componente principal analiza los procedimientos variables de la seleccion, ellos
calculan la fraccidbn que cada estructura de componente contribuye al espectro
experimental completo. Los datos calculados con el programa, consisten
generalmente en una lista de fracciones de estructura secundaria y un espectro
calculado, que puede ser comparado al espectro experimental para evaluar la calidad
del analisis. El numero de tipos diferentes de la estructura secundaria que se puede
analizar depende en la gama disponible de longitud de onda de los espectros (los

espectros en longitudes de ondas mas bajas tienen un contenido mas alto de
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informacién, y de ahi se puede desconvolucionar en mas tipos de componentes) y en
la gama de tipos de estructura secundaria presentes en las proteinas de la base de

datos de referencia.

Se han desarrollado varios algoritmos [SELCON3: Sreerama y cols., 1999;
CDSSTR: Compton y Johnson, 1986; VARSLC: Manavalan y Johnson, 1987; K2d:
Andrade y cols., 1993 y CONTIN: Provencher y Glockner,1981; Van Stokkum y cols.,
1990 Grennfield 2004] para realizar los calculos de desconvolucién de espectros de
DC y poder estimar el contenido de estructura secundaria [Whitmore y Wallace,

2004].

2. ANTECEDENTES

En un trabajo realizado en el laboratorio de Biologia Celular de la Universidad
Auténoma Metropolitana Iztapalapa, se logré extraer y aislar a una banda proteinica
de 55 kDa de espermatozoides recién eyaculados para estudiar su funcion durante la
union de los gametos, asi como su localizacion in situ por microscopia de
fluorescencia [Zayas y cols., 1998]. Los hallazgos de dicho trabajo se mencionan a

continuacion:

2.1.Bloqueo Directo de la Unién Ovocito-Espermatozoide

Concentraciones de 50 y 100 ug de esta banda proteinica eluida, bloquearon
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en un 100 % la unién ovocito-espermatozoide cuando se adiciond una hora antes de
la inseminacion. Como control positivo se usdé un pozo sin proteina espermatica de
55 kDa y como control negativo un pozo donde se adicionaron proteinas de
espermatozoides con masa molecular menor de 30 kDa, en cuyos casos no se
bloqued la unién. Un control mas consistié en adicionar unicamente el amortiguador
de elucidn bajo el tratamiento de purificacién que se di6 a la banda. 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 reportd como >40.

Para determinar si habia una relacion entre la concentracion de la banda
proteinica y el bloqueo de la union, se realizdé una serie de experimentos con tres
concentraciones menores a 50 pg. Cuando se trabajé una concentracién de 40
ug/ml de medio de maduracion, se empezaron a observar algunos espermatozoides
unidos por ovocito. Cuando la concentracion fue de 30 ug/ml de medio de
maduracion, el numero de espermatozoides unidos incrementd ligeramente con
respecto a la concentracion anterior. Finalmente, cuando se trabajé con una
concentracion de 15 ug/ml de medio de maduracién, el niumero de espermatozoides
unidos incrementd aun mas, sin llegar a la cantidad observada en el control positivo.
Un analisis de covarianza mostré que existe correlacion significativa con una p<0.05
entre la cantidad de la banda proteinica de 55 kDa utilizada para el bloqueo y el
numero de espermatozoides unidos por ovocito. El analisis de regresion lineal mostré

un coeficiente de correlacion (r) de — 0.95.
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2.2.Bloqueo Indirecto de la Uniéon Espermatozoides-Anti-55 kDa y

Ovocitos

Para bloquear la union entre gametos de una manera indirecta; es decir,
cubriendo a la proteina de 55 kDa con otra molécula, se probaron tres diluciones
(1:100, 1:400 y 1:800) de un antisuero anti-55 kDa obtenido en el mismo Laboratorio
de Biologia Celular, el cual bloqued totalmente la union cuando el antisuero fue
diluido 1:100 e incubado en presencia de los espermatozoides una hora antes de
terminar el periodo de capacitacion. Cuando el antisuero se diluyé 1:400, se
observaron algunos espermatozoides unidos, mientras que la dilucién 1:800 no

bloqued la unidn.

2.3.Inmunolocalizacién de la Proteina Espermatica de 55 kDa

Con los anticuerpos producidos en el laboratorio, se distinguieron dos
patrones de fluorescencia. Los espermatozoides capacitados, mostraron una ligera
fluorescencia homogénea en la mayor parte de la cabeza y cola, siendo 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. No hubo diferencias en los patrones de fluorescencia para
cada una de tres diluciones de antisueros empleadas (1:100, 1:50, 1:20). Cuando se
incubaron los espermatozoides con antisuero anti-ZP (control negativo), no se

observd fluorescencia en alguna parte de ellos. Los espermatozoides
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tratados unicamente con el segundo anticuerpo (anti-lgG conjugada con

fluoresceina) tampoco mostraron fluorescencia.

Los espermatozoides recién eyaculados mostraron fluorescencia homogénea
en la cabeza, ligeramente mas intensa que en los capacitados. Esta observacion se
debe a que probablemente existe una migracion de las proteinas de union —difusas
en la cabeza del espermatozoide— a la zona postacrosomal de espermatozoides
que han pasado por el periodo de capacitacién, lo que explica la presencia de la
banda intensamente fluorescente, que se pierde una vez que se ha inducido la

reaccion acrosomal.

3. JUSTIFICACION

Se han descrito en mamiferos un buen numero de proteinas sobre la
membrana de espermatozoides que funcionan como receptoras a ZP, pero aun no
estd clara la manera en que funcionan individual o colectivamente. En
espermatozoides porcinos, varias moléculas se han aislado con base en su afinidad
por la ZP; sin embargo, ha sido mas dificil la identificacion de los receptores
presentes en la superficie del espermatozoide que identificar a sus ligandos en la ZP,
probablemente a causa de la gran complejidad de la superficie del espermatozoide
comparado con la de la ZP [Miller y cols., 2002]. La zonadhesina, proacrosina, sp38,
lactadherina y un grupo de proteinas de baja masa molecular Illamadas

espermadhesinas (todas estas estudiadas principalmente en espermatozoides de
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cerdo) fueron aisladas aprovechando su afinidad por ZP completa y parcialmente
caracterizadas bioquimica y estructuralmente [Hardy y Garbers, 1995; Ensslin y cols.,
1998; Jansen y cols., 2001; Miller y cols., 2002], entre otras menos estudiadas que
también han mostrado tener afinidad por la ZP [17-18 kDa: Moos y cols., 1990;
Capkova y Peknikova, 1997; 15 kDa: Veselsky y cols., 1992], o mas especificamente
por alguno de los componentes glucoproteinicos de la ZP [proteinas espermaticas de
52-55 kDa: Zayas y cols., 1995]. Y, aunque se ha observado bloqueo de la union
entre gametos en ensayos de competencia, ademas de observar su localizacion en
la membrana [Zayas y cols., 1998], aun no se cuenta con la descripcion funcional. La
especificidad a determinados carbohidratos de la ZP y los dominios de union han
sido estudiados unicamente en las espermadhesinas y la proacrosina, por la
determinacion de estructura tridimensional y modelamiento de proteinas [Menéndez
y cols., 1995; Nimtz y cols., 1999; Topfer-Petersen, 1999], o bien algun otro tipo de
estudios fisicoquimicos como el analisis de la organizacion estructural o estabilidad
térmica que solamente ha sido determinado para dos espermadhesinas (PSP-l y
PSP-IlI) [Menéndez y cols., 1995]. Este tipo de estudios fisicoquimicos no existen
para las demas proteinas propuestas y que podrian tener funciones de receptores,
por lo que la descripcion y caracterizacion funcional de las proteinas de superficie
son necesarias y resultarian relevantes para la comprension de las bases

moleculares de la fertilizacion.

Cabe senalar, que la identificacion y cuantificacion de la lactadherina
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espermatica en esta tesis, sugiere que se trata de una proteina que se encuentra
presente en espermatozoides porcinos en muy baja cantidad y que aunque se
almacenaron diferentes muestras para ser inyectadas en una columna de afinidad,
siempre se observé degradacién, aun en presencia de inhibidores de proteasas
como el PMSF, haciendo imposible su purificacion. Por su afinidad a ZP homdéloga, la
lactadherina fue colectada de la columna de afinidad en presencia de acrosina (que
también reconoce a la ZP), y por su cercana masa molecular, fueron dializadas y
liofilizadas en la misma preparacion. Como una alternativa para la obtencion de
cantidades mayores de lactadherina de la misma especie (porcina), pero diferente
tejido —en el que se expresa el mismo gen— se presenta detalladamente la
purificacion de lactadherina de leche porcina. Adicionalmente, se incluyé también la
purificacion de la lactadherina de leche bovina por razones de cantidad,
disponibilidad y alta homologia de la secuencia completa de aminoacidos respecto a
la lactadherina porcina, pues la leche de esta ultima especie es particularmente

complicada obtenerla debido a la fisiologia propia de la especie.

Con la informacién de la que hasta ahora se dispone, es importante
incrementar el conocimiento de las proteinas espermaticas que funcionan como
receptores, a través de la caracterizacion bioquimica y/o fisicoquimica para entender

integralmente el fendbmeno de la fertilizacion.
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4. OBJETIVOS

4.1.Objetivo General

Purificar y caracterizar bioquimica y fisicoquimicamente a dos
proteinas espermaticas porcinas que muestran afinidad por la zona

pelucida homdloga.

4.2.Objetivos particulares

Purificar a las proteinas espermaticas porcinas por medio de
cromatografia de afinidad, usando como ligando a la zona pelucida

homodloga.

Conocer la identidad de las proteinas espermaticas a través de la

determinacion de la secuencia de aminoacidos.

Analizar la estructura secundaria de las proteinas purificadas por

medio de la espectroscopia de dicroismo circular.

Analizar la dinamica de migracibn de las proteinas en el
espermatozoide al inicio y al final del periodo de capacitacion a

través de la microscopia electronica.
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5. MATERIAL Y METODO

Todos los reactivos empleados en la presente tesis fueron grado reactivo, a

menos que se especifique otra cosa.

5.1. Colecta y Procesamiento del Semen Porcino para la Obtencién

del Extracto Total de Proteinas Espermaticas

Las muestras de semen porcino para la extracciéon de las proteinas se
obtuvieron de animales sanos por el método de “la mano enguantada” en el Centro
de Mejoramiento Genético (Tlahuac, Distrito Federal) y de la granja “Los Cipreses”
(Cocotitlan, Estado de México). La fraccién rica en espermatozoides se filtro a través
de una gasa (para eliminar las particulas gelatinosas) y se transportaron al

laboratorio a 37 °C en un tiempo no mayor a 1 h.

Para extraer las proteinas espermaticas se empled el método descrito por
Zayas y cols. [1995]. El semen se lavo por centrifugaciéon a 800 x g / 5 min (seis
veces) con una solucion amortiguadora de NaCl 140 mM y NaH;PO4 / Na;HPO4 20
mM a pH 7.4 [Russell y cols., 1985], para eliminar el plasma seminal. Las proteinas
se extrajeron resuspendiendo el paquete celular en una solucion de SDS al 2%,
glicerol al 13% y Tris 62.5 mM a pH final de 6.8 [O'Rand y cols., 1985] e incubando
durante 12 h a 4 °C. Después de este tiempo, la suspension se centrifugé a 4 000 x g
durante 15 min y el sobrenadante (proteinas espermaticas) se dializé 48 h contra Tris

50 mM pH 7.4 en membranas de tamafo de poro (MWCO) de 12-14
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kDa (Spectra/Por; Spectrum Medical Industries, Inc., Texas. U.S.A) y se almacenaron

a—70 °C hasta su uso.

Una alicuota del extracto proteinico se cuantifico por el método de Peterson
[1977] [modificacion del método de Lowry y cols., 1951] en un espectrofotometro

BECKMAN DU-600 computarizado.

5.2.Cromatografia de Afinidad

Esta técnica se basa en la capacidad quimica de las proteinas de unirse no
covalentemente a otra molécula llamada ligando. La molécula a ser purificada es
reversiblemente unida a una molécula de unién complementaria (ligando), la cual ha
sido inmovilizada sobre una matriz de soporte inerte. La molécula retenida puede ser
recuperada (después de varios lavados para retirar impurezas) por un cambio en la
composicion del eluyente. Si se cuenta con una fuente pura de una de las dos
moléculas que interactuan (ligando o receptor), este tipo de cromatografia puede ser
usada para purificar la pareja (molécula complementaria) a partir de mezclas
biolégicas complejas. Para purificar las proteinas espermaticas porcinas de interés,
se utiliz6 la cromatografia de afinidad y como molécula complementaria, ZP

homaloga.

5.2.1. Obtencion de la ZP porcina

Para la obtencion de la ZP se emple6 el método descrito por Hedrick y Wadrip
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[1986]. Se colectaron ovarios porcinos en el rastro ABC de los Reyes (Los Reyes la
Paz, Edo. de México) y se almacenaron en congelaciéon a —20 °C. Para la obtencién
de ovocitos, los ovarios fueron descongelados y triturados en un procesador de
alimentos. El material triturado se filtr6 a través de varias mallas de nylon de diferente
tamano de poro: 1000, 500, 200, 150 y 85 ym, donde quedaron retenidos los restos
de tejido ovarico, excepto en el ultimo tamiz, donde quedaron los ovocitos libres de
las células foliculares. Para recuperar la mayor cantidad de ovocitos, el material
retenido en el tamiz de 150 ym o mayores fue lavado con una solucién de NaCl
0.157 M. Los ovocitos fueron recuperados en una caja de Petri al hacer pasar
solucién salina a presion por el tamiz de 85 pm invertido. Los ovocitos fueron
transferidos a un homogeneizador manual Potter-Elvehjem, donde fueron
“aplastados”. EI homogeneizado fue filtrado en un ultimo tamiz, esta vez de 40 um,
para retener solamente la matriz extracelular (ZP) de los ovocitos aplastados. Para
solubilizar la ZP, el tamiz fue colocado dentro de un tubo Ependorff al que se le
agregaron 0.5 mL de una solucion de NH4HCO3 0.5 mM y se incubé 30 min en un
bafo de agua a 70 °C. La proteina fue cuantificada por el método de Peterson (1977)
y congelada a —70 °C hasta su uso. Esta ZP solubilizada fue usada como ligando
para retener a las proteinas espermaticas de interés, asi como para comprobar la

afinidad de éstas durante el proceso de purificacion.

5.2.2. Preparacion de la columna de afinidad

Se utilizé una columna HiTrap de sefarosa activada con N-hidroxi-
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succinimida (un éster unido por epicloro-hidrina a la sefarosa) (Amersham Pharmacia
Biotech, Suecia) de 5 mL. Como ligando se utilizé ZP completa y solubilizada. Antes
de acoplar la ZP a la columna de afinidad, una alicuota fue analizada por
SDS-PAGE para verificar que no estuviera degradada o con otras proteinas que
pudieran interferir. Se inyectaron a la columna 17 mg de ZP solubilizada (3.4 mg/mL)
en NHsHCO3; 0.5 mM y se dejé reposar durante 30 min a temperatura ambiente. Para
remover el exceso de ZP no acoplada, la columna se lavé con 3 cambios alternados
de 30 mL cada uno de un amortiguador de NaCl 0.5 M / etanolamina 0.5 M, pH final
de 8.3 seguido de un amortiguador de NaCl 0.5 M / acetato de sodio 0.1 M, pH final
de 4.0. La columna ya acoplada fue refrigerada hasta su uso a 4 °C en NaH;PO, /

Naz;HPO,40.05 M, pH 7.0 suplementado con NaN3 al 0.1%.

5.2.3. Condiciones de separacion de las proteinas

espermaticas afines a ZP

La columna con la ZP acoplada fue conectada a un cromatografo (BiolLogic,
Bio—Rad®) y se equilibré con un amortiguador de columna (NaCl 150 mM / PMSF
1mM / colato de sodio al 1% / NaH,PO4 / Na;HPO4 20 mM, pH final de 7.8) a una
velocidad de flujo fue 1 mL/min. Se inyectd 1 mL del extracto crudo espermatico (17
mg/mL) y se dejé lavando hasta que todas las proteinas no retenidas fueron
removidas. La elusién para proteinas retenidas se realiz6 con NaCl 3 M amortiguado

con NaH,;PO,4/ Na;HPO4 20 mM, pH final de 7.8. La fraccion retenida fue dializada
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durante 24 h a 4°C contra un amortiguador de Tris 50 mM, PMSF 1 mM, pH final de
6.8 y liofiizada a sequedad. Se hizo un calculo de rendimiento cuantificando la
proteina antes de la inyeccion (1 mg/mL, correspondiente al extracto crudo) y
comparandola con la cantidad de proteina contenida en las dos fracciones obtenidas

de la columna de afinidad.

5.3.Electroforesis en Geles de Poliacrilamida con Dodecilsulfato de

Sodio (SDS-PAGE)

Para analizar las proteinas aisladas y/o purificadas en el presente trabajo, se
prepararon geles analiticos al 8 % en condiciones reductoras (ver 11.1.) segun el
meétodo reportado por Laemmli [1970]. Las muestras se prepararon en SDS al 10 %
mas un amortiguador de muestra SPB (Sample Preparation Buffer: Tris-HCI 1 M pH
6.8, SDS al 10 %, Glicerol, mercaptoetanol y azul de bromofenol) (16 partes de
muestra + 4 partes de SDS al 10 % + 10 partes de SPB) y se calentaron 3 min a 100
°C. Dichos geles se resolvieron en una camara mini-protean Il (Bio-Rad®) a 200 V
durante 30 min en un amortiguador de corrimiento preparado con Tris 0.25 M, glicina
1.92 My SDS al 1 %. Una vez separadas las proteinas, los geles fueron fijados en
una mezcla de isopropanol al 10 % y acido acético al 10 % durante 12 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, los geles fueron incubados en: (1) una
solucion de azul de Coomassie al 0.025 % en alcohol isopropilico al 25 % y acido
acético al 10 % durante 4 h, (2) una solucion de azul de Coomassie al 0.0025 % en

alcohol isopropilico al 10 % y acido acético al 10 % durante 12 h 'y (3) en
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acido acético al 10 % hasta que el fondo de los geles se mostr6 totalmente claro.

5.4.Inmunodeteccion en Membrana de Nitrocelulosa de las

Proteinas Espermaticas (Western-Blot)

El analisis por western-blot se realizd6 de acuerdo al método reportado por
Towbin y cols. [1979]. Se preparé un gel de acrilamida al 8 % (SDS-PAGE) en
condiciones reductoras (ver 5.2.4.) en donde se resolvio el extracto crudo, la fraccién
no retenida (Pnr) ¥ la fraccidn retenida (PRr), y fue transferido a una membrana de
difluoruro de polivinilideno (PVDF). Esta membrana fue bloqueada 3 h con BSA al 5
% y se incubd 12 h con ZP solubilizada (100 pg/mL). Después de tres lavados de 10
min cada uno con TBS (NaCl 0.9%, tris 10 mM, pH final de 7.4), la membrana fue
incubada 12 h a temperatura ambiente con un anticuerpo anti-ZP, se lavo 3 veces
mas y se incubo 2 h con un segundo anticuerpo (anti-IgG) conjugado con peroxidasa
(Sigma; SIGMA CHEMICAL, CO. St. Louis, MO, USA), para finalmente revelarse con

una solucion de TBS/4—cloro—1—-naftol/H,0,.

Los ensayos de afinidad de las diferentes lactadherinas por la ZP porcina (dot-
blot) se realizaron de la misma manera que el western-blot desde el bloqueo hasta el
revelado. La diferencia consistié en que se colocaron directamente y por separado 5

ug de cada una de ellas sobre una membrana de nitrocelulosa.
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5.5.Secuenciacion

La secuencia N-terminal de cada una de las proteinas obtenidas en la fraccién
retenida fue determinada por degradacién automatica de Edman en un secuenciador
de proteinas de fase gaseosa (LF 3000, Beckman Instruments). EI cromatografo
incluia una bomba modelo 126 y un detector de arreglo de diodos calibrado a 268 y
293 nm para sefial y referencia, respectivamente. La columna para la secuenciacion
fue de 2 x 150 mm (Beckman Spherogel Micro PTH). Para dicho analisis se

emplearon los reactivos estandar Beckman.

5.6. Aislamiento y Purificacion de Lactadherinas de Leche Porcina 'y

Bovina

Para disponer de una buena cantidad de lactadherina para su caracterizacion,
y dado que los espermatozoides cuentan con una baja concentracion de ésta, la
obtuvimos de una fuente diferente: la leche porcina. Adicionalmente, por razones de

cantidad y disponibilidad se obtuvo lactadherina bovina.

5.6.1. Aislamiento de las fracciones ricas en lactadherinas

Las muestras de leche porcina y bovina fueron obtenidas de animales sanos
en la granja de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo y una granja local de la delegacién Tlahuac, respectivamente.

Ambas lactadherinas fueron extraidas de acuerdo al método reportado por
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Aoki y cols. [1994]. La leche completa fue centrifugada a 4500 x g durante 15 min y la
fase grasosa fue lavada 5 veces con agua desionizada para remover componentes
de la leche completa adheridos a la grasa. La fraccion grasa ya lavada fue congelada
a —70 °C durante 12 h, descongelada y diluida 1:2 (v/v) con agua desionizada y
agitada durante 2 h a 37 °C. Posteriormente la fraccion grasa se centrifugd a 5500 x
g por 20 min a temperatura ambiente. Se formaron 3 fases: una fase superior
constituida por grasa, una intermedia reportada como rica en lactadherina y una
inferior constituida por componentes proteicos precipitados. La fraccion enriquecida
con lactadherina fue recuperada y dializada 24 h a 4 °C contra agua desionizada. Las
proteinas contenidas en dicha fraccion fueron cuantificadas por el método de

Peterson [1977].

5.6.2. Purificacion de las lactadherinas

Las fracciones ricas en lactadherinas porcina y bovina fueron resueltas en
SDS-PAGE [Laemmli, 1970] en un gel al 8 %. Los geles fueron incubados en acetato
de sodio 4 M hasta que los componentes de las fracciones fueron visibles. Las
bandas correspondientes a 47 kDa fueron recortadas de cada gel, electroeluidas 12
h y dializadas 72 h. Las lactadherinas fueron cuantificadas y almacenadas por
separado en alicuotas de 1 mL a -20 °C y otras a -4 °C para el analisis de

dicroismo circular (DC).
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5.7.Purificacion de la Acrosina Porcina

La purificacion de la acrosina se llevé a cabo de acuerdo al método reportado por
Parrish y Polakoski [1978]. La fraccibn completa de semen se ajustd a una
concentracion final de 0.05 M de benzamidina y alicuotas de 25 mL se centrifugaron
30 min a 500 x g sobre 20 ml de una mezcla de sacarosa 1 M / benzamidina 0.05 M y
NaNj3 al 0.02%. El paquete celular se incubd 14 h a 4 °C en una mezcla de glicerol al
10 % / benzamidina 0.05 M, pH 4, se centrifugé a 27 000 x g. Para precipitar la
acrosina, el sobrenadante se llevé al 35 % de saturacion con sulfato de amonio
solido, cuidando que el pH se mantuviera en 3, durante 4 h sobre hielo. La solucion
se centrifugd 15 min a 27 000 x g y el precipitado se resuspendid en agua
desionizada y se dializé 14 h contra HCI 0.001 M (pH 3). Esta preparacion fue
analizada en SDS-PAGE vy transferida a PVDF para la determinacion de la secuencia
de aminoacidos, asi como para la electroelusion preparativa de la acrosina (ver

parrafo 5.4.3.) para la obtencién del espectro de DC.

5.8.DC de las Lactadherinas y la Acrosina

Los espectros de DC fueron obtenidos en un espectropolarimetro Jasco 715-J
calibrado con &acido (+)-canforsulfénico a 25 °C [Hennessey y Johnson, 1982]. Las
determinaciones en la region del ultravioleta lejano (190-240 nm) se llevaron a cabo
a 25 °C con 0.038 mg/ml de lactadherina porcina y con 0.013 mg/ml de lactadherina

bovina, y para el caso de la acrosina la concentracion fue de 0.01776
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mg/ml empleando una celda de 0.5 cm. de recorrido Optico para todas las
determinaciones. Las muestras usadas en los estudios de DC fueron dializadas
previamente durante 72 h con cambios de agua desionizada cada 12 h. Los valores
de DC se reportan como elipticidad por residuo medio, [0]n.rw. [Sreerama y Woody,
2004], que fue calculada usando la masa molecular de residuo medio de 110. Para
estimar el contenido de estructuras secundarias, los espectros de DC fueron
analizados por el algoritmo CONTIN [Provencher y Glockner,1981; Van Stokkum y
cols., 1990 Grennfield 2004], disponible en un DICHROWEB [Lobley y Wallace,
2001; Lobley y cols., 2002; http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html, un sitio para el

analisis de estructura secundaria de proteinas a partir de espectros de DC].

5.9. Determinacion de Carbohidratos de las Lactadherinas

El contenido de carbohidratos presente en las proteinas fue determinado de
manera directa por el uso de fenol-acido sulfurico segun el procedimiento de Dubois
y cols. [1956] y por el método descrito por Kapitany y Zebrowsky [1973]. Para el
método descrito por Dubois, se realizé una curva estandar con D(+)-glucosa en tubos
con 0, 20, 40, 60, 80 y 100 pug / 2mL, a los cuales se le adicionaron 50 uL de fenol al
80 % y 5 ml de acido sulfurico concentrado. Se dejaron en reposo durante 10 min, se
agitaron y se colocaron en un bafio de agua a 30 °C durante 20 min. La absorbencia
del color amarillo—naranja caracteristico para esta reaccion, fue determinado a 490

nm. El mismo procedimiento se llevo a cabo con las lactadherinas de leche porcina y
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bovina, colocando 10 pg / 2mL de cada una en diferentes tubos para la

determinacion de hexosas.

Para la determinacion de carbohidratos por el método de Kapitany y
Zebrowsky, se resolvieron 10 ug de cada lactadherina en diferentes carriles de un gel
al 8 % que se fij6 toda la noche en metanol al 40 % / acido acético al 5 % (solucién
fijadora). Después, el gel se incubd 3 h en solucion de acido periddico (ver 11.7.), 30
min en solucion de bisulfito de sodio (ver 11.7.) seguido de 3 h con un cambio de
bisulfito de sodio (en oscuridad de este paso en adelante), 18 h en reactivo de Schiff
(ver 11.7.), 90 min en solucion de bisulfito de sodio (incubacién en un bafio Maria a

55 °C), para finalmente destefiir con 4 cambios de solucién fijadora.

5.10. Obtencién de Anticuerpos Policlonales contra Lactadherina

de Leche y Acrosina Porcinas

Se prepard una solucién de antigeno (acrosina o lactadherina) (40 pg por cada
125 pyL de PBS) mas un volumen igual de Adyuvante Completo de Freund (SIGMA).
Se mezclé bien la suspension y se inyectd a un ratdn por via intraperitoneal.
Transcurridos 30 dias, se inyectdé nuevamente al animal una cantidad igual de
antigeno sin adyuvante. Tres dias posteriores a la hiperinmunizacion, se sacrificé al
ratén y se recupero la sangre de la vena femoral en un tubo Eppendorff y se mantuvo
en refrigeracién durante 12 h. Se desprendio el coagulo de las paredes del tubo con

la ayuda de un palillo y se centrifugd 5 min a 800 x g. El sobrenadante se almacend
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en alicuotas a — 70 °C hasta su uso.

5.11. Titulaciéon de los Anticuerpos

En una placa de 96 pozos, se colocaron 50 ng/50 uL de antigeno en cada pozo y
se incubaron a 39 °C sin humedad hasta sequedad. Como control, se usé antisuero
preinmune. Se reconstituyo el antigeno con 50 ul de leche descremada al 0.1 % en
PBS durante 1 h y se dejo secar. Se agrego el antisuero en diluciones decrecientes
(colocando en el primer pozo el antisuero sin diluir): 1:100, 1:300, 1:900, 1:2700,
1:8100, 1:24300, 1:72900 y 1:218700) y se incubd 1 h a 37 °C. Se lavaron los pozos
con PBS-Tween 20 al 0.05 % y se secaron. Se adiciond a cada pozo 50 uL de anti-
IgG conjugado a peroxidasa (SIGMA) en una dilucion 1:20 y se incub6 40 min a 37
°C. Se lavaron los pozos con PBS-Tween 20 y se agregaron a cada pozo 100 uL de
solucion de sustrato (mezclando 25 mL de acido citrico 0.05 M, pH 4 / 150 yL de
ABTS 40 mM y 125 ul de H20, 0.05 M). La placa se ley6 a 405 nm en un lector de

ELISA, se graficaron los datos y se obtuvo la dilucion media.

5.12. Microscopia Electréonica

Se determind la localizacion de lactadherina y acrosina por microscopia
electronica, en espermatozoides porcinos antes y después de 4 h de capacitacion,
con el uso de anticuerpos policlonales anti-acrosina y anti-lactadherina de leche

porcina.
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5.12.1. Capacitacion espermética

Se coloco una muestra de 0.9 mL de medio de capacitacion TALP-Hepes (ver
11.5.) en una caja de plastico de 4 pozos (NUNC, Dinamarca) [Betancourt y cols.,
1993] y se incubd a 39 °C. Después, en un tubo de centrifuga se colocdé 1 mL de
semen y 2 mL de medio de capacitacion previamente incubado a 39 °C, la
suspencion se mezclo ligeramente con una pipeta Pasteur y se centrifugd a 320 x g
durante 5 min. El sobrenadante fue removido y el paquete celular fue resuspendido
en 1 mL de medio de capacitacion. Se colocé una alicuota de 15 x 10°
espermatozoides en cada pozo de 0.9 mL de medio previamente preparado. Los
espermatozoides fueron incubados a 39 °C durante 4 h para la capacitacion [Bonilla y

cols., 1994].

5.12.2. Preparacion de las muestras para el microscopio

electrénico

La muestras se prepararon de acuerdo al método reportado por Conteras y
Fierro [2004] con ligeras modificaciones. Los espermatozoides sin capacitar, fueron
incubados 1 h en solucién de NaCl 0.157 M y en presencia de anticuerpos anti-
acrosina y anti-lactadherina, respectivamente a una dilucion final 1:50, lavados por
centrifugacion a 320 x g durante 5 min e incubados 1 h en presencia del segundo

anticuerpo (IgG anti-ratébn conjugado con particulas de oro de 10 nm) a una
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dilucion final 1:50. Los espermatozoides incubados 4 h en medio de capacitacion,
tuvieron el mismo proceso a partir de la tercera hora de capacitacion. Ambos
tratamientos (espermatozoides capacitados y sin capacitar) fueron fijados en
glutaraldehido al 0.5 % en amortiguador de cacodilatos (ver 11.6.) 1 h en hielo, se
lavaron 3 veces en amortiguador de cacodilatos pH 7.4 por centrifugacion a 500 x g
durante 5 min, lavados en amortiguador de fosfatos 0.1 M, incubados 1 h en tetréxido
de Osmio al 1% en amortiguador de fosfatos y deshidratados con dos cambios de
etanol absoluto (al 30%, 50% y 70%) de 15 min cada uno. Después, las muestras se
incubaron en una mezcla de Epon—oéxido de propileno (1:1) durante 48 h en un
desecador. La inclusion se llevo a cabo en Epdn en una camara a 60 °C durante 48
h. Los cortes se hicieron de un grosor de 80 — 85 nm en un ultramicrotomo Leica
ultracut R (Austria) y se contrastaron con acetato de uranilo (30 min) y citrato de
plomo (15 min) sobre rejillas de cobre de 200 mesh (numero de divisiones que tiene
la rejilla). La observacion de las muestras y la toma de fotografias se realizé en un

microscopio electronico Jeol 1200 Ex—Il (Japon).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Purificacion de las Proteinas Espermaticas Porcinas con Afinidad

por la ZP Homéloga

Las proteinas espermaticas que en estudios previos mostraron tener afinidad
por la ZP porcina [Zayas y cols., 1995], fueron aisladas del resto del extracto crudo
por cromatografia de afinidad. La ZP solubilizada fue la molécula que se us6é como

ligando para retener a dichas proteinas espermaticas.

6.1.1. Andlisis de la zona pelacida porcina (ZP) utlizado como

ligando inmovilizado en la columna de afinidad

Se obtuvieron 17 mg de ZP solubilizada de los ovocitos colectados de 15 kg
de ovarios. La ZP que se acoplé a la columna de afinidad fue primero analizada en
SDS-PAGE en geles al 12 % en condiciones reductoras, para verificar la integridad
de sus componentes o la presencia de algunas otras proteinas que pudieran
interferir. En el analisis electroforético de la ZP se pudo observar la separacion de los
dos complejos glucoproteicos: ZP1 (90 kDa) y ZP3 (55 kDa) (Figura 1), reportados
por Yurewicz y cols. [1983]. El componente de 55 kDa de la ZP esta constituido por

dos glicoproteinas, quimica e inmunolégicamente diferentes, llamadas 55 kDa o

(masa molecular de 37 kDa, sin carbohidratos) y 55 kDa B (masa molecular de 40
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kDa, sin carbohidratos), que electroforéticamente comigran, pero que pueden
distinguirse si se realiza una desglicosilacion de la familia de 55 kDa [Hedrick y

Wadrip, 1987].
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Figura 1. Analisis electroforético de la ZP solubilizada. Gel de
acrilamida al 12 % en condiciones reductoras. Carril 1: marcadores
de masa molecular; Carril 2: Componente ZP1 (90 kDa) y
componente ZP3 (55 kDa). La tincion se realiz6 con azul de

Coomassie.
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6.1.2. Analisis de las fracciones de proteinas espermaticas separadas

por cromatografia de afinidad

En la Figura 2 se muestra el cromatograma de afinidad del extracto crudo
espermatico. Se observa un pico de proteinas no retenidas (PnRr) Y otro de proteinas
retenidas (Pgr). Se hizo una estimacién de las proteinas recuperadas por medio de
una cuantificacion por el método de Peterson [1977]. El rendimiento de las proteinas
recuperadas de la columna (Pnr Yy PRr) fue del 98 % (Tabla 1). Las fracciones fueron
analizadas por SDS-PAGE en geles al 8 %. Solo dos proteinas mostraron afinidad

por la ZP inmovilizada (Figura 3, carril 2).
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Figura 2. Cromatograma de afinidad de proteinas de espermatozoides porcinos.

Las fracciones obtenidas se nombraron como: proteinas no retenidas (Pnr) Y

proteinas retenidas (Pr). La elusion de Pr se realizé con NaCl 3 M amortiguado

con NaH,;PO4/ Na;HPO,420 mM, pH 7.8
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Extracto Pnr (MQ) % Pr(mg) % % total

crudo (mg)
1 0.98970 98.97 0.000274 0.0274 98.9974
1 0.97334 97.33 0.000496 0.0496 97.3836
1 0.98961 98.96 0.000356 0.0356 98.9956

Promedio  0.98430 98.42 0.000375 0.0375 98.4588

Tabla 1. Rendimiento de proteinas recuperadas de la columna de
afinidad. Pnr y Pr fueron recuperadas en su totalidad, dializadas contra
agua desionizada durante 48 h con cuatro cambios de agua Yy
cuantificadas por el método de Peterson. Los calculos se obtuvieron con

un error de 0.00005.

6.1.3. Ensayo de afinidad por la ZP de la fraccion proteinica retenida

(PRr) determinada por western-blot

La fraccion espermatica retenida por cromatografia de afinidad, Pr, presenté
dos proteinas. (Figura 3, carril 2). La fraccion Pyr no contenia a estas dos proteinas

por lo que no reconocio a la ZP en el mismo ensayo. Estas dos moléculas ya habian
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sido observadas previamente [Zayas y cols., 1995] en un ensayo de afinidad por ZP
solubilizada de componentes espermaticos (mismas bandas observadas en la Figura
3, carril 3), aunque no se sabia su identidad. Por esta razdn, se esperaba obtener a
estas dos proteinas en cantidades suficientes por cromatografia de afinidad para
secuenciarlas y llevar a cabo estudios de caracter fisicoquimico, asi como de

inmunolocalizacion.
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Figura 3. Analisis de las proteinas espermaticas porcinas que mostraron
afinidad por ZP homodloga solubilizada: Carril 1: Marcadores de masa
molecular. Carril 2: Pr recuperada de la columna de afinidad con NaCl 3 M.

Carril 3: Pr (5 pg) incubada en presencia de ZP (Western-blot).
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6.1.4. Andlisis de secuencia de aminoacidos de los componentes de

la fraccion retenida

Se identificaron 10 residuos de la proteina superior y 13 de los primeros 16
residuos de la proteina inferior (bandas del carril 2, Figura 3). La secuencia
identificada para la proteina superior fue: RDNAT CDGPC vy para la proteina inferior:
GDFXD SSLXL NGGTX L. La secuencia del fragmento de 10 residuos (banda
superior) corresponde a la B-acrosina (E.C. 3.4.21.10). La comparacién de los 13
aminoacidos de la secuencia de la segunda proteina (banda inferior) con una base
de datos dio un alineamiento significativo (81% de identidad) con la secuencia de
aminoacidos de la lactadherina (Swissprot: locus MFGM_pig access P79385). Los
aminoacidos que no fueron identificados (X) por no haber sido modificados,
corresponden a cisteinas en la secuencia de la lactadherina. Este analisis nos
permite asegurar que las proteinas identificadas por Zayas y cols. [1998]

corresponden a la acrosina y a la lactadherina.

6.2.Obtencion de Lactadherinas de Leche Porcina y Bovina como

una Alternativa a su Baja Disponibilidad en Espermatozoides

Debido a la baja concentracién de lactadherina en espermatozoides, se busco
otra fuente de esta proteina, se decidié tomar como fuente de lactadherina a la leche

porcina por corresponder a la misma especie y a la leche bovina por razones de
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cantidad y disponibilidad.

6.2.1. Obtencién de las fracciones ricas en lactadherina porcina y

bovina.

La grasa de la leche completa porcina y bovina mostraron proteinas asociadas
a los glébulos que la constituyen, y que pudieron ser separadas solo hasta que la
grasa fue congelada y descongelada. Esta ultima fue centrifugada, formandose tres
fracciones, de las cuales la intermedia estaba reportada por Aoki y cols. [1994] como

rica en lactadherina (Figura 5, carril 3).

6.2.2. Afinidad de las fracciones ricas en lactadherinas de leche

porcina y bovina por ZP porcina determinada por western-blot

La fraccion intermedia de cada una de las muestras de leche porcina y bovina
(producto de congelar y descongelar la grasa de la leche), segun el método de Aoki y
cols. [1994], fue analizada la afinidad de alguno de los componentes de esta fraccion
por ZP a través de un ensayo de dot-blot. Ambas fracciones, tanto la porcina como

la bovina, reconocieron a la ZP sobre la membrana de nitrocelulosa (Figura 4).
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Figura 4. Ensayo de afinidad por la ZP porcina de lactadherinas
porcina y bovina (dot-blot). Blot 1: 5 ug de lactadherina porcina. Blot 2:
5 pg de lactadherina bovina. La membrana fue bloqueada con BSA al
5% en TBS.

6.2.3. Purificacion de las lactadherinas de leche porcina y bovina

Ya que la fraccion intermedia, proveniente de la leche porcina y bovina mostré
reconocimiento por la ZP porcina, los componentes de ambas fracciones se
resolvieron por SDS-PAGE en geles al 6% a partir de los cuales fueron
electroeluidas las bandas correspondientes a las lactadherinas porcina y bovina,
respectivamente. Después de terminado el proceso de purificacion, ambas

lactadherinas fueron analizadas en un gel tefido con azul de Coomassie. La mayor
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banda mostrada en los carriles 3 y 4 de la Figura 5 corresponde a la lactadherina
porcina. En éstos, se puede apreciar que entre los componentes de la fraccion, la
lactadherina constituye el mayor componente, y ésta es relativamente facil de

recuperar por electroelusion.

La Figura 6 muestra la lactadherina bovina parcialmente pura (carril 3). La
cantidad de leche bovina y su disponibilidad, representan ventajas respecto a la
adquisicion de leche porcina, para hacer de la lactadherina bovina una proteina
modelo para estudiar la interaccion entre gametos porcinos. La proteina electroeluida
del carril 3 (Figura 6) fue dializada y utilizada para la obtencidn de los espectros de

DC.
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Figura 5. Analisis en SDS-PAGE de la lactadherina de leche porcina
en los diferentes pasos de purificacion. Carril 1: Estandares de masa
molecular. Carril 2: Proteinas de leche completa (40 ug). Carril 3:
Fraccién rica en lactadherina obtenida de la grasa (20 pg). Carril 4:

Lactadherina purificada (20 ug).
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Figura 6. Analisis en SDS-PAGE de la lactadherina de leche bovina
después de la purificacion. Carril 1: Estandares de masa molecular.
Carril 2: Proteinas de leche completa (40 pg). Carril 3: Lactadherina

purificada (10 ug).
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6.2.4. Andlisis de las secuencias de las lactadherinas porcina y

bovina

Se identificaron 13 de los primeros 16 residuos de la banda de 47 kDa aislada
de la leche porcina. La secuencia del N-terminal determinada fue la siguiente:
GDFXD SSLXL NGGTX L. El analisis comparativo de este fragmento en una base de
datos dio un alineamiento significativo (identidad del 81 %) con la secuencia de
aminoacidos reportada para la lactadherina de porcina (SPERM SURFACE
PROTEIN SP47; PP47). Swissprot: locus MFGM_PIG, registro P79385. Por otro
lado, fueron identificados 16 residuos para la banda correspondiente a la leche
bovina: SGDFC DSSLC LGGTC L (bP47), identidad del 85.3 % con respecto a la
lactadherina porcina. La comparacién de las secuencias completas entre las
lactadherinas porcina (cuya secuencia esta reportada como la misma para la
lactadherina proveniente de espermatozoides de la misma especie) y bovina dio una
identidad del 85.3 % (Figura 7). La diferencia de aminoacidos entre ambas
lactadherinas puede ser la causa de pequefas diferencias entre los espectros

obtenidos en los estudios de DC (Figura 8).

En conclusion, se confirmo la hipétesis de la presencia de dos proteinas
espermaticas que fueron retenidas por la ZP porcina. Una de ellas —la acrosina— ya
habia sido reconocida por anticuerpos monoclonales anti-acrosina en un trabajo

previo [Zayas y cols., 1998]. La lactadherina, de la que hasta ahora se tiene poca
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informacién respecto a su funcién en los espermatozoides, fue la segunda proteina

identificada y secuenciada.
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402
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Figura 7. Alineamiento entre las secuencias de la lactadherina de leche porcina
(**) (misma que la secuencia de la lactadherina espermatica) y la lactadherina de
leche bovina (*). Las letras en color rojo indican los residuos diferentes en las
secuencias comparadas. La secuencias fueron obtenidas del National Center for

Biotechnology

Information

[http://www.ncbi.nim.nih.gov/].

Los

fragmentos

resaltados en verde corresponden a los residuos secuenciados en esta tesis.
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6.3.ldentificacion de Acrosina y Lactadherina en Extracto Crudo

Espermatico Determinada por Western-Blot

Se analizé el extracto crudo en presencia de diferentes anticuerpos: anti-
acrosina y anti-lactadherina de leche porcina. La membrana de PVDF con proteinas
espermaticas totales transferidas de la Figura 8 fue cortada en tres segmentos. El
primero (carriles 1 y mitad del 2) fue incubado con anticuerpos anti-acrosina. El
segundo segmento (mitad del carril 2, carril 3 y 4) fue incubado en presencia de
anticuerpos anti-lactadherina de leche porcina. El tercer segmento (carril 5 y 6) fue
tefido con azul de Coomassie después de la transferencia. La intencién de cortar
deliberadamente a la mitad el carril 2 fue para observar si la banda con afinidad a ZP
porcina, observada en un estudio previo [Zayas y cols., 2004] era reconocida por
anticuerpos anti-acrosina y/o anti-lactadherina. Puede notarse que los dos tipos de
anticuerpos reconocieron a diferentes componentes del extracto crudo por la
diferencia en el patron de revelado y como los muestra la secuencia primaria
obtenida de cada una de ellas mas adelante. Es importante destacar que la
sobreposicion de dichas proteinas explica por qué Zayas y cols. [2004] observan un
bloqueo de la union entre gametos porcinos al coincubarlos con una banda
identificada en ese trabajo —que ahora sabemos que es una mezcla de acrosina y
lactadherina—, mientras que Crosby y cols. [1998] niegan que la acrosina tenga

capacidad de bloquear dicha unién.
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Figura 8. Western-blot de extracto crudo espermatico porcino. Carril 1: anti-
acrosina. Carril 2: Segmento cortado deliberadamente a la mitad e incubado
una parte con anti-acrosina y otra parte con anti-lactadherina de leche
porcina. Carriles 3 y 4: Segmento de membrana incubado con anticuerpos
anti-lactadherina de leche porcina. Carril 5: Segmento tefido directamente

con Azul de Coomassie. Carril 6: Marcadores de masa molecular.
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6.4. Estudios Fisicoquimicos de las Lactadherinas de Leche Porcina

y Bovina

6.4.1. Afinidad de las lactadherinas (sometidas a DC) por la ZP

porcina determinada por western-blot

Las lactadherinas de leche fueron dializadas al menos por 48 h para eliminar
los componentes del amortiguador de elusion, y posteriormente filtradas con
membranas de 45 um antes de ser sometidas a la espectroscopia de DC. Las
lactadherinas purificadas de leche porcina y bovina aun después de ser sometidas a
estudios de DC mostraron afinidad por la ZP porcina. La razén por la que se realizé
este ensayo, fue para verificar el mantenimiento de la estructura, y con ello la
afinidad que tienen ambas lactadherinas por la ZP porcina después de 72 h de
tenerlas en solucion (sin congelar). Como control, en una membrana de nitrocelulosa
ambas lactadherinas fueron incubadas con anti-ZP porcina y con el anticuerpo
secundario, respectivamente; ninguna banda fue observada, lo que demuestra que la

ZP se unio especifcamente a ambas lactadherinas.
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6.4.2. Andlisis de la estructura secundaria de las lactadherinas de

leche porcina y bovina, y acrosina espermatica por DC.

Las Figuras 9A y 9B muestran los espectros de DC correspondientes a las
lactadherinas de leche porcina y bovina. Cada espectro de DC es el resultado de
promediar tres experimentos. Ya que la region espectral en la que se realizaron estos
estudios, 190 a 240 nm, corresponde la zona en la que el espectro de DC de una
proteina es un reflejo de su estructura secundaria, podemos establecer que la
semejanza entre las curvas mostradas en las Figuras 9A y 9B, indican que las dos
proteinas presentan un patron similar de plegamiento, debido posiblemente a que
tienen su origen en un gen ancestral comun. Las principales caracteristicas
espectrales de las lactadherinas son: dos extremos negativos, uno alrededor de 208
nm y otro centrado entre 220-222 nm, y un pico positivo en la regién de 190 a 195
nm. De acuerdo a Manavalan y Johnson [1983], estas caracteristicas son
consistentes con los patrones de plegamiento del tipo o + B (regiones separadas
ricas en a—hélice y hoja f3). La curva de DC de la lactadherina porcina se parece a la
curva reportada para la ribonucleasa A [Hennessey y Johnson, 1982] y la curva de
DC de la lactadherina bovina se parece a la reportada para la actinidina [Tello-Solis y

cols., 1995].
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Figura 9A. Espectro de DC de la lactadherina de leche porcina. El espectro fue
obtenido a 25 °C. La curva experimental (m) y la curva calculada (=) fueron

analizadas por el método de CONTIN.

83



15000

B

~ 10000
s

&

S 50004
&

(&)

% 0
@)

(qv]

| -

S 50004
o

=

—

D -10000-

190 200 210 220 230 240
Longitud de onda (nm)

Figura 9B. Espectro de DC de la lactadherina de leche bovina. El espectro fue
obtenido a 25 °C. La curva experimental (m) y la curva calculada (—) fueron

analizadas por el método de CONTIN.
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La Figura 10 muestra el espectro de DC correspondiente a la acrosina porcina
obtenida de espermatozoides. Las principales caracteristicas espectrales de la
acrosina son: dos picos negativos, uno alrededor de 207 nm y otro que se ubica
entre 220 a 224 nm, y un pico positivo en la region de 190 nm. Las caracteristicas
son consistentes con proteinas del tipo preferentemente a de acuerdo a la

clasificacion de Manavalan y Johnson [1983].

Para estimar el contenido de estructura secundaria, los espectros de DC
fueron analizados por el algoritmo de CONTIN de Provencher y Glonker [1981], Van
Stokkum y cols. [1990] y Grennfield [2004]. Los resultados de este analisis describen
curvas calculadas (Figuras 9A, 9B y 10) que reproducen los puntos experimentales
con un error de no sobreposicidon de ajuste (nrmsd) aceptable [Mao y cols., 1982],
donde el valor de dicho error para la lactadherina porcina fue de 0.028, para la
lactadherina bovina de 0.036 y de 0.067 para la acrosina espermatica. La Tabla 2
muestra el contenido de estructura secundaria para ambas lactadherinas y para la
acrosina. Los contenidos estructurales son expresados como fracciones y fueron
derivados del analisis de los espectros de DC mostrados en las Figuras 9A, 9B y 10,
utilizando el método de CONTIN. En todos los casos, la suma de las fracciones de la

estructura fue de 1.00, lo cual indica que el analisis fue satisfactorio.
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Figura 10. Espectro de DC de la acrosina de espermatozoides porcinos: El
espectro fue obtenido a 25 °C Las curvas experimentales (m) y las curvas

calculadas (e) fueron analizadas por el método de CONTIN.
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Proteina a-hélice Hoja B Hoja B Giros Otros Total
antiparalela| paralela B
Lactadherina de | o 155 | 0200 0115 | 0226 | 0.297 1
leche porcina
Lactadherm_a de 0.245 0.144 0.100 0.236 0.275 1
leche bovina
Acrosina de 0.387 0.035 0.051 | 0.175 | 0.352 1
espermatozoides
porcinos

Tabla 2. Contribucion de la estructura secundaria de lactadherina porcina, de

lactadherina bovina y acrosina. Notese que ambas lactadherinas tienen estructuras

del tipo a+p, mientras que la acrosina espermatica tiene estructura principalmente a

[Manavalan y Johnson, 1983].
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6.4.3. Contenido de carbohidratos de las lactadherinas de leche

porcina y bovina.

El anadlisis de carbohidratos determinado por el método de Dubois y cols.
[1956] y por el método descrito por Kapitany y Zebrowsky [1973] revelaron que la
lactadherina de leche porcina contiene aproximadamente el 31 % de hexosas
neutras (tomando como referencia a la glucosa), mientras que la lactadherina bovina
no mostré contener estos azucares. Tal diferencia en el contenido de azucares es
sorprendente si consideramos que la funcion de ambas lactadherinas en la leche es
la misma (ver 1.4.5.), aunque es posible que los carbohidratos de la lactadherina
bovina, segun Egito y cols., [2001], puedan estar constituidos por azucares no
detectados por el método de Dubois y cols. [1956] y/o Kapitany y Zebrowsky [1973].
Esta diferencia en la cantidad o tipo de carbohidratos entre ambas lactadherinas
pueden explicar también la diferencia de afinidad por la ZP porcina observada en los

ensayos de dot-blot.

6.5. Dinamica de Migracion de la Lactadherina y la Acrosina
Espermaticas sobre la Membrana de Espermatozoides,

Analizada por Microscopia Electrénica

Una vez que se purifico la lactadherina de leche porcina, y con la informacién
de que ésta y la lactadherina de origen espermatico presentan la misma secuencia

de aminoacidos, se produjeron anticuerpos contra la lactadherina de
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leche porcina para observar cambios en su localizacion antes y después de la
capacitacion. El mismo estudio se realizé para la acrosina, por medio de anticuerpos

contra ésta.

6.5.1. Titulacién de los anticuerpos

El titulo de los anticuerpos anti-acrosina y anti-lactadherina, definido como el
50 % del decaimiento de la afinidad del anticuerpo por el antigeno, se determind por
el método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) a una absorbencia de
405 nm. El titulo de tres antisueros (tres ratones) anti-acrosina fue superior a una
dilucién 1:900. El titulo de tres antisueros anti-lactadherina de leche porcina también
fue superior a 1:900. Los sueros preinmunes no mostraron afinidad por los

antigenos.

6.5.2. Localizacion de la lactadherina y de la acrosina en la
membrana del espermatozoide durante la capacitacion in

vitro

La distribucion de la acrosina y de la lactadherina en espermatozoides vivos
se observd por microscopia electronica. No se observd marcaje para la acrosina en
espermatozoides sin capacitar, solo excepcionalmente se observé alguna particula
de oro, como lo muestra la Figura 11. Después de 4 h de incubacion de los

espermatozoides en medio de capacitacion, la ausencia de marcaje
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se mantuvo en un 60 % de los espermatozoides (Figura 12 a); mientras que los
espermatozoides restantes mostraron un marcaje abundante (Figura 12 c). Esto
ultimo, como producto del dafio de las membranas y con ello la liberacion del
contenido acrosomal, a pesar de no usar inductor de la RA. La Figura 12 b, muestra
dafo de las membranas plasmaticas y acrosomales externas observadas en la
Figura 12 c, al mostrar en el mismo espermatozoide, parte de la membrana
plasmatica integra y parte con dafo evidente, por lo que el contenido acrosomal
(entre el que se cuenta la acrosina), comenz6 a ser reconocido por anticuerpos anti-

acrosina.

La inmunolocalizacién de la lactadherina, antes y después de 4 h de
incubacion en medio de capacitacion mostro patrones de marcaje no reproducibles,
por lo que no se muestran en el trabajo. A pesar de la prueba de ELISA, en la que se
mostré que el titulo de los anticuerpos anti-lactadherina de leche porcina
reconocieron a dicha lactadherina; in situ, el marcaje se mostraba en ocasiones
abundante en la membrana acrosomal y a veces escaso, aun después de la

incubacion en medio de capacitacion.
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Figura 11. Espermatozoide sin capacitar e incubado con anticuerpos anti-
acrosina (2500X). El total de los espermatozoides bajo estas condiciones
carecieron de marcaje. Excepcionalmente se observaba alguna particula de

oro, como en esta figura. La barra indica 200 nm
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Figura 12. Espermatozoides después de 4 h en medio de capacitacion e
incubados en presencia de anticuerpos anti-acrosina (3500X). (a)
Espermatozoide con la membrana integra (flecha con cabeza negra) y sin
marcaje. (b) Espermatozoide con parte de la membrana plasmatica dafiada
(flecha con cabeza abierta) con lo que el marcaje comienza a notarse, y parte
de la membrana integra (flecha con cabeza negra). (c) Espermatozoide con la

membrana plasmatica danada. La barra indica 500 nm
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7. DISCUSION GENERAL

Previamente, identificamos dos proteinas espermaticas porcinas que en geles
de poliacrilamida preparados al 12 % en condiciones reductoras, reconocieron a ZP
solubilizada homodloga [Zayas y cols., 1995]. Estas proteinas fueron aisladas y
recuperadas por electroelusion del gel. En ensayos de competencia, estas moléculas
aisladas —en lo que parecia ser una sola banda presente de manera abundante—
fueron capaces de bloquear directamente la union de gametos cuando fue
coincubada con ovocitos madurados y de manera indirecta cuando a
espermatozoides capacitados se le adicionaban anticuerpos dirigidos contra estas
proteinas. En un ensayo de reconocimiento, un anticuerpo monoclonal anti-acrosina,

solamente reconocio la banda correspondiente a 55 kDa [Zayas y cols., 1998].

Para obtener la identidad de estas proteinas y caracterizarlas, se purificaron e
identificaron sus secuencias amino terminales. La purificacion por cromatografia de
afinidad, usando ZP solubilizada como ligando, mostré dos proteinas cuando la
fraccion retenida por el ligando fue analizada por SDS-PAGE. Ambas moléculas
mantuvieron su afinidad por la ZP después de ser eluidas, dializadas vy liofilizadas.
Los analisis de secuencia mostraron que la proteina de 55 kDa corresponde a la
acrosina, mientras que la otra corresponde a la lactadherina (de quien se habia

estimado una Mr de 52 000).

Aunque se ha mostrado que el zimogeno de la acrosina porcina (la
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proacrosina) tiene afinidad por el componente de 90 kDa de la ZP [Mori y cols.,
1995], no esta claro si este sistema es capaz de bloquear la unién de gametos en
ensayos de competencia, debido al hecho de que esta afinidad se pierde después de
la activacion de la proenzima dada por cambios en el pH. Basados en estas
observaciones, es posible especular que ocurre una unién firme del espermatozoide
con el acrosoma reaccionado a la ZP, en un primer momento por la proacrosina y
una vez que ésta ha sido activada, ocurren una serie de interacciones dadas por
otros tipos de moléculas [Mori y cols., 1995]. Crosby y Barros [1999] demostraron

que la B-acrosina recombinante, asi como una mutante (B-acrosina Ser/Ala®?

) son
capaces de unirse a la ZP de una manera no enzimatica. Aunque este
reconocimiento fue especifico, saturable y estable con respecto al tiempo, la unién de
estas [B-acrosinas recombinantes no bloquearon la penetracion del espermatozoide,
sugiriendo que existen otras proteinas que participan en la union de gametos y que
estas son capaces de reconocer diferentes ligandos de aquellos que son bloqueados
por las [B-acrosinas recombinantes. La razén por la que estos autores no usan
proacrosina nativa como una molécula de competencia es que, se sabe que cuando
la proacrosina nativa se coincuba con ZP, esta mezcla influye en las tazas de

fertilidad debido a la modificacién proteolitica de la ZP y no por la capacidad de la

acrosina de bloquear la union [Crosby y Barros, 1999].

La lactadherina identificada en leche, inicialmente Illamada P47 tiene
secuencias tanto de su N-terminal como de algunas secuencias internas, que revelan

una semejanza estructural entre esta proteina y la O-acetil gangliosido
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sintasa de rata (rAGS), una proteina de glandula mamaria bovina (MPG) de 57 kDa y
la proteina E8 de la fraccidén grasa de la leche murina [Stubbs y cols., 1990]. Estas
dos ultimas son polipéptidos secretados por las células epiteliales de la glandula
mamaria en ambas especies. Los roedores, y el cerdo expresan lactadherina, que es
producto del mismo gen en diferentes tejidos. La rAGS es una molécula que participa
en la O-acetilacion del gangliosido GD3 del acido sialico. La glicoproteina y los
gangliosidos O-acetilados de los acidos sialicos son altamente especificos en
algunas células y en la expresion regulada de algunas proteinas durante el desarrollo
[Ensslin y cols., 1998]. La mayoria de las proteinas de la leche son componentes de
la superficie de las células apicales de la glandula mamaria lactante, ademas de una
porcion de la membrana plasmatica que es secretada con gotas citoplasmaticas que
durante la lactogénesis forma las membranas globulares de la grasa de la leche
(MFGM) [Larocca y cols., 1991]. A pesar de la informacion anterior, la funcion y
caracteristicas de la lactadherina en espermatozoides de cerdo son todavia

desconocidas.

El conocimiento que se tiene acerca de la acrosina y la reciente identificacion
de la lactadherina en espermatozoides porcinos, permite suponer que en un trabajo
previo realizado en nuestro laboratorio [Zayas y cols., 2004] la gruesa banda eluida
de geles para los ensayos de competencia, contenia realmente a dos proteinas que
al ser analizadas en grandes cantidades en SDS-PAGE, son capaces de co-migrar
(ver Figura 3; carril 2). Por las evidencias presentadas por Crosby y Barros [1999] y

por nuestros hallazgos [Zayas y cols., 2004], es razonable asegurar que se
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trata de la lactadherina espermatica que es capaz de unirse a ligandos en la ZP de
ovocitos madurados y con ello evitar la unién posterior de espermatozoides
capacitados y no la acrosina, presente como proteina soluble del acrosoma, quien si
bien tiene la capacidad de unirse a la ZP para degradarla, no lo hace en etapas

iniciales del reconocimiento entre gametos.

La descripcion de la estructura secundaria por medio del contenido de a-
helicoidal, hoja B antiparalela, hoja B paralela, giros y otros, como parte de la
descripcion de la lactadherina de leche porcina [Zayas y cols., 2005] es una reciente
aportacién que abre la posibilidad de describir los fendmenos que participan en el
plegamiento de proteinas de adhesion. Este tipo de estudios solamente se habian
descrito en espermadhesinas; sin embargo, la mayoria de estas moléculas que
cubren al espermatozoide son liberadas durante la capacitacién in vitro [Dostalova y
cols., 1994], por lo que su participacion en la union primaria con el ovocito queda

poco clara.

En el presente trabajo hemos encontrado, una dinamica de migracion
claramente opuesta a la descrita por Petrunkina y cols. [2003], quien trabajando con
marcaje inmunofluorescente, sugiere que durante la capacitacién, la lactadherina
parece desenmascararse por la liberacion de proteinas que la cubren y hacen visible
a nivel de microscopia Optica, la migracion del borde apical de la cabeza del
espermatozoide, hacia la regién acrosomal completa, al observar un patrén de

intensa fluorescencia después de 3 h de capacitacion in vitro. Con marcaje
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de oro coloidal a un segundo anticuerpo anti-lgG de ratdén, se observdé marcaje
distribuido homogeneamente en la membrana plasmatica de la regién acrosomal
completa en espermatozoides recién eyaculados y lavados, antes de la capacitacion.
Después de 4 h de capacitacion in vitro, la sefial se localizé unicamente en la regidn
apical de la cabeza. La diferencias encontradas entre Petrunkina y cols. [2003] y las
nuestras en el presente trabajo pueden ser debidas inicialmente al nivel de
resolucion entre la microscopia de fluorescencia empleada en el primer caso y la
microscopia electronica usada por nosotros. Como parte de la comprension del papel
de estas proteinas, se requiere mas investigacion acerca de las vias de transduccion

de senales que inducen la migracién de la lactadherina.
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8. CONCLUSIONES

La cromatografia de afinidad facilité la purificacién de proteinas espermaticas
que muestran funciones de receptores —con el uso de su ligando en el ovocito
(ZP)— sobretodo al tratarse de proteinas presentes en baja cantidad. No obstante,
se obtuvo lactadherina de fuentes alternativas por razones de cantidad y que mostré

tener la misma secuencia de aminoacidos que la presente en espermatozoides.

El analisis de los datos conformacionales obtenidos para la estructura
secundaria de las lactadherinas de leche porcina y bovina muestra un patrén de

plegamiento del tipo a + B. Por otro lado, las caracteristicas espectrales de la

acrosina sugieren un patron de plegamiento del tipo a.

La migracion que muestra la lactadherina espermatica (con el uso de
anticuerpos policlonales contra lactadherina de leche porcina), antes y después de la
capacitacion, sugiere que durante el remodelamiento de la membrana plasmatica hay
una relocalizacion de ésta, orientado a garantizar la union entre gametos, aunque es

posible que esta molécula no sea la unica que participa en el reconocimiento.

Las lactadherinas porcina y/o bovina que se encuentran abundantemente en
la fraccion grasa de la leche podrian ser usadas como analogas de la lactadherina de
origen espermatico para futuros estudios como molécula de reconocimiento entre
gametos porcinos por las siguientes evidencias: (1) Su afinidad por la ZP, (2) la

secuencia primaria de ambas lactadherinas de leche es idéntica a
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la encontrada en espermatozoides en mas de un 90 % y (3) la estructura secundaria

para ambas lactadherinas de leche presentan el mismo patrén de plegamiento (tipo

a+p).
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9. PERSPECTIVAS

No hay duda de que comparar y pretender sustituir las lactadherinas de leche
porcina y bovina con aquella proveniente de los espermatozoides porcinos —aunque
sea por razones de disponibilidad— en estudios de reconocimiento de gametos, es
un tema que origina polémica. Hasta el momento, se ha logrado establecer la alta
identidad entre las lactadherinas de leche con la de origen espermatico en términos
de la secuencia de aminoacidos, asi como el reconocimiento por la ZP que tienen las
lactadherinas estudiadas en esta tesis. Sin embargo, haran falta estudios orientados
a confirmar la posibilidad de emplear la lactadherina de leche porcina y/o bovina
como molécula modelo de adhesion en el campo de la fertilizacion en mamiferos.
Dichos estudios pueden estar orientados a determinar posibles cambios
conformacionales debidos a la interaccion de ZP-lactadherina de leche porcina y/o
bovina; determinar la termodinamica de desplegamiento—replegamiento de dichas
lactadherinas, entendido esto como cambios en la estabilidad en funcién de una
desnaturalizacion quimica o térmica. Adicionalmente, debera estandarizarse la
técnica para la obtencién de lactadherina espermatica a través de métodos de
biologia molecular para el aislamiento del gen por el que podamos obtener
cantidades importantes de esta proteina para el analisis de DC y posterior

comparacion con los datos conformacionales que se obtuvieron en esta tesis.
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11. ANEXOS

11.1. Preparacion de Geles al 8 % para SDS-PAGE

Gel de Separacion:

Acrilamida al 30 %

Agua desionizada

Tris-HCI 1.5 M; pH 8.8

Desgasificar 30 min.

SDS al 10 %

Persulfato de Amonio (APS) al 10 %
TEMED al 100 %

Gel de Compactacion:

Acrilamida al 30 %

Agua desionizada

Tris-HCI 1.5 M; pH 8.8

Desgasificar 30 min.

SDS al 10 %

Persulfato de Amonio (APS) al 10 %
TEMED al 100 %

3.335 mL
5.850 mL

3.125 mL

125 pl
63 ul
6ul

800 pL
2.8 mL

25 mL

50 pl

30 ul
S5ul
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11.2. Western-Blot de Proteinas Resueltas en SDS-PAGE

Transferencia de la proteina a la membrana (nitrocelulosa o PVDF):

(1) Resolver las proteinas en un gel de manera usual.

(2) Colocar la membrana de nitrocelulosa a equilibrar en el amortiguador de

transferencia (si se usa PVDF, humedecerla previamente en metanol al 100 %).

(3) Colocar la membrana equilibrada en un "sandwich" elaborado de la siguiente
manera: fibra porosa, papel filro, gel, membrana, papel filtro, fibra porosa.
Remover cuidadosamente cualquier burbuja que haya quedado entre los

componentes del "sandwich".

(4) Colocar adecuadamente el "sanwich" de manera que la membrana quede

orientada hacia el anodo (+) y el gel hacia el catodo (-).

(5) Transferir la proteina a 50 volts por 1 h aproxiamdamente

(6) Si se requiere, teiir la membrana con Azul de Comassie por 5 min. y desteirla
con metano al 50 % con los cambios necesarios hasta que las proteinas

transferidas se vean claramente.
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Solucion Stock del amortiguador de transferencia (10X):

Tris 250 mM

Glicina 1.92 M
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11.3. Prueba de Inmunoreactividad
Visualizaciéon con Peroxidasa/cloronaftol

(1) Bloquear los sitios no ocupados en la membrana (blot) en una solucion al 5% de
leche descremada, en TBS-A o bien, en BSA al 3% en el mismo amortiguador por

3 h o toda la noche.
(2) Lavar la membrana 1/2 h con 4 cambios de TBS-T.

(3) Incubar la membrana en el 1°" anticuerpo diluido en TBS-T o solucion de bloqueo,

de preferencia toda la noche para lograr una mayor sensibilidad.
(4) Lavar la membrana 1/2 h con 4 cambios de TBS-T.

(5) Incubar 1 - 2 h con el 2% Anticuerpo diluido en TBS-T o BSA al 1% (sin azida,

pues la azida inhibe la peroxidasa).
(6) Lavar la membrana 1/2 h con 2 cambios de TBS-T.

(7) Incubar la membrana en 4-cloro-1-naftol/TBS/H,O, recién preparado, por
aproximadamente 15 min. o hasta que el color de la(s) banda(s) sea suficiente sin

que el resto de la membrana se manche.

(8) Lavar la membrana dos min. en agua. Secar. Proteger de la luz excesiva.
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Reactivos para PRUEBA DE INMUNOREACTIVIDAD:

TBS (Tris buffered-saline)
Tris 10 mM
NaCl 0.9%

HClI hastapH 7.4

TBS-A (Tris buffered-saline-azida)

Igual que TBS mas la adicién de azida de sodio a una concentracion final de 0.02%

TBS-T (Tris buffered-saline-Tween 20)

Igual que TBS mas la adicion de Tween 20 a una concentracion final de 0.1%

Reactivo de cloronaftol:

Mezclar inmediatamente antes de usar:

3 mg/mL de 4-cloro-1-naftol en 10 ml de metanol al 100 %.

50 mL de TBS

50 pL de H207 al 30 %
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11.4. Amortiguadores para Cromatografia de Afinidad

Amortiguador "A" (Amortiguador de equilibrio de columna)

Fosfato de sodio 20 mM
Cloruro de sodio 150 mM
PMSF 1 mM
Cocktail de antiproteasas TmL
Colato de sodio 1%

AjustarelpHa 7.8

Amortiguador "B" (Amortiguador para despegar proteinas)

Fosfato de sodio 20 mM
Cloruro de sodio 3M
PMSF 1 mM

Cocktail de antiproteasas 1mL

Colato de sodio 1%
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AjustarelpHa 7.8

Notas:

(1) El colato de sodio es insoluble al pH acido al que se encuentran los
amortiguadores antes de ajustarlo a 7.8, de modo que para lograr su
solubilizacion se agrega paulatinamente NaOH hasta que el colato quede
completamente soluble. So6lo hasta entonces se podra ajustar el pH a 7.8,
agregando HCI muy lentamente, ya que cada gota provocara la precipitacion de
colato nuevamente, para lo cual simplemente debera esperar un poco a que se

resolubilice.

(2) EI PMSF debera solubilizarse en la menor cantidad de metanol antes de

adicionarse a la mezcla de reactivos.

(3) Ambos amortiguadores deberan filtrarse a través de una membrana de 0.45 ym o

0.22 ym.

(4) Ambos amortiguadores deberan desgasificarse por 15 - 30 min. inmediatamente

antes de usarse
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11.5. Medio TALP-HEPES

Usado para el lavado, dilucién y capacitaciéon de espermatozoides.

Componente PM mg/100 ml Concentracion final (mM)

KCI 74.55 23 3.1

NaCl 58.44 584 100

NaH;PO4-H>0O 137.99 4 0.29
HEPES 238.30 238 10
NaHCO; 84.01 210 25

Lactato de sodio 1121 0.308 ml 21.6
Rojo fenol -— 1 —
CaCly-2H,0 147.02 31 21
MgCl,-6H20 203.30 30 1.5

Aforar a 100 ml con agua desionizada.
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Comentarios:

1. Adicionar el CaCl,-2H,0 y MgCl,-6H0 al final.

N

. AjustarelpHa 7.4

3. Si es necesario, ajustar la osmolaridad a 290 — 300 mOsm/kg con NaCl.

4. Esterilizar por filtracion, con filtro de 0.22 um.

5. Suplementar el dia de uso con:

Piruvato de sodio 1 mM (40 pl del stock/ml de medio)

Albumina Sérica Bovina (fraccion V)6 mg/ml

Gentamicina 10 mg/ml (1ul/ml de medio)

6. Esterilizar nuevamente por filtracion, con filtro de 0.22 um.

Notas:

(1) Es suficiente preparar 15 ml para experimentos de capacitacion e

inmunolocalizacion de P47p.

(2) Hepes: acido N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etanosulfénico)
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11.6. Preparacion del Amortiguador de Cacodilatos (Acido

Dimetilarsinico)

11.6.1. Soluciones stock

A: Solucién de cacodilato de sodio 0.2 M (42.8 g de Na(CH3),AsO,-3H,0 en 1000
ml de agua desionizada).

B: NaOH 0.2 M (8g en 1000 ml de agua desionizada).

50 ml de A + x ml de B, aforados a 200 ml.

X pH X pH
2.7 7.4 29.6 6.0
4.2 7.2 34.8 5.8
6.3 7.0 39.2 5.6
9.3 6.8 43.0 54
13.3 6.6 45.0 52
18.3 6.4 47.0 5.0
13.8 6.2
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11.7. Tincién de Carbohidratos con Acido Periédico y Fuschina

Basica de Schiff

Soluciones:

e Para fijar y destefiir: etanol al 40 % / acido acético al 5 %.

¢ Reactivo de Schiff: Disolver 10 g de fuschina basica en 2 | de agua
destilada con calentamiento. Después de enfriar, afiadir 200 ml de
HCI 1N y 17 g de bisulfito de sodio (metabisulfito); mezclar la
solucion hasta que esté decolorada (en su mayor parte). Filtrar y

almacenar a 4 °C en un frasco ambar.

e Acido periddico: Disolver 1.4 g de &cido periédico en 200 ml de

acido acético al 5 %.

e Solucién de bisulfito de sodio: Disolver 0.4 g de bisulfito de sodio en

200 ml de acido acético al 5 %.

Procedimiento:

(1) Fijar el gel toda la noche en 500 ml de solucion fijadora.
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(2) Incubar el gel 3 h en solucién de acido periodico.

(3) Incubar el gel 30 min en solucion de bisulfito.

(4) Incubar nuevamente 3 h en solucion nueva de bisulfito (proteger el gel de la

luz durante y después de la tincion).

(5) Incubar aproximadamente 18 h en el reactivo de Schiff.

(6) Incubar 90 min en solucién de bisulfito a 55 °C.

(7) Desteriir con grandes cantidades de solucion fijadora con al menos 4 cambios

(toda la noche si es necesario para obtener un fondo claro).
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