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RESUMEN

La capacitacion es el conjunto de cambios bioquimicos y fisiologicos que ocurren
en los espermatozoides durante su transito por el tracto reproductor femenino y que
son necesarios para convertirse en células capaces de fecundar al gameto
femenino. Si bien se han estudiado algunos de los mecanismos relacionados con la
capacitacion, como es el aumento de la fosforilacion en tirosinas, adn existen otros
en los cuales el conocimiento es limitado. Uno de los mecanismos involucrados en
la capacitacion que han sido poco estudiados es el sistema ubiquitina proteosoma.
El objetivo de este proyecto fue caracterizar las proteinas conjugadas a ubiquitina
en espermatozoides humanos durante la capacitacion in vitro. Para ello, se
estudiaron los cambios en proteinas ubiquitinadas a partir de espermatozoides
humanos no capacitados y capacitados mediante Western blot, a partir de la
separacion de proteinas mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) y electroforesis bidimensional (2DE). Adicionalmente, las proteinas
conjugadas a ubiquitina fueron aisladas mediante inmunoprecipitacion. Los
resultados obtenidos indican que la conjugacién de proteinas a ubiquitina aumenta
durante la capacitacion, simultaneo al aumento en la fosforilacion en tirosinas. El
analisis de los conjugados de ubiquitina permitio identificar 6 grupos de proteinas
diferencialmente ubiquitinadas. Al inhibir la actividad del proteosoma, se observo
una acumulacién en los conjugados de ubiquitina, mientras que la fosforilacion en
tirosinas se mantuvo estable. La inmunoprecipitacion permitié el aislamiento de los
conjugados de ubiquitina, aunque el rendimiento fue muy bajo. Los resultados
obtenidos apoyan que las proteinas del espermatozoide conjugadas a ubiquitina y
su degradacién por el proteosoma participan durante la capacitacion, por lo que su
estudio e identificacion podria contribuir al mejor conocimiento de las vias de

sefalizacion requeridas para que el espermatozoide pueda fecundar.

15



ABSTRACT

Capacitation is a set of biochemical and physiological changes that occur in
spermatozoa during their transit along the female reproductive tract that are
necessary to become cells able to fertilize the female gamete. Although several
mechanisms related to capacitation have been studied, such as the increase of
tyrosine phosphorylation, there are still some others unknown. One of the
mechanisms involved in capacitation that is poorly studied is the ubiquitin-
proteasome system. The aim of this project was to characterize the proteins
conjugated to ubiquitin in human sperm during the in vitro capacitation. To that
purpose, we studied the changes in ubiquitinated proteins of non-capacitated and
capacitated human spermatozoa by Western blot, after protein separation by
denaturing electrophoresis (SDS-PAGE) and two-dimensional electrophoresis
(2DE). Moreover, the proteins conjugated to ubiquitin were isolated by
immunoprecipitation. The results show the increase of protein ubiquitin conjugation
during capacitation, simultaneous to the increase of tyrosine phosphorylation.
Further analysis of the ubiquitin conjugates allowed the identification of 6 protein
groups differentially ubiquitinated. When the proteasome activity was inhibited, we
found the accumulation of ubiquitin conjugates, while the tyrosine phosphorylation
remained steady. The immunoprecipitation allowed the isolation of ubiquitin
conjugates, but the recovery was very low. The results support that the sperm
proteins conjugated to ubiquitin and their degradation by the proteasome participate
during capacitation, so their study and identification may contribute to the better

knowledge of the signaling pathways necessary for sperm to fertilize.
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1. INTRODUCCION

1.1 Fecundacion

La fecundacion es un proceso coordinado entre el gameto masculino
(espermatozoide) y el femenino (ovocito) en el cual interactian, se reconocen y
culmina en la fusion de ambas células para dar inicio a la formacién de un nuevo
organismo. Para que dicho proceso se lleve a cabo, es necesario que los gametos
se encuentren maduros. En el caso del ovocito, se considera maduro o con
capacidad fecundante cuando alcanza un tamafo de 120 ym de diametro y se
encuentra detenido en la profase de la meiosis I, mientras que los espermatozoides
adquieren su capacidad fecundante de manera progresiva al recorrer el epididimo
(maduracion post-testicular) y concluye durante su transito por el tracto reproductor

femenino mediante el proceso llamado capacitacion (Georgadaki et al., 2016).

Durante el coito, el hombre deposita millones de espermatozoides en la vagina de
la mujer, de los cuales gran cantidad muere debido al ambiente acido propio de la
vagina y otro tanto sobrevive gracias a los elementos protectores que se encuentran
en el plasma seminal. Aquellos espermatozoides que logran superar esa primera
barrera nadan a través del moco cervical al Gtero, sitio en el cual tienen contacto
con células inmunoldgicas, tales como los leucocitos polimorfonucleares, los cuales
posiblemente estan involucrados en la eliminacion de espermatozoides defectuosos
mediante fagocitosis. Una vez ahi, mediante contracciones musculares, el Utero
facilita el recorrido de los espermatozoides hacia el tercio superior del oviducto,
donde se ubica el ampula que es donde ocurre la fecundacion. El oviducto presenta
un ambiente mayormente favorable para la vitalidad espermatica, con menor
cantidad de células inmunolégicas y secreciones epiteliales que promueven la
interaccion de los gametos. Sin embargo, este mismo epitelio oviductal parece
seleccionar de manera mas rigurosa a espermatozoides con caracteristicas
particularmente éptimas, como la correcta condensacion de cromatina, morfologia

adecuada y buena movilidad (Garcia-Vazquez et al., 2016; Georgadaki et al., 2016).
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1.2 Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso altamente complejo mediante el cual las células
germinales primordiales masculinas (diploides) son diferenciadas a
espermatozoides (haploides) mediante 3 fases principales que involucran: 1)
divisiones mitéticas para generar proliferacion celular; 2) divisiones meioticas para
reducir el nUmero de cromosomas; y 3) el proceso de espermiogénesis, mediante
el cual células redondas adquieren la morfologia propia del espermatozoide (de
Kretser et al., 1998).

El proceso de la espermatogénesis se lleva a cabo en los tubulos seminiferos del
testiculo (Cannarella et al., 2020; de Kretser et al., 1998). Los testiculos son
estructuras ovoides en par de aproximadamente 4.5-5 cm de largo y 2.5-4 cm de
ancho en el humano. Dentro de éstos podemos identificar dos compartimentos: 1)
el compartimento tubular, que comprende la region de tubulos seminiferos; y 2) el
compartimento intertubular, que rodea a todos estos tubulos seminiferos compuesto
de tejido intersticial (tejido conectivo laxo), células de Leydig, vasos sanguineos y
macréfagos. Las células de Leydig cumplen una importante funcién debido a que
son la principal fuente de testosterona (T) en los hombres y se localizan de manera
estratégica entre los vasos sanguineos y los tubulos seminiferos. Por otra parte, los
testiculos también son responsables de sintetizar y secretar andrégenos (T), los
cuales juegan un papel importante para la produccion espermética y la reproduccién
masculina, un hombre pospuberal secretan entre 3 y 10 mg/dia de T, lo que
representa mas del 95 % del total de T circulante, la cual puede almacenarse en el
compartimento intratesticular o liberarse a la circulacibn  sistémica.

(Durairajanayagam et al., 2015; Neto et al., 2016).

Los tubulos seminiferos ocupan alrededor de dos tercios del volumen total de los
testiculos. Estan constituidos por una membrana basal, células germinales en los
diferentes estadios de diferenciacién y las células de Sertoli, cuya funcién es aportar
un ambiente hormonal y de soporte adecuado para la continua diferenciacion

germinal. Si partimos de la region basal del tabulo hacia el lumen, podemos
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identificar por orden de maduracion a espermatogonias tipo A, espermatogonias tipo
B, espermatocitos primarios y secundarios, espermatides redondas, espermatides
elongadas y espermatozoides (Hess y Renato de Franca, 2008; Neto et al., 2016).
Estos tdbulos seminiferos se rodean de tejido peritubular que permite la
contractilidad e incluso pueden modificar la actividad de las hormonas y de los
factores de crecimiento sobre el epitelio seminifero. Se componen de seis capas

celulares de miofibroblastos internos y fibroblastos externos (Kerr, 1992).

El proceso de diferenciacion espermética requiere de aproximadamente 74 dias en
el hombre. Sin embargo, se producen de manera continua debido a que a lo largo
del tdbulo las células germinales se encuentran en diferentes fases de

diferenciacion (Fig. 1) (Cannarella et al., 2020; de Kretser et al., 1998).

Tuabulo seminifero
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Tejido intersticial iy Espermétide elongada |

Espermatide redonda
Espermatocito
Espermatogonia
Célula de Sertoli

___ Corte transversar del
" tabulo seminifero

Fig. 1. Espermatogénesis. Dentro del testiculo se localizan los tabulos seminiferos, donde se
encuentran los diferentes estadios de diferenciacion espermatica. A la izquierda se observa la
disposicion de los tubulos seminiferos dentro del testiculo. A la derecha se muestra un corte
transversal del tabulo con la disposicién celular de espermatogonias a espermatides elongadas.
(Modificado de Hess and Renato de Franca, 2008 y https://www.mens-app.es/estructura-y-funcion-
de-los-testiculos/).

1.3 Fases de la Espermatogénesis

La primera fase de la espermatogénesis es considerada proliferativa. Aqui las

espermatogonias, que son células diploides localizadas en la membrana basal del
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tubulo seminifero, comienzan a dividirse mediante mitosis de manera continua. Las
células madre espermatogoniales se pueden clasificar en dos tipos: el tipo Ay el
tipo B, siendo la espermatogonia B la que comienza a dividirse por mitosis,
conformando dos espermatocitos en la fase de preleptoteno, que representan el
inicio de la siguiente fase de la espermatogénesis: la fase meiotica. Mientras que
las espermatogonias tipo A se mantienen en la zona basal del tubulo seminifero

como células progenitoras (Hess y Renato de Franca, 2008).

La segunda fase consta de divisiones celulares de tipo meiotico. La division meidtica
consta de tres etapas: (A) meiosis I, con la division de células con 2 juegos de
cromosomas y 4 cromatidas hermanas (2n 4c); (B) formacién de espermatocitos
secundarios (n 2c¢) y (C) meiosis Il, que es la division de espermatocitos secundarios
con la finalidad de formar espermatides redondas haploides (n c) (Fig. 2) (Hess y
Renato de Franca, 2008).
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Fig. 2. Fases de la espermatogénesis. Durante la espermatogénesis, las células germinales
experimentan divisiones mitdticas y meibticas para adquirir una carga génica haploide. Por otra parte,
también existe una remodelacion morfolégica para adquirir la estructura propia del espermatozoide.
(Realizado en BioRender.com)

La ultima fase ya no implica ningan tipo de division, ahora cada espermatide inicia
con la remodelacibn de sus organelos mediante el proceso denominado
espermiogénesis para culminar con la morfologia propia de un espermatozoide. El

proceso de espermiogénesis se desarrolla a través de 4 etapas:

1. Etapa de Golgi: Este organelo se deferencia para dar origen a una vesicula
denominada acrosoma, la cual contendrd enzimas indispensables para

procesos posteriores que permiten la fecundacion.
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2. Etapa de casquete: En este momento de la espermatogénesis, la vesicula
acrosomal toca la envoltura nuclear y comienza a aplanarse hasta cubrir
aproximadamente un tercio de la superficie nuclear. Por otra parte, el nicleo
comienza a presentar cambios en su morfologia.

3. Etapa acrosomal: Implica la migracién del acrosoma sobre el nucleo y es
tipicamente observada en espermatides redondas. En esta etapa también se
incluye la condensacion de cromatina.

4. Etapa de maduracion: Aqui, el exceso de citoplasma celular es eliminado
mediante la formacién de lobulos citoplasmaticos y cuerpos residuales que
contienen componentes celulares no requeridos para su funciéon, como son
mitocondrias, ribosomas, lipidos, y vesiculas entre otros. Ademas, en esta
fase los cambios en el nucleo y la migracion del acrosoma contindan
desarrollandose, pero en menor proporcién (Fig. 3) (Hess y Renato de
Franca, 2008).
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Fig. 3. Etapas de la espermiogénesis. Transformacion morfolégica experimentada por
espermatides redondas haploides a espermatozoides alargados maduros para ser liberados al
lumen del tibulo seminifero. (A) Etapa de Golgi, (B) etapa de casquete, (C) etapa de acrosoma
y (D) etapa de maduracion. (Realizado en BioRender.com)
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1.4 Regulacion hormonal de la espermatogénesis

La regulacion hormonal en la espermatogénesis es orquestada mediante el eje
hipotalamo-hipofisis-gonada. El control de este eje inicia con sefiales enviadas por
el hipotalamo, al secretar la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) mediante
pulsaciones. A su vez, la GnRH genera un efecto sobre la hipdfisis estimulando la
produccion de gonadotropinas, tales como la hormona luteinizante (LH) y la
hormona foliculo estimulante (FSH), para su posterior liberacion. La LH es liberada
de manera similar a la GhRH mediante pulsos, mientras que la liberacion de FSH
es influenciada por otra hormona, la inhibina. Tanto la LH como la FSH actian a
nivel testicular para producir testosterona e inhibina. La FSH actlia sobre las células
de Sertoli estimulando la secrecion de inhibina y proteina de unién a andrégenos
(ABP), pero una vez que aumenta la concentracion de inhibina, inicia una
retroalimentacion negativa en la hipofisis que culmina por suprimir la liberacién de
FSHy asi, regular los niveles de inhibina. Por su parte, la LH actta sobre las células
de Leydig, localizadas en el compartimento intertubular del testiculo, estimulando la
produccién de testosterona mediante la conversion de colesterol. Al presentarse
altos niveles de testosterona, tal como ocurre con la inhibina y la FSH, se genera
una retroalimentacion negativa a nivel de la hipofisis suprimiendo la liberacion de
LH y, a nivel del hipotadlamo, suprimiendo la producciéon de GnRH, lo que genera la
regulacion a dos niveles (Fig. 4). Tanto FSH como LH son indispensables para llevar
a cabo el proceso de espermatogénesis, la primera para iniciarlo y la segunda para

mantenerlo (de Kretser et al., 1998).
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Fig. 4. Eje de regulacion hormonal implicado en la espermatogénesis. El proceso de
espermatogénesis se encuentra regulado a nivel de hipotalamo-hip6fisis-testiculo. El hipotalamo
libera hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), lo que estimula a la hip6fisis o pituitaria anterior
a liberar hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH). Posteriormente, estas dos
hormonas llegan a sus respectivas células blanco para estimular la sintesis y secrecion de hormonas
esteroides que, a su vez, tienen efectos regulatorios a diferentes niveles del eje. (Realizado en
BioRender.com)

1.5 El espermatozoide

Los espermatozoides son células masculinas altamente diferenciadas cuyo
propésito es transferir la informacion genética y epigenética a generaciones

subsiguientes (Neto et al., 2016).

El espermatozoide humano consta de una cabeza y un flagelo unidos por una pieza
conectora y mide entre 45 y 50 um de longitud. Siguiendo los criterios estrictos
respecto a la morfologia normal, la cabeza debe ser lisa y simétrica en forma

ovalada con base ancha y regidn apical adelgazada, midiendo de 4 a 5.5 um de
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largo y 2.5 a 3.5 ym de ancho (World Health Organization, 2010). Esta region es
muy importante, ya que ahi se localiza el material genético. El nacleo celular
constituye aproximadamente el 65% de la cabeza del espermatozoide. En la cabeza
también se presenta una region en forma de capuchdon denominada acrosoma que
ocupa dos tercios de su parte anterior. El acrosoma es una vesicula derivada del
aparato de Golgi que contiene enzimas hidroliticas como acrosina y hialuronidasa.
Cuando el espermatozoide se encuentra cerca del complejo cumulo-ovocito, se
promueve una exocitosis del acrosoma que permite la liberacion de su contenido
enzimatico, el cual es indispensable para la fertilizaciéon (Durairajanayagam et al.,
2015).

El flagelo mide entre 40 y 50 um de largo y proporciona la movilidad a la célula. Se
puede dividir en tres regiones: pieza media, pieza principal y pieza terminal. La pieza
media sostiene la cabeza con el flagelo manteniéndolo en una posicion central y es
mas ancha que el resto del flagelo. Ahi se localizan mitocondrias altamente
compactadas en forma de hélice que aportan energia en forma de adenosin
trifosfato (ATP) indispensable para el movimiento. La pieza principal es la region
mas larga del flagelo y donde se localiza el axonema, que es la maquinaria de
propulsidon constituida por dos microtibulos centrales y 9 pares periféricos.
Finalmente, se encuentra la pieza terminal (Fig. 5). Si bien se mencionaba que la
cabeza era la region mas importante por contener el ADN, el flagelo también juega
un papel muy importante, ya que permite al espermatozoide transportarse por el

tracto reproductor femenino (Durairajanayagam et al., 2015).
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Fig. 5. Estructura del espermatozoide humano. (A) Representacibn morfolégica del
espermatozoide humano, (B) amplificacion de la cabeza con subdominios y pieza media. (Modificado
de Darszon et al., 2005).

1.6  Maduracion post-testicular del espermatozoide

Dentro del testiculo, los espermatozoides adquieren una diferenciacion morfolégica
y reducen su carga genética, pero aun son funcionalmente inmaduros. Para que los
espermatozoides sean capaces de llevar a cabo la fecundacion requieren de un
proceso de maduracion que se obtiene al recorrer el epididimo. El epididimo, es un
sistema de conductos contorneados altamente especializado y de gran longitud
(méas de 6 metros de longitud en hombre) que forma parte del sistema reproductor
masculino. De manera anatémica, se regionaliza en cuatro segmentos: el segmento

inicial, la cabeza, el cuerpo y la cola (Sullivan y Mieusset, 2016).

En el epididimo ocurre la concentracién, la inmunoproteccion y almacenamiento del
gameto masculino. También es en este conducto donde los espermatozoides
adquieren un movimiento flagelar progresivo y moléculas de superficie requeridas
para el reconocimiento de la zona pelucida del ovocito, una capa formada de

glicoproteinas que se encuentran rodeando al ovocito (Sullivan y Mieusset, 2016).
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Para que los espermatozoides lleguen a una maduracion funcional es muy
importante la interaccion con el microambiente del epididimo. La regionalizacion es
muy marcada respecto a la funcion del epitelio epididimario. Por ejemplo, en el
segmento inicial se absorbe la mayor parte del liquido secretado por el testiculo,
generando una concentracion elevada de espermatozoides en la region. El epitelio
de la cabeza es mas activo, sintetiza y secreta mayor cantidad de proteinas, y es
aqui donde los espermatozoides comienzan a nadar de manera progresiva. En el
cuerpo, las caracteristicas anteriores contintan afinandose hasta llegar a la cola del
epididimo, la cual presenta un gran lumen que permite el almacenamiento de los
espermatozoides y presenta tanto actividad secretora como absorbente. El
microambiente cambiante del epididimo permite el aumento progresivo de la
maduracion funcional espermética (Zhou et al., 2018).

Los fluidos encontrados en el lumen del epididimo son variados. Hoy en dia se han
podido identificar iones inorganicos, proteinas y ARNs no codificantes. Sin embargo,
es muy complejo conocer todos los componentes en su totalidad, ya que es
cambiante de region a regién. Dentro de estos fluidos existen vesiculas
denominadas epididimosomas, los cuales han llamado la atencion en los dltimos
afos debido a la capacidad que tienen para transferir de manera eficiente proteinas
y ARNS no codificantes a los espermatozoides (Zhou et al., 2018).

Uno de los cambios que se genera en el epididimo es la reduccion de los centriolos.
Un estudio realizado en ratones demostr6 que en la parte superior del epididimo es
posible localizar un par de centriolos en el espermatozoide, los cuales conforme
avanzan por el epididimo son degradados y transformados en cuerpos vestigiales

una vez que el espermatozoide ha fecundado al ovocito (Simerly et al., 2016).

1.7 Capacitacion espermatica

La capacitacion espermatica es el siguiente proceso requerido por los

espermatozoides para convertirse en células completamente aptas para fecundar al
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gameto femenino (Georgadaki et al., 2016). En el tracto reproductor femenino se
depositan diferentes subpoblaciones de espermatozoides con diferentes grados de
movilidad, fragmentacion de ADN, morfologia y sensibilidad a moléculas de
sefalizacion, por lo cual los espermatozoides de mejor calidad son seleccionados
de manera rigurosa, y una gran cantidad de ellos son retenidos y no contindan hacia

el encuentro con el ovocito (Garcia-Vazquez et al., 2016) (Okabe, 2013).

Durante la capacitacion se produce un aumento en la fluidez de la membrana
plasmatica como consecuencia del eflujo de colesterol, lo cual aumenta la afluencia
iGnica, la hiperpolarizacion de membrana, los cambios en la concentracién de
adenosin monofosfato ciclico (CAMP) y el aumento de la fosforilacion en tirosinas
de proteinas espermaticas. Estos cambios permiten que el espermatozoide
adquiera una movilidad hiperactivada y pueda llevar a cabo la reaccién acrosomal,
los cuales son cruciales para la penetracion de la zona pellcida y la posterior fusion
con la membrana plasmatica del ovocito (De Jonge, 2017). Uno de los eventos
tempranos para llevar a cabo la capacitacién espermatica es la remocion de factores
descapacitantes. Dicha remocion de la superficie de la membrana plasméatica
permite el inicio de eventos en cascada como es la pérdida de colesterol
(aumentando la fluidez de membrana), el ingreso de iones como bicarbonato y
calcio, los cuales aumentan el pH intracelular y activan la adenil ciclasa soluble
(SACY), incrementandose con ello el CAMP vy, posteriormente, la activacion de la
proteina cinasa A (PKA). En bovinos y en el raton, el cCAMP puede ser regulado a la
baja mediante el transportador de nucleétidos MRP4 0 ABCC4 y se piensa que este
cAMP puede regular de manera autocrina al espermatozoide, ya que la adicién
externa de éste puede revertir los efectos de la inhibicion de MRP4 en el proceso
de hiperactivacion, la fosforilacion de tirosinas y la reaccion acrosomal (Darszon et
al., 2020).

Como se mencion6 anteriormente, el aumento en la fosforilacion de proteinas es

indispensable para la capacitacion. EI aumento de la fosforilacion en tirosinas es
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generado mediante la activacion de un grupo de enzimas denominadas tirosinas
cinasas (TKs), las cuales son activadas de manera directa o indirecta por la PKA.
Existen varias TK de la familia Src, como SRC, FYN, LYN y YES1, que se ha
demostrado tienen una participacion en la capacitacion en varias especies. Sin
embargo, SRC es la TK mayormente estudiada debido a que se ubica en el flagelo
de espermatozoides humanos y se activa por la fosforilacion del residuo Y416

durante la capacitacion (Signorelli et al., 2012).

Otro componente importante para los espermatozoides post-eyaculados es la
obtencion de energia necesaria para llevar a cabo el largo recorrido del lugar donde
son depositados al sitio donde ocurre la fecundacion. Por lo tanto, los
espermatozoides llevan a cabo los procesos bioquimicos de glucdlisis y fosforilacién
oxidativa para obtener la energia requerida en forma de adenosin trifosfato (ATP).
En mamiferos, las enzimas implicadas en la glucdlisis se encuentran unidas a la
vaina fibrosa de la pieza principal del flagelo, mientras que la fosforilacion oxidativa
se realiza en las mitocondrias localizadas en la pieza media (Darszon et al., 2020).

Por otra parte, en las ultimas décadas se ha dado gran importancia a la funcion de
los canales de calcio en el proceso de capacitacion debido a la relacion que existe
entre el calcio extracelular y los cambios de movilidad (Darszon et al., 2005).
Principalmente, se habla del canal CatSper, que regula las concentraciones de Ca?*
intracelular de manera dependiente e independiente de voltaje. De igual forma, se
ha visto que CatSper puede funcionar como un canal de sodio independiente de
voltaje. Ademas, parece ser que este canal es activado por progesterona
proveniente de las células del cimulo ovocitario en espermatozoides de humano
(Okabe, 2013) (Torres-Flores et al., 2011).

1.8 Reaccion acrosomal

El dltimo evento requerido para la fecundacién es la reaccion acrosomal. La

reaccion acrosomal consiste en la liberacion exocitica del contenido enziméatico del
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acrosoma, lo cual ayuda a penetrar las capas celulares del camulo y la zona
peltcida del ovocito. Para que ocurra esta liberacion, la membrana plasmatica del
espermatozoide se fusiona con la membrana externa del acrosoma, dejando
expuesta la membrana acrosomal interna donde se localizan receptores que son
necesarios para la fusion con el gameto femenino (Fig. 6). Algunas moléculas
implicadas en esta actividad son los receptores de proteinas de fijacion soluble de
NSF (SNARE). Se sabe que las proteinas de unién a zona peltucida de mamiferos
como GalTasa, Sp56, zonadhesina, Crisp, acrosina, entre otras, se encuentran
implicadas en la generacion de esta reaccion al interactuar con las glicoproteinas
de la zona pelucida (Okabe, 2013) y otras sefiales quimicas como es la
progesterona, componente del liquido folicular. En modelos de estudio como el
bovino y el ratén, se ha visto que la exposicion por tiempos cortos y altas
concentraciones de progesterona generan un aumento de espermatozoides que

llevan a cabo la reaccion acrosomal (Ryu et al., 2014)
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Fig. 6. Cambios del espermatozoide durante la capacitacion y lareaccién acrosomal. (A). Los
espermatozoides dentro del tracto reproductor femenino sufren cambios fisiologicos implicados en
la capacitacion. (B) Posterior a la capacitacion, los espermatozoides son capaces de liberar el
contenido enzimatico del acrosoma al fusionar la membrana del espermatozoide con la membrana
externa del acrosoma, logrando exponer moléculas que les permiten reconocer al ovocito.
(Modificado de Okabe, 2013).
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1.9 Sistema ubiquitina proteosoma

El sistema ubiquitina proteosoma (SUP) es un mecanismo de degradacion de
proteinas estrictamente regulado que controla diferentes procesos celulares, tales
como la transcripcion, el ciclo celular, la sefializacion, el trafico y el control de calidad
de las proteinas. Es de suma importancia su adecuado funcionamiento, de lo
contrario, al presentar deficiencias pueden surgir diversas enfermedades
neurodegenerativas e incluso el cancer (Rousseau y Bertolotti, 2018) (Collins y
Goldberg, 2017) .

Todas las funciones celulares requieren de un equilibrio dindmico entre la sintesis y
la degradacién de proteinas. En el caso de la degradacion, existen dos mecanismos:
la via vesicular mediada por lisosomas y la via citosolica mediante el SUP. Mientras
que el primero se encarga de degradar componentes celulares al envolverlos en
vesiculas de doble membrana y posteriormente fusiondndolas con lisosomas, el
SUP degrada de manera selectiva proteinas al marcarlas con una pequefia proteina
chaperona denominada ubiquitina (Wang y Robbins, 2014). La ubiquitina se
compone de 76 residuos de aminoacidos con un peso de 8.5 kDa. La manera en la
que dirige una proteina al sistema de degradacion es formando enlaces
isopeptidicos con las proteinas blanco. Esta proteina se encuentra altamente
conservada, particularmente en los residuos de lisina K6, K11, K27, K29, K33, K48
y K63, a los cuales pueden afadirse otras moléculas de ubiquitinas formando
multiples cadenas. Sin embargo, el residuo K48 es comunmente donde se observa
la formacién de tetra o poliubiquitinacion, sefial reconocida por el proteosoma 26S
(Sutovsky, 2011).

El proteosoma 26S es una proteasa constituida por mdultiples subunidades y
presenta afinidad especifica por proteinas marcadas con ubiquitina.
Especificamente, el proteosoma 26S se compone por un nucleo 20S compuesto por
cuatro anillos concéntricos que a su vez presentan siete subunidades que forman
una estructura de barril hueco con actividad proteolitica. El nacleo 20S se cubre en

ambos o so6lo uno de los extremos por particulas reguladoras 19S (Fig. 7). Esta
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particula reguladora 19S tiene como objetivo reconocer la presencia de multiples
ubiquitinas que se encuentran unidas a proteinas cuyo destino es la degradacion
(Leestemaker y Ovaa, 2017) (Sutovsky, 2011).
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Fig. 7. Componentes estructurales del proteosoma 26S. (A). Estructura y subunidades del nacleo
20Sy la particula regulatoria 19S del proteosoma. (B) Ensamble de la region 20S y 19S. (Modificado
de Sutovsky, 2011).

El proceso de degradacion por el SUP inicia con el marcaje de la proteina blanco o
sustrato, al activarse una monoubiquitina no conjugada mediante la accién de la
enzima activadora de ubiquitina (E1), la cual requiere de ATP y una previa
fosforilacion para ser activada. Posteriormente, la ubiquitina activa se desensambla
de la E1 y se transfiere a la enzima conjugadora de ubiquitina (E2). De manera
simultanea, una ubiquitina ligasa (E3) recluta a la E2 y al sustrato para transferirle

la ubiquitina. En el caso de la poliubiquitinacidén, que ocurre en K48, se presentan
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ciclos sucesivos de conjugacion. Sin embargo, en ocasiones, la presencia de
monoubiquitinacién pude ser suficiente para direccionar el sustrato al proteosoma
26S para su posterior degradacion. Una vez reconocido el sustrato, la subunidad
19S del proteosoma retira las moléculas de ubiquitina mediante su actividad de
desubiquitina (DUB) o por enzimas desubiquitinantes extrinsecas que se asocian a
esta subunidad. Ahora, el sustrato es fragmentado en péptidos cortos que
posteriormente son separados en aminoacidos mediante aminopeptidasas (APP) y
las ubiquitinas libres son recicladas para marcar nuevas proteinas sustrato (Fig. 8)
(Rousseau y Bertolotti, 2018).

El: Enzima

activadora de ATP é . i
ubiquitina @ @ E2: Enznma_cor.u.ugadora
\ de ubiquitina
Reciclaje de
ubiquitina @
)
® @ E3: Ubiquitina ligasa
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DUBs: Enzimas de ®

Desubiquitinacion :.? ()
@

+ Sustrato de reconocimiento,
desubiguitinacién y despliegue

+ Apertura de compuertay
translocacion del sustrato

205 CP

+ Degradacion de sustrato

APPs: Aminopeptidasas

o © 4 Reciclaje de Proteosoma
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sose " e
o o ©
Aminoécidos Péptidos

Fig. 8. Sistema de degradacion ubiquitina proteosoma. Para llevar a cabo la degradacion de
proteinas mediante el sistema, se requiere de la proteina ubiquitina, la enzima activadora de
ubiquitina (E1), la enzima conjugadora (E2), la enzima ubiquitina ligasa (E3), APPs y enzimas de
desubiquitinacion (DUBSs). La ubiquitina forma un enlace isopeptidico con la proteina sustrato y se
dirige al proteosoma 26S, donde es reconocida y fragmentada en pequefias secuencias de
aminoacidos, los cuales son separados en unidades mediante la accién de APPs. (Modificado de
Rousseau and Bertolotti, 2018).



2. ANTECEDENTES

El proteosoma fue detectado en espermatozoides humanos y de ratbn mediante
centrifugacion diferencial de proteinas esperméticas en gradientes de glicerol,
donde se observo que habia una fraccion con una proporcién de sedimentacién
similar al proteosoma de las células somaticas (Rosales et al., 2011). Por otra parte,
el proteosoma se ha localizado en la membrana acrosomal externa e internay en la
matriz acrosomal (Morales et al., 2003) y extracelularmente en el espermatozoide
humano (Morales et al., 2004). Esta localizacion extracelular podria estar asociada
con su posible participacién en los mecanismos de penetracion de la zona pellcida
(Saldivar-Hernandez et al., 2015). Prueba de ello, es la afinidad que presentan estos
complejos multiproteicos por zonas homoélogas de la zona pellucida de humanos
(Redgrove et al., 2011). Otros estudios también han identificado el proteosoma en
la region del cuello, donde se ubican los centriolos, y alrededor del nucleo (Wojcik
et al., 2000).

Un estudio expuso que el SUP presentaba relativamente una mayor actividad en
espermatozoides con una maduracion mayor, comparada con la actividad
registrada en los que presentaban menos grado de madurez, lo que sugiere que el
proteosoma es necesario en la fisiologia normal de los espermatozoides previo a

las penetracion del ovocito (Tipler et al., 1997).

En 2009, Kong y colaboradores estudiaron el papel del proteosoma durante la
capacitacion del espermatozoide humano, relacionando su actividad con la
fosforilacién de proteinas durante este proceso. Ellos encontraron que al incubar
espermatozoides humanos en presencia de inhibidores especificos del proteosoma
hubo una disminucién significativa de espermatozoides capacitados y se modificd
el patron de fosforilacion de proteinas, observandose disminucion en residuos de
serina, aumento en residuos de treonina, pero sin efecto sobre las tirosinas (Kong
et al., 2009).

Sabemos que el semen humano se encuentra compuesto por una poblacion

heterogénea de espermatozoides con diversos grados de diferenciacion estructural
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y funcional, por lo que es posible observar subpoblaciones de diferente calidad
(Saez-Espinosa et al., 2020). Para poder diferenciar dichas subpoblaciones, la
técnica mas utilizada es la separacién por centrifugacion utilizando gradientes
discontinuos de Percoll. Mediante la utilizacidén de esta técnica, se ha mostrado que
espermatozoides aislados de la interfase de 64/45% de un gradiente de Percoll
presentaban reduccion en la actividad del proteosoma junto con una disminucién en
el porcentaje de células moéviles y con morfologia normal. En cambio, los
espermatozoides obtenidos del gradiente de 90% tenian mayor actividad del

proteosoma al mismo tiempo que mejor calidad (Rosales et al., 2011).

También se ha visto que la enzima activadora de ubiquitina tipo E1 (UBA1),
responsable de activacion de la ubiquitina, se encuentra presente en el
espermatozoide porcino y es necesaria para la capacitacion e interaccion
espermatozoide-zona pelucida durante la fecundacion in vitro. Por otra parte, al
capacitar los espermatozoides en presencia de un inhibidor especifico de UBA1,
PYR-41, observaron alteraciones en la remodelacién de la membrana acrosémica

externa y una capacidad fertilizante reducida (Yi et al., 2012).

Estudios recientes sobre el papel del proteosoma en la capacitacion espermatica en
modelo porcino han permitido identificar algunas proteinas destinadas a
degradarse, ya que se encontraron acumuladas al inhibir la funcién del SUP durante
la capacitacion in vitro. De las proteinas que pudieron identificarse resaltan la
espermadhesina y la proteina DQH, que son blancos importantes de degradacion
para promover el desprendimiento de los espermatozoides retenidos en el
reservorio oviductal. Otras de las proteinas identificadas son la lactadherina (MFGE-
8), desintegrina A, metaloproteinasa 5 (ADAMb), espermadhesina (AWN1), proteina
de union a acrosina (ACRBP), el inhibidor de acrosina (SPINK2), entre otras. En
este mismo estudio también observaron que la reorganizacién que presenta la
membrana plasmatica en el momento de la capacitacion tomaba mas tiempo en

espermatozoides expuestos a inhibidores del proteosoma (Zigo et al., 2019b).
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Se ha visto que el proteosoma degrada a la proteina que regula parcialmente la
liberacion de proteina cinasa A (PKA) denominada AKAP3 y otras proteinas como
el inhibidor de acrosina (SPINK2) y la espermadhesina (AQN1) implicadas en la
remodelacion de la regibn acrosomal que presentan los espermatozoides ya

capacitados (Kerns et al., 2016).

Todas estas investigaciones sugieren que el mecanismo del SUP juega un papel
fundamental en la capacitacion espermatica y, por tanto, para que el

espermatozoide adquiera la capacidad de cumplir su funcién.
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3. JUSTIFICACION

El SUP esta presente en el espermatozoide de humano y desempefia un papel
esencial en la capacitacion espermatica. Sin embargo, se desconocen las proteinas
gue son degradadas por el SUP durante la capacitacion y las posibles alteraciones
funcionales que podria generar una deficiente actividad proteolitica por parte del
SUP.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son las proteinas que se conjugan a ubiquitina en espermatozoides

humanos durante la capacitacion?
5. HIPOTESIS

La degradacion selectiva de proteinas del espermatozoide mediante el SUP

aumentara durante la capacitacion espermatica.
6. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las proteinas conjugadas a ubiquitina en espermatozoides humanos

durante la capacitacion.

6.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar proteinas conjugadas a ubiquitina en espermatozoides no
capacitados y capacitados mediante el uso de anticuerpos especificos.
e Aislar proteinas conjugadas a ubiquitina a partir de espermatozoides

humanos.
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7. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de esta investigacion fue aprobado por el Comité Cientifico y de Etica
en Investigacion Humana del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubiran.

7.1 Estrategia experimental

Muestras de espermatozoides humanos

No capacitados Capacitados

Caracterizacion de proteinas Aislamiento de proteinas mediante
inmunoprecipitacion con anti-Ubiquitina

SDS-PAGE 2DE Western Blot

Se incluirdn grupos de espermatozoides capacitados en presencia de MG132 (Inhibidor del proteosoma) o su vehiculo
(DMSO0)

Fig. 9. Diagrama de la estrategia experimental. Se mencionan los tratamientos aplicados y las
técnicas a realizar para cumplir con los objetivos propuestos.

7.2 Seleccién de donadores

Se incluyeron en el estudio como donadores de muestras de semen a hombres
entre 18 y 35 afios a los cuales se les realiz6 un cuestionario para recolectar
informacion basica sobre su historial médico y habitos de estilo de vida. Se
descartaron de la investigacién a hombres con enfermedades crénicas de cualquier
tipo, que ingirieran algun tipo de medicamento, fumaran, tuvieran problemas de

alcoholismo o drogadiccion.
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7.3 Obtencidon de muestras de semen humano

Las muestras de semen se obtuvieron mediante masturbacién después de una
abstinencia sexual de 3 a 5 dias. Posteriormente, los eyaculados se incubaron
durante 30 minutos a 37°C para permitir la licuefaccion y se evaluaron de acuerdo
a las especificaciones y valores de referencias del Manual de la Organizacién
Mundial de la Salud (World Health Organization, 2010). Solo se consideraron en el

estudio aquellas muestras clasificadas como normozoospérmicas (ver tabla 1).

Tabla 1. Valores de referencia para examinar semen humano publicado por la
Organizacién Mundial de la Salud, 2010.

pH >7.2
Volumen >1.5ml
Concentracién espermatica >15x 108/ ml
Concentracion total >39 x 108
Movilidad progresiva >32%
Viabilidad >58%
Morfologia >4%
Leucocitos <1x108/ml

7.4 Procesamiento de muestras y capacitacion espermatica

Los espermatozoides se separaron del plasma seminal mediante la técnica de
centrifugacion a través de gradientes con densidades discontinuas de Percoll
(Isolate™ Irvine Scientific, Santa Ana CA, EE. UU). Para ello, se colocé en un tubo

conico muestra seminal sobre dos fases de diferentes densidades (50% y 90%).
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Posteriormente, se centrifugd a 2,100 rpm por 20 min y se obtuvo el botdn celular,
el cual se lavo con medio Fluido Tubarico Humano (HTF) (ver anexo 11.1) mediante
una centrifugacion a 10,000 rpm por 10 min, y nuevamente se evalué la movilidad y
la densidad. Los espermatozoides recuperados se llevaron a una concentracion de
15 x 108 células/ml en medio HTF suplementado con 0.3% albumina sérica humana
(HSA) y 0.33 mM piruvato de sodio para los diferentes grupos experimentales: no
capacitados, capacitados, capacitados mas inhibidor proteosomal y capacitados
mas el vehiculo del inhibidor. Las fracciones que fueron capacitadas se incubaron
durante 2 o0 4 h en HTF suplementado a 37°C, 5% CO2, 95% de humedad
(Hernandez-Silva et al., 2019). Los espermatozoides capacitados a los cuales se
les inhibio la actividad proteosomal fueron incubados con el inhibidor Z-Leu-Leu-
Leu-al (MG132): C2211; (Sigma-Aldrich, St. Louis Mo, EE.UU.) 50 uM, utilizando
como vehiculo dimetilsulfoxido (DMSO). Al final de las incubaciones, los
espermatozoides se lavaron con solucibn amortiguadora de fosfatos (PBS),

suplementada con 1 mM ortovanadato de sodio y 0.02 mM genisteina.

7.5 Movilidad espermatica

La movilidad espermética se evalué mediante la observacion de 10 ul de la muestra
en un microscopio de contraste de fases, donde se contaron al menos 100 células.
La movilidad se clasific6 como progresiva, no progresiva e inmovil. Los resultados

obtenidos se expresaron como porcentaje de células de cada categoria.

7.6 Caracterizacion de proteinas ubiquitinadas
7.6.1 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

La caracterizacion mediante SDS-PAGE se realiz6 resuspendiendo el botén celular
obtenido de 1x10° espermatozoides en solucién de muestra de Laemmli (ver anexo
11.1) para la obtencion de proteinas solubles, las cuales se separaron en geles de
poliacrilamida al 12%. Al terminar la separacion electroforética, los geles fueron

tefiidos con azul de Coomassie o utilizados para andlisis mediante Western blot.
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7.6.2 Electroforesis bidimensional (2DE)

Alicuotas de 10x10° de espermatozoides se resuspendieron en Buffer de
rehidratacion (ver Anexo 11.1) para su andlisis mediante 2DE. La primera dimensién
separo las proteinas segun su punto isoeléctrico mediante isoelectroenfoque (IEF)
en tiras de 7 cm de largo con un rango de pH de 3-10 (ReadyStrip IPG; Bio-Rad;
Hercules CA, EE. UU). Los IEFs se realizaron en el equipo PROTEAN IEF Cell de
Bio-Rad, siguiendo un protocolo eléctrico conforme lo recomendado en su manual
(ver anexo 11.3). Posteriormente, las tiras se incubaron sucesivamente en buffer de
equilibrio 1 y buffer de equilibrio 1l (Ver anexo 11.1) durante 10 min cada uno. Para
la segunda dimensién, las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE en geles
de gradiente de poliacrilamida (4-20%). Los geles obtenidos se tifieron con el
colorante azul de Coomassie al 0.2% durante 30 min o se procesaron para Western
blot.

7.7 Western Blot

Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE y 2DE fueron electrotransferidas a
membranas de nitrocelulosa para su analisis mediante la deteccién de proteinas
con anticuerpos especificos. Después de la transferencia, las membranas se
incubaron en soluciébn de blogueo (ver anexo 11.1) durante una hora v,
posteriormente, se incubaron durante toda la noche a 4°C con anticuerpos anti-
ubiquitina, diluidos 1:3,000 en 0.1% TBS-Tween 20. Transcurrido el tiempo de
incubacion, las membranas se lavaron 3 veces con buffer 0.1% TBS-Tween 20.
Consecutivamente, se incubaron con anticuerpo secundario anti-lgG de ratén
acoplados a peroxidasa de rabano diluido 1:2,000 en 0.1% TBS-Tween 20 (ver
anexo 11.2). Por otra parte, para analizar la abundancia de fosforilacion en tirosinas,
las membranas procesaron de manera similar, pero como anticuerpo primario se
utilizaron anticuerpos monoclonales anti-fosfotirosina (clon 4G10) diluidos 1:5,000 y
para corroborar la carga homogénea de proteinas presentes en la membrana, se

re-incubaron con anticuerpos monoclonales anti-p-tubulina diluidos 1: 30,000.
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El revelado de la union de anticuerpos especificos se realizd mediante
quimioluminiscencia utilizando como substrato de la peroxidasa el Immobilon™
Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, Billerica, EE.UU.). La
deteccion se llevé a cabo utilizando un fotodocumentador Chemidoc XRS+ Imager
(Bio-Rad). El andlisis densitométrico para cada condicion experimental se realizé
mediante el programa ImageLab™ (Bio-Rad), normalizando las intensidades de
ubiquitinacién y fosforilacion con la sefial obtenida de anti-B-tubulina en cada carril,
y el valor de abundancia relativa obtenido de espermatozoides no capacitados se
consider6 como 1 para la normalizacion de los demas valores. Para el analisis de
los mapas bidimensionales se utilizé el software PD Quest (Bio-Rad) (Hernandez-
Silva et al., 2019).

7.8 Purificacion por inmunoafinidad

La solubilizacién de proteinas se realiz6 agregando 50ul de buffer RIPA (ver anexo
11.1) con inhibidores de proteasas a 10x10° espermatozoides. Luego, las células
se calentaron durante 5 min en agua hirviendo, se homogenizaron y centrifugaron
a 12,000 rpm durante 10 min, recuperandose el sobrenadante para obtener la

fraccidon de proteinas solubles.

Para la inmunoprecipitacién de conjugados de ubiquitina, los extractos proteicos se
incubaron con perlas de agarosa-proteina G acopladas con anticuerpos anti-

ubiquitina, siguiendo los procedimientos ya descritos (Schwertman et al., 2013).

Brevemente, anticuerpos anti-mono/poli-ubiquitinacién diluidos en PBS se
acoplaron a 100 ul de perlas de agarosa-proteina G, incubandose durante 30 min a
temperatura ambiente y en agitacion constante. Luego, se centrifugé y lavé con 500
ul PBS. Terminados los lavados, se realizé el entrecruzamiento del anticuerpo con
la proteina A utilizando suberato de disuccinomidil (DSS). Finalmente, se lavaron

las perlas con 500 ul de buffer de elucién (ver anexo 11.1) y PBS, sucesivamente.
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Una vez preparadas las perlas, se incubaron con 45 ul de la fraccion soluble de
proteinas, mas 150 ul de PBS y 10 ul de BSA 2%. Se incubaron durante toda la
noche a 4°C en agitacion constante. Posteriormente, las perlas se centrifugaron y
lavaron con 500 ul de Triton-X100 al 1% en PBS. Finalmente, las proteinas
asociadas a las perlas se eluyeron 2 veces consecutivas agregando 50 ul buffer de
elucion. Las eluciones recuperadas de varios donadores se mezclaron y
concentraron en columnas de Amicon Ultra-15 (Amicon ® Ultra, Billerica, EE. UU.).
Posteriormente, se cuantificaron por medio del método de acido bicinconinico (BCA,;
Pierce, Rockford IL, EE. UU.). Para verificar la obtencion de las proteinas de intereés,
se analizaron mediante SDS-PAGE seguido de tincion de plata utilizando el
protocolo rapido del Kit Silver stain kit (Biorad; Hercules, CA, EE. UU.) y Western

blot con anticuerpos anti-ubiquitina.

7.9 Analisis de resultados

Los resultados obtenidos se presentan como la media * error estandar (EE).
Adicionalmente, se utilizé el programa de analisis estadistico GraphPad Prisma
(GraphPad Software Inc., version 5.01), aplicando la prueba de analisis de varianza
de una via (ANOVA) seguida de la prueba de Tukey para comparaciones multiples
y t pareada para la comparacién de dos grupos. Se consideraron diferencias

significativas los valores de P< 0.05.
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8. RESULTADOS

8.1 Caracteristicas de las muestras de semen utilizadas

Las muestras de diferentes donadores fueron evaluadas conforme lo establece la
0O.M.S. (World Health Organization, 2010) para el analisis de muestras seminales.
En la tabla 2 se presentan los valores obtenidos para un total de 40 muestras
obtenidas de 11 donadores diferentes. Cada una de las muestras individuales
cumplieron con los valores limites de referencia para ser consideradas como

normozoospérmicas.

Tabla 2. Parametros evaluados en las muestras en fresco

Valores obtenidos de Valores obtenidos de las
muestras seminales en muestras post-
fresco (Promedio + D.E.), gradientes (Promedio +
n=40 D.E.),n=40
Abstinencia (Dias) 35+0.8 -
Volumen (ml) 3.3+ 0.99 0.67+0.4
pH 8.2 -
Concentracion (x10%/ml) 75.0 £ 30.6 57.7+32.4
Total de células(x106) 248.7 + 122.3 36.8 + 26.6
Movilidad progresiva (%) 73.1+ 8.1 -
Movilidad total (%) 80.8 +6.4 726 +11.1
Morfologia (%) * 5.25+ 0.5 -

* La evaluacién morfolégica se realizé con una n=4
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Fig. 10. Morfologia espermatica: 1. Espermatozoide con alteracion en cabeza, 2. Espermatozoides
con alteraciéon en pieza media, 3. Espermatozoide con alteracion en flagelo, 4. Espermatozoide con
gota citoplasmatica, 5. Espermatozoide normal. Imagen tomada en microscopio 6ptico, Aumento:
1000X, tincién Spermac stain.

8.2 Caracterizacion de proteinas ubiquitinadas de espermatozoides

Para caracterizar las proteinas ubiquitinadas de espermatozoides durante la
capacitacion, se corroboré la eficiencia del protocolo de capacitaciéon in vitro
mediante el estudio de los cambios de fosforilacion en tirosinas de proteinas
espermaticas. En la Fig.11.A se observa que los espermatozoides capacitados
(CAP) presentaron un aumento de fosforilacion en tirosinas de dos proteinas de
aproximadamente 82 y 97 kDa en comparacion con los no capacitados (NC).
Paralelamente, la misma muestra se utilizé para la deteccibn de proteinas
ubiquitinadas en espermatozoides no capacitados y capacitados, observandose en
espermatozoides CAP un aumento de proteinas ubiquitinadas con alto rango de
peso molecular comprendido entre 45 y 250 kDa aproximadamente (Fig. 11.B). Para
confirmar que la cantidad de proteina cargada fuera homogénea se consideré como

control de carga la presencia de B-tubulina.
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Fig. 11. Efecto de la capacitacion espermética en la ubiquitinacion de proteinas. (A)
Fosforilacion en tirosinas y andlisis densitométrico de espermatozoides no capacitados (NC) y
capacitados (CAP) durante 4 h; (B) Ubiquitinacion de proteinas y andlisis densitométrico de
espermatozoides no capacitados (NC) y capacitados (CAP) durante 4 h. Las mismas membranas
fueron re-incubadas con anti-B-tubulina como control de carga. n= 7, se muestran las medias * EE.
(*) P < 0.05. Tub: Anti B-tubulina.

8.3 Efecto de la capacitacion espermatica a diferentes tiempos sobre la
ubiquitinacion de proteinas

Como el proceso de ubiquitinacién de proteinas y su degradacion por el SUP es
dindmico, se realizaron curvas de tiempo de capacitacion para estandarizar los
tiempos 6Optimos que nos permitieran obtener la mayor cantidad de proteinas
ubiquitinadas en experimentos posteriores. En la Fig. 12 se observa que los
patrones de ubiquitinacion en funcién del tiempo son variables para 4 donadores
diferentes. Al analizar la abundancia relativa de estos 4 experimentos, detectamos
gue el mejor tiempo de capacitacion fue a 1 h, en el que hay el mayor aumento de
proteinas ubiquitinadas (Fig. 13.A) y un aumento de fosforilacién en tirosinas (Fig.
13.B).
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Fig. 12. Capacitacion de espermatozoides humanos a diferentes tiempos de 4 diferentes
donadores. (A) Ubiquitinacion de proteinas en espermatozoides capacitados durante 0, 1,2, 3y 4
h. (B) Fosforilacion en tirosinas de espermatozoides capacitados durante 0, 1, 2, 3y 4 h. Se
consideraron espermatozoides no capacitados (0 h) como control. n=4. Tub: Anti 3-tubulina.
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Fig. 13. Capacitacion de espermatozoides humanos a diferentes tiempos. (A) Abundancia
relativa de la ubiquitinacién de proteinas; (B) Abundancia relativa de la fosforilacién en tirosinas de
espermatozoides. Se consideraron espermatozoides no capacitados (0 h) como control. Se muestran
las medias + EE. n=4 (*) P < 0.05. Tub: Anti 3-tubulina.
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8.4 Caracterizacion de proteinas ubiquitinadas de espermatozoides mediante
2DE

Al analizar las proteinas ubiquitinadas detectadas mediante 2DE seguido de
Western blot de un donador se pudieron identificar 6 grupos de proteinas (Fig. 14).
Este andlisis se realizé con muestras de 4 donadores diferentes y los valores de
punto isoeléctrico y peso molecular aparente de cada grupo proteico se muestran
en la Tabla 3. Adicionalmente, se comparoé la abundancia relativa de cada grupo de
proteinas ubiquitinadas presentes en el WB de espermatozoides no capacitados
versus capacitados, lo que permitié conocer el efecto en la ubiquitinacion de cada
uno de estos grupos. Considerando dichos valores de abundancia relativa, los
grupos de proteinas b, d, e y f presentaron un aumento, mientras que los grupos a

y ¢ disminuyeron.
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Fig. 14. Proteinas ubiquitinadas en espermatozoides humanos no capacitados (NC) y
capacitados (CAP) separadas mediante geles bidimensionales y analizadas mediante Western
blot. Paneles superiores: Geles tefiidos con azul de Coomassie. Paneles inferiores: Western blots
con anti-Ub. Se muestra un experimento representativo. Los grupos de proteinas indicados en el
Western blot se analizaron mediante densitometria para analizar su abundancia relativa (ver Tabla
3).
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Tabla 3. Abundancia relativa de grupos de proteinas separadas mediante geles
bidimensionales. n=4.

Banda PM (kDa) pl Aproximado CAP/NC Efecto en la ubiquitinaciéon
a 150 - >250 3.5-45 0.80 v
b 80 - 150 5.7-6.2 1.14 A
c 100 - 150 6.6-7.4 0.90 v
d 28 - 200 75-7.8 1.11 4
e 37 - 150 8.3-8.9 1.15 4
f 75 - 250 9.1-9.3 1.08 4

8.5 Uso del inhibidor del proteosoma 26S

Dado que la degradacion de proteinas en las células es una actividad muy dinamica
gue podria dificultar la deteccion de los conjugados de ubiquitina, se opt6 por la
utilizacion del inhibidor del proteosoma 26S, MG132, durante la capacitacion
espermética con la finalidad de recuperar la mayor cantidad de proteinas de interés.
Para ello se realizaron ensayos con el fin de determinar la concentracion 6ptima del
inhibidor MG132. En la Fig. 15.A se compararon las concentraciones 10, 20 y 50
uM del inhibidor, donde aparentemente la concentracion de 50 uM permitio un ligero
aumento de acumulacion de proteinas ubiquitinadas. En la Fig.15.B se muestra el
andlisis densitométrico de la abundancia relativa de proteina ubiquitinadas,
confirmando que el inhibidor MG132 a una concentracion de 50 uM es la 6ptima

para el objetivo del proyecto.

49



MG132
(20 uM)

14 mCTR
150 —
OMG132
100 — 12
75 —
1
8 %-— 3 08
s 37— SN (4
= 06
04
25 — o
20 — ol N | .
MG132 (uM):  10uM 20 uM 50 uM
Tub 50 — (M)

Fig. 15. Curva de concentracién del inhibidor del proteosoma MG132 sobre la ubiquitinacién
en proteinas de espermatozoides capacitados. (A) Western blot con anti-Ub de espermatozoides
capacitados durante 2 h en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de MG132. (B)
Densitometria correspondiente al Western blot de proteinas ubiquitinadas en presencia de MG132.
Las muestras control en ausencia de MG132 se incubaron en presencia de la cantidad equivalente
de DMSO empleada como vehiculo en cada caso. CTR: Control; Tub: Anti B-tubulina.

8.6 Efecto del inhibidor del proteosoma 26S en la capacitacién esperméatica

Considerando que el uso del inhibidor MG132 seria una herramienta favorable para
mantener la presencia de proteinas ubiquitinadas al momento de realizar una
purificacion de estas proteinas, se considerd prudente conocer ¢ Qué pasaria con la
progresion de la capacitacion espermatica a través del tiempo si fuese utilizado el
inhibidor MG132? En la Fig. 16 se puede observar que al comparar la presencia de
proteinas conjugadas con ubiquitina en ausencia y en presencia del inhibidor, el
patron de proteinas es diferente, es decir, cuando no se utiliza el inhibidor las
proteinas se localizan en un rango de peso molecular entre 40-125 kDa
aproximadamente, mientras que en presencia del inhibidor se obtuvieron proteinas
con un mayor rango de peso molecular. Por otro lado, al capacitar los
espermatozoides a diferentes tiempos en ausencia de inhibidor observamos que las
proteinas ubiquitinadas tuvieron una abundancia maxima a las 2 h conjuntamente

con el momento de mayor fosforilaciéon en tirosinas de proteinas espermaticas,
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mientras que en presencia del inhibidor tanto los conjugados a ubiquitina como la

fosforilacidon en tirosinas se mantuvo constante a en todos los tiempos estudiados.
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Fig. 16. Ubiquitinacion y fosforilacién en tirosinas de proteinas espermaticas durante la
capacitacion. Los espermatozoides fueron incubados a diferentes tiempos en ausencia o presencia
del inhibidor MG132 (50 pM). Se consideraron espermatozoides a tiempo 0 h como control. Tub: Anti
B-tubulina.

8.7 Efecto del inhibidor del proteosoma sobre la movilidad esperméatica

Al evaluar la movilidad espermatica para conocer el efecto que podria tener el
inhibidor MG132 durante la capacitacion, se consideraron dos tiempos diferentes de
capacitaciéon, 2 hy 4 h. En la Fig. 17.A se observa que en los espermatozoides
capacitados en ausencia de MG132 (CAP) durante 2 h presentaron una disminucion
en la movilidad progresiva y un aumento en el porcentaje de espermatozoides con
movilidad no progresiva en comparacién con el control de no capacitados (NC),
mientras que la movilidad de espermatozoides capacitados en presencia del

inhibidor (CAP+MG132) muestra un patron similar al de los espermatozoides CAP.
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Por otro lado, en la Fig. 17.B se observa que la dinamica de la movilidad en
espermatozoides capacitados durante 4 h es similar a la presente en

espermatozoides capacitados durante 2 h.
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Fig. 17. A. Movilidad de espermatozoides capacitados en presencia de MG132. (A)
Espermatozoides capacitados en presencia de MG132 (50 uM) durante 2 h; (B) Espermatozoides
capacitados en presencia de MG132 (50 uM) durante 4 h. Se consideraron espermatozoides no
capacitados como control. Se muestran las medias £+ EE. n 2 5. (*) P < 0.05 vs NC. NC: No
capacitado; CAP: Capacitado.

8.8 Obtenciodn de proteinas ubiquitinadas mediante inmunoprecipitacion

Para el aislamiento de los conjugados de ubiquitina de espermatozoides, las
proteinas se inmunoprecipitaron a partir de un extracto de proteinas solubilizadas
de 35.7 x 10° de espermatozoides, siendo este un pool de 4 diferentes donadores,
lo cual permitié una recuperacion de 10.9 ug de proteinas purificadas.

Al caracterizar estas proteinas mediante SDS-PAGE (Fig. 18.A) podemos observar
gue hay abundantes proteinas en el lisado celular, mientras que de proteinas
purificadas (E) la cantidad de proteina total ubiquitinada es muy escasa. Al realizar
el WB con anti-ubiquitina de estas muestras (Fig. 18.B), la presencia de proteinas
conjugadas con ubiquitinas en el lisado total disminuye drasticamente y en la elucién
de las proteinas purificadas podemos detectar 4 bandas de proteinas ubiquitinadas
de aproximadamente 250, 143, 64.5, y 53 kDa. Debido al bajo rendimiento obtenido
mediante la inmunoprecipitacion, es indispensable el procesamiento de un mayor

namero de células con el fin de obtener proteina suficiente para mejorar la
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sensibilidad de la deteccion mediante WB y para abrir la posibilidad de una posterior

secuenciacion mediante espectrometria de masas que permitiria su identificacion.
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Fig. 18. Inmunoprecipitacion de proteinas ubiquitinadas en espermatozoides no
capacitados. (A) SDS-PAGE de proteinas de espermatozoides no capacitados tefiidos con plata;
(B) Western blot con anti-Ub de proteinas inmunoprecipitadas de espermatozoides no capacitados.
Las flechas resaltan las 4 proteinas ubiquitinadas que se detectaron. E: Elucién.
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9. DISCUSION

La capacitacion es un conjunto de cambios bioquimicos y fisiologicos que deben
ocurrir en el espermatozoide para que pueda fecundar, y cuyo mecanismo de accién
y regulacion no se conoce completamente. Trabajos previos sugieren que el SUP
podria participar en la regulacion del progreso de la capacitacion (Kerns et al., 2016;
Kong et al., 2009; Sutovsky, 2011), por lo que el objetivo de este proyecto fue
estudiar el papel que juega la degradacion de proteinas mediada por el SUP durante
la capacitacion espermética en los cambios que debe presentar el espermatozoide

humano para adquirir su total funcionalidad.

Para validar el sistema de capacitacion in vitro utilizado, se estudiaron los cambios
en la fosforilacion en tirosinas de proteinas espermaticas mediante WB, lo cual es
un indicador en la progresion de capacitacion, ya que al incubar espermatozoides
en un medio capacitante se observa un incremento de fosforilaciones dependientes
del tiempo, principalmente localizadas en la pieza principal del flagelo, donde se
encuentra la vaina fibrosa del citoesqueleto (Carrera et al., 1996). Los resultados
obtenidos de espermatozoides incubados en medio capacitante sugieren que se
llevé a cabo la capacitacion. A lo largo del analisis de las muestras de diferentes
donadores fue consistente la fosforilacion en tirosinas de dos proteinas de
aproximadamente 82 y 97 kDa, lo cual concuerda con lo descrito por otros autores
(Carrera et al., 1996; Lopez-Torres et al., 2017; Turner et al., 1999). Paralelamente,
observamos un aumento de la ubiquitinacion de proteinas en aquellos
espermatozoides que fueron incubados en medio capacitante. Sin embargo, al
realizar varios ensayos con diferentes donadores para detectar proteinas
ubiquitinadas los resultados fueron muy variables, por lo que se consider6
importante conocer la dindmica de ubiquitinacion respecto al tiempo de
capacitacion. Los resultados obtenidos mostraron que a 1 h de incubacién en medio
capacitante, los espermatozoides ya presentaban un aumento significativo de
conjugados de ubiquitina, al igual que incrementaba la fosforilacion en tirosinas.

Estudios previos indican que los espermatozoides pueden capacitarse in vitro
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durante un lapso muy amplio de tiempo entre 3 y 24 h, dependiendo de la
heterogeneidad de la muestra lo que resulta en subpoblaciones de
espermatozoides con diversos grados de funcionalidad (Saez-Espinosa et al.,
2020). Otro estudio analiz6 la hiperactivacion y la fosforilacion de proteinas durante
diferentes tiempos de incubacion en medio capacitante (0, 2, 4 y 6 h) concluyendo
que desde las 2 primeras horas se detectan diferencias significativas para ambas

variables (Hernandez-Silva et al., 2021).

Una observacion interesante del presente estudio es que en todos los experimentos
observamos que entre mayores eran los niveles de fosforilacion, mayor era la
abundancia de proteinas ubiquitinadas, lo que sugiere que el marcaje de proteinas
con ubiquitina es un mecanismo relacionado con la capacitacion y la posterior
capacidad fecundante del espermatozoide. Cabe mencionar que no identificamos
ubiquitina libre en los espermatozoides, lo cual indica que la ubiquitina presente en

el espermatozoide se encuentra principalmente conjugada a otras proteinas.

Nuestros resultados obtenidos a partir de los SDS-PAGE mostraron que los
conjugados de ubiquitina tienen mayormente un alto peso molecular debido a que
una misma proteina podria estar poliubiquitinada. Si bien los analisis realizados
mediante SDS-PAGE arrojaron informacion relevante para conocer la dinamica de
ubiquitinacién de proteinas en espermatozoides humanos durante la capacitacion,
la separacion de proteinas mediante 2DE permitié analizar gran cantidad de
proteinas en un solo gel, con una mejor resolucion que permite caracterizar
isoformas y variantes de una proteina con diferentes modificaciones post-
traduccionales (Robotti et al., 2021). El uso de la técnica de 2DE nos permitio
estimar el punto isoeléctrico y peso molecular de las proteinas ubiquitinadas
presentes en el lisado de espermatozoides y con esto comparar el perfil de
ubiquitinacién entre espermatozoides CAP y NC, identificAndose 6 grupos de
proteinas diferencialmente ubiquitinadas (aumentdé en 4 grupos de proteinas y
disminuyo en 2), indicando que la capacitacion espermatica produce una dinamica

de ubiquitinacion y degradacion de proteinas que es especifica para cada proteina.
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Los resultados de ubiquitinacién analizados mediante SDS-PAGE y 2DE indican
que la ubiquitinacion de proteinas en espermatozoides ocurre en pocas proteinas
en comparacion con las células somaticas (Granese et al., 2013). Sin embargo, la
degradacion por el proteosoma de estas pocas proteinas podria ser relevante para

el progreso de la capacitacion espermatica.

Con el fin de preservar los conjugados de ubiquitina en las proteinas espermaticas
posterior a la capacitacion para su caracterizacion, se capacité en presencia de
MG132, el cual es un inhibidor reversible del sitio tipo quimiotripsina del proteosoma
26S de rapido ingreso a la célula (Kisselev y Goldberg, 2001). Trabajos previos
sefalan que la concentracion efectiva del MG132 es muy variada y va de 1 a 100
UM (Tipler et al., 1997; Yi et al., 2012; Zigo et al., 2019a), por lo que fue necesario
evaluar diferentes concentraciones en medio capacitante para posteriormente
utilizar la mas conveniente en nuestro estudio. Al capacitar espermatozoides en
presencia del MG132, se observé un ligero aumento en la abundancia de
conjugados de ubiquitina en funcién del tiempo acompafado de un cambio en el
patrén, debido a que el peso molecular de las proteinas aumenta en funcién de la
cantidad de ubiquitinas conjugadas a ella. Esta observacion podria ser inherente a
la dinamica de ubiquitinacién en espermatozoides. Sin embargo, también es posible
que los resultados obtenidos fueran generados por la actividad del inhibidor, ya que
si bien el MG132 ingresa rapidamente a las células, su unién es lenta y su
disociacion es rapida, ademas de que se oxida en &acidos inactivos que son
transportados rapidamente fuera de la célula (Kisselev y Goldberg, 2001). Para
evaluar si el MG132 afecta la capacitacion espermatica, se evalué de forma paralela
la fosforilacion en tirosinas, observandose que hay aumento de esta variable en
presencia del inhibidor durante la capacitacion y dicho aumento se mantiene estable

a los tiempos estudiados.

Para aislar las proteinas ubiquitinadas en los espermatozoides, se inmunoprecipitd
a partir del lisado de las células utilizando anticuerpos anti-ubiquitina. El rendimiento

de las proteinas purificadas fue muy bajo, razén por la cual no fue posible
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secuenciarlas para su identificacion. Es importante conocer la identidad de las
proteinas conjugadas a ubiquitina durante la capacitacion espermatica para conocer
mejor los mecanismos en los que el SUP contribuye al progreso de la capacitacion,
por lo que en el futuro seria importante continuar dichos experimentos. Aunque en
el presente trabajo no pudimos identificar las proteinas que son degradadas por el
SUP durante la capacitacion espermatica en humanos, estudios realizados en otras
especies han descrito algunas proteinas degradadas por el proteosoma que estan
involucradas en la capacitacion. Una de estas proteinas es AKAP3, la cual sirve
como andamio de la PKA y que disminuye en espermatozoides de bovino al
incubarlos en medio capacitante (Hillman et al., 2013). Adicionalmente, en este
trabajo describen una gran variabilidad entre las muestras de semen de diferentes
toros, en concordancia con nuestras observaciones en espermatozoides de humano
donde la ubiquitinacion de proteinas espermaticas fue variable entre donadores. Por
otra parte, estudios protedmicos realizados con espermatozoides de cerdo
permitieron identificar algunas de las proteinas que son degradadas por el SUP,
tales como lactadherina, ACRBP, ADAM5 y SPINK2 (Zigo et al., 2019b).

La participaciéon del SUP en los mecanismos que permiten al espermatozoide
humano fecundar al ovocito han sido estudiados previamente, demostrandose que
es necesario tanto para la penetracion de la zona pellcida (Saldivar-Hernandez et
al., 2015) como para la reaccion acrosomal (Chakravarty et al., 2008). Asimismo, se
ha investigado su papel en la capacitacion de espermatozoides humanos,
demostrandose que la actividad del proteosoma se incrementa al inicio de la
capacitacion espermatica por medio de la activacion de la via de la SACY/PKA, y
que este aumento es necesario para que la capacitacion progrese (Kong et al.,
2009; Zapata-Carmona et al., 2019). Todos estos resultados sugieren que el SUP

es fundamental para que el espermatozoide pueda capacitarse y fecundar.
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10. CONCLUSIONES

¢ Durante la capacitacién en espermatozoides humanos se produce un aumento
de la conjugacién de proteinas a ubiquitina, y esto ocurre paralelamente al
aumento en la fosforilacion en tirosinas.

e Se identificaron 6 grupos de proteinas espermaticas que presentan cambios
en la ubiquitinacion durante la capacitacion.

e Los patrones de ubiquitinacion de proteinas esperméaticas varian en funcion
del tiempo y del donador de las muestras de semen.

e La inhibicion del proteosoma produjo una acumulacion de conjugados de
ubiquitina, mientras que la fosforilacion en tirosinas se mantuvo estable.

¢ La inmunoprecipitacion permitié el aislamiento de conjugados de ubiquitina, si
bien el rendimiento fue muy bajo.

e Las proteinas del espermatozoide marcadas con ubiquitina y su posterior
degradacion por el proteosoma forman parte de los mecanismos que permiten
a los espermatozoides capacitarse, por lo que su estudio e identificacién
podria contribuir al mejor conocimiento de las vias de sefalizacién requeridas

para que el espermatozoide pueda fecundar.
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11. ANEXOS

ANEXO 11.1 Composicion de soluciones y medios utilizados

Medio Fluido Tubarico Humano (HTF): KCI 4.69 mM, NaCl 97.8 mM, D-
Glucosa 2.78 mM, CaClz 2.04 mM, MgSO4 0.20 mM, KH2PO4 0.37 mM,
lactato de sodio 21.4 mM, piruvato de sodio 0.33 mM, NaHCO3 4.0 mM,
HEPES 21.0 mM, gentamicina 10 pug/ml, penicilina/estreptomicina 0.25%, pH
7.3.

Solucién salina amortiguadora con fosfatos (PBS): NaCl 138 mM, KCI 3
mM, NazHPO4 8.1 mM, KH2PO4 1.5 mM, pH 7.4

Solucién Laemmli: Tris-HCI 0.6 M, SDS 2%, glicerol 10%, azul de
bromofenol, B-mercaptoetanol 2%, pH 6.8.

Buffer de rehidratacion: Urea 8 M, CHAPS 2%, DTT 50 mM, Bio-Lyte 0.2%,
azul de bromofenol.

Buffer de equilibrio I: Urea 6 M, SDS 2%, glicerol 20%, DTT 2%, Tris-HCI
0.05 M, pH 8.8.

Buffer de equilibrio 1I: Urea 6 M, SDS 2%, glicerol 20%, iodoacetamida
2.5%, Tris-HCI 0.05 M, pH 8.8.

Solucién de bloqueo TBS-Tween 20: Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20
0.1%, pH 7.4) + 0.3% de BSA.

Solucion de lavado TBS-Tween 20 0.1%: Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Tween
20 0.1%

Buffer RIPA: Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 1%,
Desoxicolato de sodio 1%, SDS 0.1%, Ortovanadato de sodio 1 mM, Fluoruro
de sodio 10 mM, suplementado con inhibidor de proteasas.

Buffer de elucién: Glycina-HCI 50 mM, pH 2.8.
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ANEXO 11.2 Anticuerpos utilizados

e Anti-mono/poli-ubiquitinacion, monoclonal preparado en ratén, clon FK2:
BML-PW8810; Enzo Life Sciences, NY, EE. UU.

e Anti-Ubiquitina, policlonal preparado en conejo: U5379; Sigma-Aldrich, St.
Louis Mo, EE.UU.

e Anti-B-tubulina, monoclonal preparado en raton: T0198; Sigma-Aldrich, St.
Louis Mo, EE.UU.

e Anti-fosfotirosina, monoclonal preparado en raton, clon 4G10: 05-321;
Millipore, Bedford, EE.UU.
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ANEXO 11.3 Protocolo eléctrico del IEF para separacion de proteinas
mediante 2DE

Voltaje Tiempo Volt/h Rampa
Paso 1 250 20 min _ Lineal
Paso 2 4,000 2h _ Lineal
Paso 3 4,000 _ 10,000 Réapida
Total 5h 14,000
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ANEXO 11.4 Resultados complementarios

1) Western blot mostrando ausencia de ubiquitina libre en espermatozoides
NCy CAP:
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Ausencia de ubiquitina libre en espermatozoides. Ubiquitinacién de proteinas de
espermatozoides no capacitados (NC) y capacitados (CAP) durante 4 h. No se detecta la presencia
de la proteina ubiquitina de 8.5 kDa. La misma membrana fué re-incubadas con anti--tubulina como
control de carga. Tub: Anti B-tubulina.
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2) 2DE de varios donadores:
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Donador 3
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Proteinas ubiquitinadas en espermatozoides humanos no capacitados (NC) y capacitados
(CAP) separadas mediante geles bidimensionales y analizadas mediante Western blot.
Paneles superiores: Geles tefiidos con azul de Coomassie. Paneles inferiores: Western blots con
anti-Ub.
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