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Resumen

El espermatozoide del Crusticeo Decdpodo Rhynchocinetes typus es atipico ya que
carece de cabeza y cola y ademads es inmdvil. Presenta un cuerpo y un proceso acicular
rigido y no se ha reconocido un acrosoma. Durante la interaccién gamética no se ha
observado figuras exocitdticas que pudieran asociarse con una reaccién acrosémica. El
espermatozoide ejerce, sin embargo, un efecto litico sobre las cubiertas extracelulares del
ovocito formando un canal a ravés de ellas: La aparente contradiccion entre la ausencia de
acrosoma y la existencia de un efecto lftico de las cubiertas ovocitarias por parte del
espermatozoide, nos ha motivado a estudiar la posible existencia de enzimas de origen

espermdrico vinculadas a la fecundacién de esta especie de crusticeo.

En este estudio se enconird que la fecundacién in vitre de ovocitos maduros se
inhibid al preincubar los espermatozoides con los inhibidores de tripsina SBTI (inhibidor de
la tripsina del poroto de soya), PMSF (fenilmetanosulfonil fluoruro) o pAB (p-

aminobenzamidina).

Al analizar extractos crudos de espermatozoides en geles de poliacrilamida
copolimerizada con gelatina se observd una actividad protedsica que se inhibié con SBTI y
pAB. Estos resultados apoyan la hipétesis que durante la fecundacién del crustdceo
decdpodo R. rypus, la penetracion del espermatozooide por las cubiertas ovocitarias es

mediada por una enzima tipo-tripsina de origen espermatico.




Abstract

The spermatozoon of the Decapod Crustacean Rhynchocinetes typus is atypical as it
is non motile, lacking head and tail. The sperm has a body and a rigid spike. Neither a
structure like the acrosome nor morphological changes during gamete interaction’ which
could be interpreted as an acrosome reaction have been recognized in this species.
Nonetheless, the spermatozoon exerts a lytic effect on the egg extracellular coats and in this
way it penetrates the oocyte surface forming a channel through the egg coats. The apparent
contradiction between absence of acrosome and lytic effect on the egg coats by the

spermatozoon is our motivation for studing the presence of sperm enzymes in R. typus.

In this study we found that in vitro fertilization was inhibited by spermatozoon
preincubation with the trypsin inhibitors SBTI (soybean trypsin inhibitor), PMSF

(phenylmethanesuiphonyl fluoride) or pAB (p-aminobenzamidine).

Analysis of crude spermatozoa extracts in polyacrylamide-gelatine gels revealed
proteasic activity completely inhibited with SBTI and pAB. These results support the
hypotesis that during fertilization in the Decapod Crustacean R. rypus sperm penetration

through the egg coats is aided by a sperm trypsin like enzyme.




INTRODUCCION

El paso de los espermatozoides a través de las cubiertas extracelulares de los ovocitos
es una etapa importante de la fecundacidn; el primer espermatozoide que completa este
proceso y establece contacto con la membrana plasmadtica del ovocito corresponde al
espermatozoide fecundador. El mecanismo de entrada de los espermatozoides por las
cubiertas ovocitarias estd asociado a la actividad de enzimas de origen espermdtico que
degradan localmente los componentes de éstas. Dichas enzimas estdn contenidas en el
acrosoma, una vesicula localizada en la cabeza del espermatozoide, y son liberadas como
resultado de la exocitosis acrosomal en un proceso que se conoce como reaccién del
acrosoma (Austin & Bishop, 1958 a,b; Barros y cols., 1967; Levine y cols., 1978; Barros y
cols., 1992), La reaccidn acrosémica es un requisito para la fecundacién en todas aquellas.
especies cuyos espermatozoides poseen acrosoma. Tanto en los espermatozoides de
mamiferos, como en los de equinodermos, la reaccién acrosémica es gatillada por el
contacto del espermatozoide con alguna cubierta ovocitaria: la zona pelicida en mamiferos
(Franklin y cols., 1970; Bleil & Wassarman, 1983) y la cubierta de gelatina en
equinodermos (SeGall & Lennarz, 1979),

Después que se ha producido la reaccién acrosémica, las enzimas acrosomales
liberadas ejercerian su accidn litica sobre las cubiertas ovocitarias permitiendo la entrada
del espermatozoide. En los espermatozoides de mamiferos, el principal componente
acrosomal es ia enzima tipo-tripsina denominada acrosina. La participacidn de acrosina en
la fecundacion se ha propuesto en base a que una variedad de inhibidores para tripsina es

capaz de inhibir la fecundacién de mamiferos, tanto in virro como in vive (Stambaugh y




cols., 1969; Zaneveld y cols., 1971; Miyamoto & Chang, 1973; Battacharyya y cols., 1979;
De Ioannes y cols., 1990). La hipédtesis de la directa asociacién de acrosina con este
proceso se reforzaria con el hallazgo de la significativa inhibicién de la fecundacidn in vitro
que se obtiene al inseminar ovocitos de hamster con espermatozoides pretratados con
anticuerpos monoclonales anti-acrosina (De Ioannes y cols., 1990). Debido a que la zona
peldcida es el sustrato natural de acrosina (Urch y cols., 1985), se ha sugerido que la
penetracion del espermatozoide por esta cubierta ovocitaria estaria asociada a su

degradacién por causa de la actividad enzimdtica de la acrosina.

La posible participacién de acrosina en la penetracién del espermatozoide de
mamifero por la zona pelicida es apoyada por el conjunto de evidencias aportadas por
Kuzan y cols. (1984) y por Valdivia y cols. (1993). Los primeros autores han mostrado que
los espermatozoides perivitelinos de conejo tienen la capacidad de refecundar ovocitos
frescos (Kuzan y cols., 1984), y Valdivia y cols. (1993) han encontrado acrosina en un 25%
de ellos. Esta deteccidn de acrosina utilizando la técnica inmunocitoquimica del oro
coloidal amplificado con plata, ha sugerido que la acrosina podria determinar la capacidad
refecundante en estos espermatozoides. Esta idea seria reforzada por la ausencia de
acrosina en espermatozoides perivitelinos de hamster, los cuales no poseen la capacidad de

refecundar ovocitos frescos (Yunes y cols., 1992).

La investigacién de enzimas de origen espermdtico también se extiende a los
invertebrados marinos; histéricamente, fue en ellos en quienes primeramente se observé el
efecto litico de extractos espermdticos sobre cubiertas ovocitarias (Tyler, 1939),
Actualmente, tales actividades enzimdticas estdn caracterizadas para los espermatozoides
de ascidias, moluscos y equinodermos y no s6lo comprenden enzimas tipo-tripsina, sino
también tipo-quimotripsina y tipo-arilsulfatasa (Heller & Raftery, 1973; Levine y' cols.,

1978; Hoshi y cols., 1979; Hoshi & Moriya, 1980; Green & Summers, 1980; Yamada &




Aketa, 1981; Hoshi y cols., 1981; Pinto y cols., 1990; Matsumura & Akera, 1991; Sousa y
cols., 1992; Marino y cols., 1992).

La literatura relacionada con el estudio de enzimas de origen espermdtico en
invertebrados marinos estd enfocada, al igual que en mamiferos, no sélo a caracterizar tales
actividades sino fundamentalmente a determinar su compromiso con la fecundacién.
Paralelamente, se ha intentado establecer comparaciones entre los mecanismos que operan

en la fecundacién de los distintos grupos taxonémicos.

En los espermatozoides de ascidias no se ha observado acrosoma; sin embargo, de los
gametos masculinos de Halocynthia rorerzi se ha purificado dos enzimas tipo-tripsina:
acrosina y espermosina; se ha sugerido que el conjunto de éstas, mds una enzima tipo-
quimotripsina, estaria involucrado en un sistema de lisinas espermadticas que participaria en
la fecundacion (Hoshi y cols., 1981; Sawada y cols., 1984). Se ha denominado acrosina a
una de las enzimas tipo-tripsina debido a que comparte con la enzima acrosomal de
mamiferos caracteristicas como: pH 6ptimo, especificidad de sustrato, sensibilidad a
inhibidores, respuesta a CaCl, y peso molecular (Sawada y cols., 1982). Por otra parte, se
ha obse;rvado que en los espermatozoides de la ascidia Ciona intestinalis existiria una
actividad tipo-quimotripsina que estaria involucrada en el paso del espermatozoide por la

cubierta vitelina del huevo (Marino y cols., 1992).

Por otra parte, en erizo de mar, el invertebrado marino utilizado mds ampliamente en
estudios de fecundacidn, también existe una enzima tipo-tripsina de origen espermdtico y
ha sido ultraestructuralmente localizada en el acrosoma usando SBTI (inhibidor de la
tripsina del poroto de soya) conjugado a ferritina (Green & Summers, 1979; 1980). Se ha
demostrado su liberacidn a consecuencia de la reaccion del acrosoma (Levine y cols., 1978)
y se sugiere que podria tener algiin papel en la disolucién de la envoltura de gelatina
durante la fecundacién debido a que la actividad enzimdtica de extractos espermaticos

sobre las envolturas ovocitarias, es inhibida por SBTI (Yamada & Aketa, 1981). La posible
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participacion de esta enzima en la fecundacion es reforzada por hallazgos que muestran que
tanto la hidrélisis de BAEE (benzoil arginina etil ester, sustrato para tripsina) por accion de
los extractos espermdticos, como la fecundacidon son inhibidas por DFP
(diisopropilfluorofosfato) el cual es un potente inhibidor de enzimas tipo-tripsina (Levine y
cols., 1978). La fecundacidn in vitro de erizo de mar también se inhibe con el inhibidor de
serino-proteasas: NPGB (p-nitrofenil-p’-guanidinobenzoato) (Hoshi y cols., 1979). La
sensibilidad a inhibidores de la enzima tipo-tripsina de los espermatozoides de erizo de mar
ha sido utilizada como un fundamento cientifico para clasificarla como una enzima similar a

la acrosina de mamiferos.

En los espermatozoides de erizo de mar no sélo se ha encontrado actividad
enzimdtica tipo-tripsina, también hay hallazgos de enzimas tipo-quimotripsina que parecen
desempeiiar un rol tanio en la reaccidon del acrosoma como en la penetracion de las

cubiertas ovocitarias (Hoshi et al., 1979; Yamada & Aketa, 1981),

Por otra parte, en la estrella de mar Marthasterias glacialis, también se ha descrito
una proteasa acrosomal involucrada en la disolucidén de la capa de gelatina del ovocito
(Sousa & Azevedo, 1986; Sousa y cols., 1992). Esta enzima se ha caracterizado como
tipo-tripsina debido a que hidroliza el sustrato BAEE y a que esta hidrélisis es inhibida por
los inhibidores de serinas proteasas: PMSF (fenilmetanosulfonil fluoruro), SBTI y TL.CK

(N a-p-tosil-sL-lisina clorometil cetona-HCl) (Sousa y cols., 1992).

Las evidencias presentadas aqui demuestran que en moluscos, ascidias y
equinodermos participan —como en mamiferos- enzimas de origen espermdtico durante la
fecundacién. Estas especies corresponden a grupos taxondmicos que poseen
espermatozoides métiles; sin embargo, en la naturaleza también existen especies que
poseen espermatozoides que carecen de la capacidad de movimiento y en las cuales se
desconoce si actian enzimas de los espermatozoides durante la fecundacién. Un ejemplo

de tales especies con espermatozoides inmdviles lo constituye el camarén de roca
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Rhynchocinetes rypus, Crusticeo Decdpodo que, al igual que todos los miembros de este
grupo taxondmico, posee espermatozoides carentes de movimiento. El espermatozoide de
R. typus es inmdvil debido a que es aflagelado, no posee cabeza ni cola, en contraste, estd
constituido por un cuerpo y un proceso acicular rigido (Dupré & Barros, 1982) y durante Ia
asociacion gamética el extremo distal del proceso acicular se une a la superficie del ovocito
(Barros y cols., 1986). Ademds de estas caracteristicas, no se ha observado acrosoma en

los espermatozoides de R. typus (Dupré & Barros, 1982).

Otras especies de Crustidceos Decdpodos, en cambio, poseen un acrosoma y es asi
como en Sicyonia ingentis, se ha observado que la fccundaciéx; es precedida por una
reaccidn acrosémica en la que se observa liberacion de contenido acrosomal (Clark y cols.,
1981; Griffin y cols., 1987; 1988). Se ha sugerido que dentro del contenido expuesto
existirfan enzimas que participarian, como en erizo de mar y mamiferos, en la fecundacién
(Griffin & Clark, 1990), pero hasta el momento se desconoce la existencia de enzimas en
tales contenidos como tampoco ha sido demostrada la participacién de algin tipo de
proteasas de los espermatozoides durante la fecundacién. Sin embargo, se ha observado la
participacion de enzimas tipo-tripsina en la induccién de la reaccidn acrosémica de S.
ingentis (Griffin & Clark, 1990). Debido a que la capacidad inductora de la reaccién
acrosémica reside en el agua de ovocitos maduros, se piensa que tales enzimas serian de
origen ovocitario. Por otra parte, también se considera la alternativa que la actividad
enzimdtica observada corresponda a una enzima del espermatozoide que se activaria por

accién de algin componente del ovocito (Griffin & Clark, 1990).

.S

La ausencia de reaccién acrosdmica en los espermatozoides de R. typus no es un caso
aislado entre los Crustdceos Decdpodos, los espermatozoides de M. rosembergii también
carecen de ella (Lynn & Clark, 1983). Para estas especies se ha postulado que el proceso

acicular cumpliria las funciones de acrosoma (Clark y cols., 1973; 1981; Yudin y cols.,




1979; Kleve y cols., 1980; Lynn & Clark, 1983; Dupré & Barros, 1983), pero no se ha

dilucidado claramente su actuacion como tal.

La falta de movimiento de los espermatozoides de los Crusticeos Decdpodos plantea
interrogantes acerca de la forma de aproximacion de estos gametos y de la manera en que
se lleva a cabo el paso del espermatozoide por las cubiertas extracelulares del ovocito.
Particularmente, nos ha interesado estudiar la participacion de enzimas de origen
espermdtico en el mecanismo de penetracion del espermatozoide de R. fypus a través de las
cubiertas ovocitarias debido a que contamos con evidencias que muestran que, durante la
interaccidn gamética, el espermatozoide ejerce un efecto 1'1'_tico en la superficie del ovocito
(Barros y cols., 1986). Estas observaciones cobran mayor interés cuando se considera que
en los espermatozoides de esta especie no se distingue un acrosoma (Dupré & Barros,
1983). Hemos enfocado nuestro estudio hacia la bisqueda de enzimas tipo-tripsina ya que
esta accidén enzimdtica constituye el tipo de actividad litica de origen espermdtico mds

cominmente asociada a la fecundacién.




Hipoétesis

Nuestra hipdtesis de trabajo propone que durante la fecundacién del camardn de roca
Rhynchocinetes typus, el espermatozoide atraviesa las cubiertas del ovocito mediante la

accidn digestiva de una proteasa.
Objetivos principales
~ Estudiar la existencia de enzimas proteoliticas tipo-tripsina en extractos de

espermatozoides de R. rypus utilizando geles de disolucién compuestos por poliacrilamida

copolimerizada con gelatina.

-Dilucidar la participacién de una actividad tipo-tripsina de origen espermdtico en la

fecundacién de R. typus.
Objetivos secundarios

— Estudiar el proceso de fecundacién in vitro de R. rypus utilizando Microscopia

Electrénica.
- Estudiar la estructura de las cubiertas ovocitarias de R. rypus.

— Estudiar la composicién de las cubiertas ovocitarias de R. rypus mediante electroforesis.




MATERIAL Y METODOS

Material bioldogico

Se utilizé ejemplares de Rhynchocinetes typus obtenidos desde el Molo de Abrigo del
Puerto de Valparaiso (71°50°W, 33°01°S). Se procesé los animales en el Laboratorio de
Embriologia de la Universidad de Valparaiso, alternativamente fueron transportados vivos
hasta €l Acuario de la P. Universidad Catdlica de Chile. Alli se mantuvo los ejemplares en
contenedores de 20 litros, a temperaturas de 9° a 14° C, con fotoperiodo artificial de 15
' horas de luz y 9 horas de oscuridad y alimentacién diaria basada en bivalvos cocidos. En
estas condiciones, los animales experimentaron mudas normales del exoesqueleto y las

hembras completaron un ciclo de maduracién ovérica.

Gametos y fecundacion in vitro

Para observar a nivel ultraestructural el proceso de penetracién del espermatozoide a
través de las cubiertas ovocitarias se realizé ensayos de fecundacidn in vitre con gametos

maduros obtenidos de los siguientes modos.
Espermatozoides

Espermatozoides maduros de R. rypus fueron obtenidos desde el segmento medio del
conducto deferente usando la técnica descrita por Barros y cols. (1986). Se deposité los
segmentos medios de los conductos deferentes en agua de mar natural filtrada (AMNF) a

través de una membrana de miliporo de 0.2um. Se recuperd los espermatozoides rasgando
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los conductos deferentes con pinzas finas y ademds por electrogyaculacién de acuerdo a
Barros y cols. (1986). Para esto se colocd un par de electrodos en la base del quinto par de
pereiépodos y se aplicé una estimulacién eléctrica de 6V/seg. Se recuperé los
espermatdforos liberados desde el gonoporo con una pipeta Pasteur (este procedimiento no

mata a los animales).
Ovocitos maduros

Ovocitos maduros de R. rypus fueron disecados de ovarios de hembras adultas, 48
horas después de la muda del exoesqueleto. Los ovarios quedaron expuestos al remover el
caparazén dorsal y los ovocitos maduros fueron liberados al lavar los ovarios con AMNF.
Se selecciond los ovocitos que presentaron un didmetro aproximado de 600pum y coloracidén

anaranjada. Estos fueron inseminados antes de 3 minutos de permanencia en agua de mar.
Fecundacion in vitro

Se realizd los ensayos de inseminacidn in vitro de ovocitos maduros con una
concentracién de espermatozoides de 50.000 a 100.000 c€lulas/ml. Se colocd los
espermatozoides en cdpsulas Falcon 3001 y los huevos maduros fueron agregados a la
suspensidn espermdtica directamente desde el ovario. La mezcla de gametos se agitd
suavemente durante 5 minutos con una pipeta Pasteur. La coincubacion se realizé a 17‘;C
por 1 a 2 horas, finalizado este periodo se proceso los huevos para evaluar fecundacion con
el microscopio elecirénico de barrido o para su observacién con el microscopio electrénico

de transmisidn.

Microscopia Electrénica

Se fijé las muesiras en solucién de Karnovsky (1965) y agua de mar (1:1) por 2

horas. Después de la fijacién, se lavé los ovocitos en una solucidén tampdn de cacodilato
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0.3 M, pH:8.0 que contenfa CaCl, 200 mM; luego se post-fijé en OsO, al 1%, por una hora.
Posteriormente se lavé nuevamente las muestras en la solucién tampdn de cacodilato antes
descrita y se deshidraté las muesiras en acetona {microscopia de barrido) o etanol
(microscopia de transmisidn). Para microscopia de barrido, se secé los huevos a la presidn
y temperatura criticas del CO, en un aparato Sorvall. El material seco se cubrié con oro-
paladio en un Sputter Pelco 91.000 y se realizé las observaciones en un microscopio Jeol
ISM 25s II, Para microscopia de transmision, se impregno el material deshidratado en
resina de baja viscosidad (Spurr, 1969). Se realizé los cortes en un ultramicrétomo Sorvall
Porter Blum MT2-B y se tifié con acetato de uranilo y citrato de plomo, usando las técnicas

convencionales.

Cubiertas ovocitarias

Para dilucidar si las cubiertas ovocitarias de R, typus contenian proteinas que podrian
ser atacadas por enzimas proteoliticas del espermatozoide, se aislé cubiertas y se estudié su

patrén electroforético.,
1} Aislamiento de cubiertas

Se aisl6 las cubiertas poniendo los ovocitos maduros en una solucidén de agua de mar
artificial sin calcio a la que se adiciond EGTA (NaCl 0.4 M, KCl 9 mM, MgCl, 23 mM,
MgS0O, 25 mM, NaHCO; 2 mM, EGTA 10 mM, pH: 8.2). Se transfirié los ovocitos
maduros desde el ovario a una cdpsula Falcon 3001 con 3 ml de la solucién antes descrita.
Después de una incubacién a temperatura ambiente por 15 a 30 minutos, las cubiertas se
separaron espontdneamente de los huevos y se las aislé en forma individual con una pipeta

de punta fina.




Para observar el efecto de tripsina sobre las cubiertas ovocitarias se sometié los
ovocitos maduros y las cubiertas aisladas a un tratamiento con una solucién de 0.1% de

tripsina.
2) Electroforesis de cubiertas ovocitarias.

Se utilizé aproximadamente 200 cubiertas ovocitarias para cada uno de los andlisis
electroforéticos. Se lavo las cubiertas con agua desionizada (20 MegaOhms) a temperatura
ambiente por 5 horas, luego se las centrifugé a 500 x g por 10 minutos. Las cub'iertas
fueron solubilizadas en 30ul de la solucién empleada como tampén de muestra (Tris-HCI
0.0625 M, SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.062%, [B-mercaptoetanol 5%, pH
6.8). La mezcla se calenté a 100°C por 5 minutos y se centrifugé a 8500 x g por 10 min.
La electroforesis se realizé en un sistema de soluciones tampén descrito por Laemmli
(1970), se cargd las muestras en mini-geles de poliacrilamida al 8% y se aplicé una
diferencia de potencial de 100V. Las protefnas separadas fueron tefiidas con Azul de

Coomassie.
3) Tincién PAS de proteinas de cubiertas ovocitarias separadas electroforéticamente

La presencia de glicoproteinas entre los constituyentes de las cubiertas ovocitarias se
reveld usando la técnica de Margi (1989). Se fij6 los geles por inmersién en una solucién
de etanol:dcido acético: agua destilada (40:5:55) durante 18 horas con 3 cambios de la
solucién. Luego se dejo los geles en una solucién de dcido peryédico al 0.7% durante 2-3
horas. Posteriormente, se traté los geles con una solucién de metabisulfito de sodio al 0.2%
preparado en dcido acético al 5%, por dos horas. Finalmente se incub6 los geles con el

reactivo de Schiff durante 12-18 horas a 4°C.
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Ensayos de inhibicién de fecundacion in vitro

Para estudiar la posible participacién de actividades proteoliticas ripo-tripsina de los
espermatozoides en la fecundacién de R. rypus realizamos ensayos in vitro con

espermatozoides tratados previamente con inhibidores para tripsina.

Suspensiones de espermatozoides de 50.000-100.000 células/ml fueron incubadas
con alguno de los siguientes inhibidores de proteasas: 25mM SBTI (inhibidor de la tripsina
del poroto de soya), ImM de PMSF (fenilmetanosulfonil flucruro), o 1mM de pAB (p-
aminobenzamidina), por 15 minutos a 17°C. Finalizada la incubacién se agregd los
ovocitos maduros directamente desde el ovario de una hembra. La mezcla se agité
suavemente durante 5 minutos y se incubd a 17°C por 1-2 horas. Finalmente, se procesé

los huevos para microscopia electrénica de barrido donde se evalug la fecundacién.

Como controles se usé gotas de espermatozoides del mismo origen que las tratadas

con inhibidores, pero a las que se les omiti6 dicho tratamiento.

Ensayos de deteccion de actividad proteolitica en los espermatozoides.
1) Preparacion del extracto espermético

Los espermatozoides fueron obtenidos del segmento medio de los conductos
deferentes y posteriormente fueron colocados en una solucién de Tris HC1 50 mM, pH7.4 a
17°C, luego se centrifugd la suspensidn a 2500 x g, por 3 minutos, a 4°C. Se resuspendié
el pellet en 300 p de Tris HCl 50 mM pH 7.4 y se sonicé por 10 minutos en un baiio de
hielo. La mezcla se centrifugé a 18500 x g, por 3 min, a 4°C; el sobrenadante se li!oﬁlizé
para concentrar su contenido y se mantuvo a —80°C para su utilizacién en los ensayos de
actividad enzimdtica. El método de exiraccién no incluye la adicion de inhibidores para

proteger las probables actividades proteoliticas de una autolisis.
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2) Electroforesis de disolucion

Se preparé un gel al 10% de poliacrilamida-SDS y gelatina 0.1% de acuerdo a lo
descrito por Arboleda & Gerton (1988). Se utilizé tampdn de muestra sin agente reductor
(Tris HCI 0.1 M, glicerol 10%, SDS 1%, pH 8.6). Se cargd 10ptg de proteinas por carril.
La electroforesis se corrid a 150-200 V a 4°C. Al finalizar ésta, el gel se desmontd y lavé
en Tris-HCI 50 mM pH 8.0 con Tritén X-100 2.5% durante una hora. Posteriormente se
sometié a tres lavados de 20 minutos con Tris-HCI 50 mM pH 8.0. Luego el gel se incubd
en Tris-HCl 50 mM suplementado con CaCl, 6,8 mM y MgCl, 23 mM por 17-19 horas a
37°C. Finalmente el gel se tifié con Azul de Coomassie al 0.25% en 4dcido acético:
metanol: agua (1:3:6) y se destifié con dcido acético: metanol: agna (1:3:6). Las bandas
correspondientes a proteasas no se tifieron con Azul de Coomassie debido a que las enzimas
digirieron localmente la gelatina.

Se estudié el efecto de 1 mM de SBTI 6 1 mM de pAB sobre las actividades
proteoliticas registradas en los geles, agregando dichos inhibidores de tripsina en la

solucién de Tris-HCl/CaCl,/MgCl,.
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RESULTADOS

Descripcion de los gametos de R. fypus
Espermatozoides

La estructura de los espermatozoides de Rhynchocinetes typus ha sido descrita en
detalle por Dupré & Barros (1983), por lo que aqui se dard una breve descripcién con fines
de orientacién. Los espermatozoides de R.typus, almacenados en el conducto deferente
tienen la forma de una tachuela (Fig. 1a), en ellos se distingue un cuerpo semiesférico de 30
pm de didmetro y un proceso acicular de 53 um de largo cuya posicion es perpendicular a
la base del cuerpo. Cuando se suspende los espermatozoides en agna de mar, €stos
experimentan un cambio de forma y de tamaio, pues desde el cuerpo despliegan 9 a 13
rayos coplanares que le confieren al cuerpo un didmetro aproximado de 80 pm y la
apariencia de un paraguas invertido (Fig. 1b). Los rayos estan unidos por una membrana y
en el extremo distal de cada uno emerge una espina radial de 50 um de largo orientada
perpendicularmente al plano de los rayos. A nivel ultraestructural y en un corte transversal,
el proceso acicular es una estructura de apariencia tubular de 1.5 a 2.0 um de didmetro en la
base, estd constitufdo por una pared densa a los electrones de aproximadamente 0.4 um de
espesor y una regién central poco densa a los electrones y de aproximadamente 0.6 a 0.8
pm de didmetro, que posee un material filamentoso. Externamente, el proceso acicular
préscnta estriaciones paralelas al eje mayor del proceso acicular (Fig 1c). En los
espermatozoides de este camardn no se observa un acrosoma, un organelo de origen
golgiano limitado por membrana y que experimenta un fendmeno de exocitosis durante la

fecundacién (Dupré & Barros, 1983).
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Ovocitos

Los ovocitos maduros de R. typus son de color anaranjado, tienen un didmetro
promedio de 600 pm y estdn rodeados por tres cubiertas diferentes (Fig. 2a). El andlisis
con el microscopio electrénico de transmision de cortes de ovocitos (Fig. 2b), mostrd que la
cubierta mds externa, corion, tiene un espesor promedio de .0.5 Lm e incluye filamentos de
2 a 2.5 um de largo y 0.3 um de didmetro (Fig. 3a). La cubierta intermedia tiene 2.0 [tm de
espesor y la apariencia de una red laxa. Finalmente, la envoltura mds interna, o0 membrana
vitelina, tiene aproximadamente 4.0 tm de espesor y la apariencia de una red compacta.
Con el microscopio electrénico de barrido se observa que la cubierta vitelina es fenestrada
y a wavés de sus perforaciones pasan microvellosidades del ovocito (Fig. 3b). La tinci6n
con orceina lactoacética mostréd que los ovocitos maduros estdn en la metafase de la
primera divisién meiética (Fig. 4a), a diferencia de los inmaduros que se encuentran en

estado de vesicula germinativa (Fig. 4b).

Inseminacion de ovocitos maduros

Nos interesé estudiar ultraestructuralmente el proceso de fecundacién para observar
el proceso de penetracién del espermatozoide por las cubiertas del ovocito. En nuestros
experimentos hemos definido que un huevo ha sido fecundado cuando en el microscopio
electrénico de barrido observamos que un espermatozoide ha penetrado las cubiertas
ovocitarias (Fig. 8a,b). Esta definicidn se ha validado en estudios anteriores realizados con
el microscopio electrénico de transmisién, los que muestran la formacion de pronicleos en

los huevos fecundados de acuerdo a este criterio (Fig. 8¢) (Dupré, 1991).

Durante la interaccién de los gametos de R. rypus, los espermatozoides toman
contacto con la superficie del ovocito a través del extremo distal del proceso acicular, en el

que se observa una pequefia dilatacién (Fig. 5a). En el lugar del contacto espermatozoide-
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ovocito la superficie ovocitaria presenta signos de digestién, mieniras que en el proceso
acicular las estriaciones longitudinales externas se han modificado considerablemente (Fig.
5b); en esta etapa, los espermatozoides aparecen con sus rayos plegados. En una etapa mds
avanzada del proceso de fecundacién se observa que tanto el corion como la envoltura
fenestrada subyacente estdn perforadas en el lugar de entrada del espermatozoide (Fig. 6a).
Esta perforacidn tiene bordes lisos y un didmetro ligeramente mayor al del proceso acicular.
También es posible observar que la superficie del proceso acicular se ha modificado y
presenta pequefias perforaciones en la zona de accidn catalitica (Fig. 6b). A medida que el
espermatozoide se incorpora al ovocito, se observa ql.lc las microvellosidades que
atraviesan la cubierta fenestrada rodean el proceso acicular y se fusionan con él (Figs. 7Ta 'y
b); también en esta etapa, es posible distinguir pequeiias perforaciones en la superficie del
proceso acicular (Fig. 7b). En las etapas finales de la fecundacién ingresan los rayos y
espinas radiales del espermatozoide (Fig. 8a) y se forma un cono de fecundacién en el lugar
de la entrada del espermatozoide (Fig 8b). Las espinas radiales son las tdltimas
estructucturas del espermatozoide que se incorporan al ovocito (Fig. 8b). La fecundacion

culmina con la entrada de todo el espermatozoide al citoplasma ovocitario.

Cubiertas ovocitarias

Las cubiertas ovocitarias aisladas en agua de mar artificial sin calcio, a la que se
adicioné 10mM de EGTA, son transparentes y aproximadamente esféricas, con un didmetro
promedio de 600pum (Fig. 9a). El examen microscdpico reveld que algunas cubiertas se
obtienen contaminadas con plaquetas de vitelo; sin embargo, la mayorfa de éstas se elimina
duranie el proceso de lavado. En el estudio electroforético se usé sélo envolturas lib|res de
contaminacién. La electroforesis con SDS y beta mercaptoetanol, reveld la existencia de 7
bandas principales entre 84 y 180 kDa. Algunas bandas mds tenues se ubicaron por debajo

de los 84 kDa (9b). La tincién PAS-peryodato mostré gue los componentes de peso
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molecular de aproximadamente 180 kDa corresponden a proteinas PAS positivas y por

ende, a glicoproteinas (Fig. 9¢).

El tratamiento con tripsina de ovocitos maduros y cubiertas aisladas conduce a la

disolucién total de éstas.

Ensayos de inhibicion

El porcentaje de ovocitos maduros fecundados in vitro alcanza el 45.9% (Tabla 1).
De los ovocitos fecundados, el 78% estaba siendo penetrado por un solo espermatozoide,

mientras que en el restante 20% los ovocitos podian ser penetrados hasta por 6

espermatozoides (Fig. 10).

La estructura proteica de las cubiertas ovocitarias y su disolucién con tripsina nos
han conducido a examinar el efecto de inhibidores para tripsina en la fecundacién. Al
preincubar espermatozoides durante 15 minutos con inhibidores para tripsina se obtuvo una
inhibicién de 1a fecundacién de: 45.8% con 25 mM de SBTI, 62.8% con 1 mM de PMSF y
41.2% con 1 mM de pAB (Tabla 1). En los casos de poliespermia de los ovocitos
inseminados con espermatozoides tratados con inhibidores, se observéd que el ntimero de

espermatozoides era menor de 6 (datos no suministrados).

Ensayos de deteccion de proteasas

La actividad proteolitica de los espermatozoides de R. rypus se estudié mediante
geles de disolucidn preparados con geles de poliacrilamida al 10% copolimerizada con
gelatina al 0.1%. Al utilizar esta técnica para estudiar el extracto espermadtico preparado a
pH neutro se observé la existencia de una banda de actividad enzimdtica que presenté

mayor movilidad electroforética que la tripsina y quimotripsina utilizadas como referencia
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(Fig. 11). La banda de actividad es inhibida completamente cuando se incuba los geles con
1 mM de SBTI o 1 mM de pAB (Fig. 12). Por otra parte, al utilizar geles con

poliacrilamida al 12%, se observé dos bandas de actividad enzimadtica.
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DISCUSION

En esta Tesis se ha demostrado que los extractos espermadticos de R. typus preparados
a pH: 7.4 y estudiados en geles de poliacrilamida copolimerizada con gelatina presentan
actividad gelatinolitica. Esta gelatinolisis corresponde a acﬁvidad proteolitica de acuerdo a
lo sefialado por Heussen & Dowdle (1980). Mas aiin, las bandas de digestién fueron
inhibidas cuando los geles fueron tratados con los inhibidores para tripsina SBTI (inhibidor
de la tripsina del poroto de soya) y pAB (p-aminobenzamidina). Es interesante destacar
que se ha utilizado estos mismos inhibidores para inhibir la actividad de 1a acrosina de
mamiferos (Fraser, 1982; Yunes y cols., 1993). La enzima tipo-tripsina de los
espermatozoides de R. rypus, extraida a pH neutro, fue recuperada en una extraccién a pH
dcido realizada segun lo descrito para obtener acrosina de espermatozoides de mamiferos
(Leyton, 1986). El extracto 4cido de los espermatozoides de R. rypus se ha evaluado, a
través de su actividad enzimdtica, por la hidrélisis del sustrato esterdsico BAEE (benzoil
arginina etil ester) en relacién al tiempo. La actividad del extracto se ha medido en un
sistema de orden cero, con exceso de sustrato, a 253 nm, pH:S.O y a 25°C, también hemos
observado que esta actividad es inhibida por 1 mM SBTI y 1 mM pAB (datos no
mostrados). El conjunto de estos resultados sugeriria que los espermatozoides de R. typus

tienen una actividad enzimadtica tipo-tripsina.

Con el propdésito de recuperar las enzimas proteoliticas presentes en los
espermatozoides, ya sea de tipo-tripsina o quimotripsina (Levine y cols., 1978; Yamada &
Aketa, 1981; Pinto y cols., 1990), se realiz6 una extraccién a pH neutro. Este tipo de

extraccidn permitié recuperar de los espermatozoides del crustdceo una actividad
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proteolitica que, sin corresponder a una enzima acrosomal debido a la ausencia de
acrosoma en los espermatozoides, podria corresponder a una enzima vinculada a la
fecundacién. Esta situacion podria ser similar a lo observado en ascidias, cuyos
espermatozoides carentes de acrosoma también poseen ezimas proteoliticas asociadas a la
fecundacién (Sawada y cols., 1982). Como nuestra hipdtesis se refiere a la existencia de
enzimas tipo-tripsina en los espermatozoides de R. rypus, utilizamos dos inhibidores para
tripsina con el objetivo de dilucidar si la banda de protedlisis observada en los geles
correspondia a la actividad de una enzima de esta naturaleza. La completa desaparicion de
la banda de actividad con 1 mM de SBTI y 1 mM de pAB sugiere que una enzima tipo-
tripsina estd presente en los espermatozoides. Para verificar la existencia de una enzima
tipo-tripsina se realizé una extraccién a pH dcido, ya que bajo estas condiciones se favorece
la estabilidad de la enzima, se aumenta la disociacién del complejo enzima-inhibidor y se
previene la autoactivacidn de la enzima (Schill, 1974). Para estudiar la posible existencia
de enzimas tipo-tripsina en este extracto se eligi6 el sustrato BAEE, que se ha utilizado para
diagnosticar enzimas tipo-tripsina tanto en mamiferos como en invertebrados (Brown y
cols., 1975; Levine y cols., 1978; Bhattacharyya y cols., 1979; Yamada & Aketa, 1991;
Sousa y cols., 1992).

Para los espermatozoides de la estrella de mar M. glacialis también se ha utilizado la
presencia de bandas de actividad en geles de poliacrilamida/gelatina y la inhibicién de éstos
por pAB, como un criterio para diagnosticar enzimas tipo-tripsina (Sousa y cols., 1992). La
actividad enzimdtica del extracto espermdtico de M. glacialis sobre BAEE y la inhibicién
de ésta al pretratar los espermatozodies con SBTI constituyen —al ignal que para nosotros-
un refuerzo para sostener la proposicién de la existencia de una enzima tipo-tripsina en los

espermatozoides de R. rypus (Sousa y cols., 1992).

El hallazgo de una banda de actividad proteolitica al analizar extractos espermaticos

neutros de R. rypus en geles de poliacrilamida al 10%, y de dos bandas al utilizar geles al
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12% (datos no suministrados), ha sido interpretada como resultado de la posible existencia
de dos isoformas de la misma enzima. Alternativamente, hemos considerado que la
existencia de dos bandas podria corresponder a productos de la autodigestién de la misma

enzima.

Hemos observado que la actividad enzimdrica en los geles de disolucién depende de
la presencia de concentraciones milimolares de CaCl, y MgCl, (datos no suministrados).
Una situacién similar ocurre con Jos espermatozoides de la ascidia H. rorerzi (Sawada y
cols., 1982) y con los espermatozoides de mamiferos (Polakoski & Mc Rorie, 1973). Esto
podria interpreiarse como un efecto estabilizador de tales iones sobre la actividad
cnzima;tica del extracto, un fenémeno de este tipo se ha descrito para algunas serino-
proteasas cuya actividad es estabilizada, pero no necesariamente dependiente , de la

presencia de calcio (Sarath y cols., 1989).

La posible funcién de la actividad enzimdtica tipo-tripsina de los espermatozoides de
R. typus durante el proceso de fecundacidn, es apoyada por el hallazgo que la fecundacién
in vitro era inhibida en un 45.8%, al pretratar los espermatozoides con 25 mM de SBTI, en
un 62.8%, al pretratarlos con 1 mM pAB, y en un 41.2%, al usar 1 mM de PMSF. Un
efecto inhibitorio similar se ha demostrado en estudios de fecundacion in vitro de ovocitos
ascidia (Hoshi y cols., 1981), de erizo de mar (Levine y colé., 1978) y hamster dorado (De
Ioannes y cols., 1990). Para descartar un posible efecto inespecifico de los inhibidores
sobre los ovocitos de R. rypus, serfa necesario preincubar los ovocitos con los diferentes
inhibidores, lavarlos y posteriormente inseminarlos. Sin embargo, todo este manejo
experimental resuita impracticable en R. typus debido a que los ovocitos deben ser
inseminados antes de tres minutos de permanencia en agua de mar, después de ese tiempo
no hay fecundacién. Esta observacién podria tener su explicacion en Ja existencia de un
mecanismo de prevencién de la poliespermia de los ovocitos maduros de R. rypus. Sin

embargo, para resolver el problema del posible efecto inespecifico de los inhibidores sobre
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los ovocitos, repetimos los experimentos utilizando ovocitos inmaduros ya que éstos
pueden ser lavados y posteriormente fecundados. En estos experimentos se observé 60% y
75% de inhibicién de Ia fecundacién cuando los espermatozoides fueron pretratados con 25
mM de SBTI y 1 mM de pAB, respectivamente. El porcentaje de fecundacion de los
ovocitos inmaduros tratados con 25 mM de SBTI y 1 mM de pAB, posteriormente lavados
y luego inseminados fue de 65.3 y 78.2% respectivamente, mientras que en los controles
sin tratamiento fue de 68.9%. Estos resultados sugieren que los inhibidores para tripsina

afectan la fecundacién sin ocasionar un efecto inespecifico sobre los ovocitos.

Tanto la presencia de una actividad enzimdtica en el espermatozoide de un crusticeo
decdpodo como su posible papel en la fecundacién constituyen datos novedosos en la
investigacién de las interacciones gaméticas en este grupo zooldgico. Una actividad de este
tipo habfa sido sélo sugerida para los espermatozoides inmdviles de los crusticeos
decdpodos (Lynn & Clark, 1983; Griffin & Clark, 1990), pero nunca se habia demostrado

su existencia.

La composicién proteica de las cubiertas ovocitarias de R. typus y la disolucion de
¢éstas por tripsina apoyarian la sugerencia que el espermatozoide inmdvil peneiraria las
cnllbiertas del huevo con la mediacién de una enzima tipo-tripsina. En mamiferos, la entrada
del espermatozoide parece estar mediada tanto por su movimiento hiperactivado como por
la actividad del sistema proacrosina/acrosina (Barros y cols., 1992). La digestion
controlada de la ZP3 por parte de la acrosina permitiria que los oligosacdridos presentes en
la ZP2 se asocien con la proacrosina para mantener al espermatozoide unido a la zona
(O’Rand & Fisher, 1987; De loannes y cols., 1990). Ciclos de unidn, activacién de la
acrosina gatillada por la zona pelicida y la digestion de ésta, permitirian el avance del
espermatozoide a través de esa envoltura. Una situacion similar se podria proponer para el

espermatozoide de R. rypus, sin que esto excluya la existencia de un componente activo

—ain desconocido- en el mecanismo de penetracién que involucre proteinas del

—24




citoesqueleto del espermatozoide (Pérez y cols, 1991). Los filamentos del corion se unirian
al extremo distal del proceso acicular como parte de un mecanismo de enganche de los
espermatozoides que contribuiria a su desplazamiento a través de las cubiertas ovocitarias.
Las microvellosidades de la membrana del ovocito, por otra parte, se unen al proceso
acicular de los espermatozoides (Barros y cols., 1986) y esto sugeriria que podrian
participar en la union de los gametos. La unién del espermatozoide con el ovocito a través
de las microvellosidades de éste dltimo, es un fenémeno frecuente en la fecundacidn

(Barros y Fraklin, 1968; Barros y Herrera, 1977; Epel y Vacquier, 1978).

El proceso acicular es el organelo que estd en ¢l frente de penetracidn espermdtica,
por lo tanto tendriamos que asumir que €ste corresponde al acrosoma, al menos desde un
punto de vista funcional. EI proceso acicular tiene una pared densa a los electrones
formada por fibrillas de 10nm de didmetro y un centro poco denso a los electrones que
abarca toda la extensién del proceso acicular, exceptuando el extremo mds distal (Dupré y
Barros, 1983). La enzima podria estar ubicada en la regidn central y ser liberada a través de
la pared por modificacién de ésta. Efectivamente, hemos observado una pequeifia
modificacién del extremo mds distal del proceso acicular durante el contacto inicial de éste
con el ovocito, también hemos visto la modificacién de las estriaciones longitudinales
externas de la pared del proceso acicular y hemos notado pequefias perforaciones en la
superficie del proceso acicular modificado. La regién central podria corresponder a una
matriz como la de los acrosomas de los espermatozoides de mamiferos y el contacto con el
corion podria gatillar, de un modo atdn desconocido, la liberacién de la enzima desde la

regién central.
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Hay evidencias que durante la inmteraccién gamética en mamiferos, el ovocito induce
la liberacién de enzimas de origen espermdtico. La proposicién original que la reaccidn
acrosémica ocurria en la zona pelicida —o al menos se completaba en ella (Franklin y cols.,
1970)- se reforzé por el hallazgo que la cadena polipeptidica de una de las glicoproteinas de
la zona pelicida, la ZP3, es la responsable de la induccién de la reaccién acrosémica
(Florman y cols., 1984; Florman & Wassarman 1985; Wassarman, 1990). Esta propiedad
de la zona peliicida de inducir la reaccién acrosémica se ha demostrado en el ratén
(Wassarman y cols., 1986; Kligman y cols., 1991; Leyton y cols., 1989), hamster (Cherr y
cols., 1986; Yoshimatsu & Yanagimachi, 1988; Uto y cols., 1988; Yunes y cols., 1992),
conejo (O’Rand & Fisher, 1987), toro (Florman & First, 1989a,b) y humanos (Nagae et al.,
1986; Cross y cols., 1988). Asi, es posible que en R. rypus el primer contacto
espermatozoide-ovocito pudiera gatillar un evento destinado a exponer y/o activar la
enzima tipo-tripsina. El hecho que la perforacion realizada por el proceso acicular en la
superficie del huevo sea de bordes muy definidos, sugeriria que enzima tipo-tripsina de los
espermatozoides de R. rypus no es soluble y probablemente estd estrechamente asociada al

proceso acicular.

Durante la fecundacién de R. rypus el espermatozoide establece el primer contacto
con el huevo maduro a través del dpice del proceso acicular', esta unién es fuerte ya que no
se disocia al pipetear los huevos con fuerza (Barros y cols., 1986). Esto sugiere que en la
unién espermatozoide-huevo de R. rypus participarian moléculas similares a Ia bindina
descrita en erizo de mar (Vacquier y Moy, 1977). La ubicacién de estas moléculas de unién
estaria restringida al proceso acicular debido a que —como hemos observado- los
espermatozoides que casualmente se unen al huevo por los rayos, se desprenden facilmente
al pipetear suavemente los huevos. Después de la asociacion inicial el espermatozoide de
R. rypus podria permanecer unido a las cubiertas a través de un mecanismo que podria
involucrar enzimas del tipo-tripsina como se ha comunicado en mamiferos (T&pfer-

Petersen, 1990; Jones y cols., 1988).
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El hallazgo de una enzima tipo-tripsina en los espermatozoides de R. rypus no
excluye que en estos espermatozoides también existan otras actividades enzimdticas
vinculadas a la fecundacién. En otros invertebrados marinos se ha encontrado actividades
espermaticas tipo: tripsina, quimotripsina y aril sulfatasa asociadas a la fecundacién (Heller
& Raftery, 1973; Levine y cols., 1978; Hoshi y cols., 1979; Hoshi & Moriya, 1980; Green
& Summers, 1980; Yamada & Aketa, 1981; Hoshi y cols., 1981; Pinto y cols., 1990;
Matsumura & Aketa, 1991; Sousa y cols., 1992; Marino y cols., 1992).

En estudios futuros seria interesante dilucidar la posible existencia de otras
actividades enzimdricas en el espermatozoide de R. rypus realizando experimentos de
actividad de extractos espermdticos sobre sustratos especificos como ATEE para
quimotripsina (Yamada & Aketa, 1981) y p-nitrofenilsulfato para arilsulfatasa (FHoshi &
Moriya, 1980). También podria utilizarse sustratos ﬂuorogénicos especificos que permiten
detectar con alta sensibilidad una determinada actividad enzimdiica (Pinto y cols., 1990).
La pariicipacién de estas enzimas en la fecundacién podria dilucidarse al pretratar los
espermatozoides con inhibidores especificos, evaluando posteriormente su efecto en los

niveles de fecundacién in vitro.

Una interrogante muy importante que debe ser resuelta a futuro se refiere a la
localizacién de la actividad enzimdtica que hemos detectado en el espermatozoide de R,
typus. En los espermatozoides de mamiferos, la acrosina estd localizada en el acrosoma
(Barros y cols., 1992), al igual que la enzima tipo-tripsina del espermatozoide de erizo de
mar (Green & Summers, 1980). Sin embargo, se ha reconocido que la arilsulfatasa ~que
también cumpliria un papel en la penetracién del espermatozoide de erizo de mar a través
de las cubiertas ovocitarias- no estaria ubicada en el acrosoma (Hoshi & Moriya, 1980). La
ubicacién de la enzima tipo-tripsina demostrada en el espermatozoide de R. typus podria
estudiarse utilizando SBTI conjugado a FITC o a ferritina como se ha hecho para la

determinacidn ultraestructural de la enzima tipo-tripsina del espermatozoide de erizo de
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mar (Green & Summers, 1980). Esta interrogante podria también abordarse con
anticuerpos policlonales preparados contra la banda de actividad enzimdtica que los
extractos espermadticos de R. rypus desarrollan en geles de poliacrilamida copolimerizada
con gelatina, Estos mismos anticuerpos podrian utilizarse para investigar el compromiso
real que esta enzima pudiera tener en la fecundacidn utilizdndolos en ensayos de inhibicién

de la fecundacidn in vitro.

Finalmente valga un comentario con respecto al posible mecanismo de encuentro de
los gametos in vivo. Se ha sugerido que se realizaria en la bolsa incubatriz de la hembra por
la corriente de agua generada como consecuencia del movimiento de los pledpodos de la
hembra. Un mecanismo de esta naturaleza ha sido también propuesto para explicar la
fecundacidn del crustdceo decdpodo Penaeus aztecus que ~al igual que todos los crustaceos

decdpodos- posee espermatozoides inmdviles (Clark y cols., 1973).

En conclusion, las evidencias presentadas y discutidas aqui, demostrarian como
vélida Ia hipétesis original en el sentido que una enzima tipo-tripsina seria la responsable

del paso del espermatozoide a través de las cubiertas ovocitarias.
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CONCLUSIONES

El ovocito maduro de Rhynchocinetes typus posee tres cubiertas extracelulares: el

corion, la cubierta intermedia y la membrana vitelina.

Las cubiertas extracelulares del ovocito maduro de R. typus son de composicién

proteica. Una de las proteinas, separada electroforéticamente, es PAS positiva.
Las cubiertas ovocitarias son digeridas por tripsina.

Con geles de poliacrilamida al 10% copolimerizada con gelatina al 0.1%, se

demostré la existencia de una banda de actividad proteolitica.

La banda de digestion registrada en geles con poliacrilamida al 10% es

completamente inhibida con 1 mM de SBTI y 1 mM de pAB.

La fecundacién de R. typus fue inhibida entre un 45 y un 63% por efecto del
tratamiento de los espermatozoides con los inhibidores de la tripsina: SBTI, PMSF

y pAB.

Toda esta evidencia apunta a la existencia de una enzima tipo-tripsina en el

espermatozoide de R. typus y a su probable participacién durante la fecundacion.
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Figura 1. Microfotografia de contraste de fases de: (1a) Espermatozoides de
Rhynchocinetes rypus recuperados del conducto deferente. Observe el aspecto de tachuela
que caracteriza al espermatozoide, en €l se distingue el proceso acicular (pa) y el cuerpo (c)
(1000x). (1b) Segundos después que el espermatozoide ha sido depositado en agua de mar
éste despliega sus rayos (r) y espinas radiales (er) adoptando la forma de un paraguas
invertido (1000x). (lc¢) Microfotografia electronica de barrido. En el proceso acicular se

puede distinguir las estriaciones longitudinales externas (el) (51000x).
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Figura 2. (2a) Microfotografia de contrasie de fases de un ovocito maduro de R. pypus,
observe las envolturas del ovocito (e) (20x). (2b) Microfotografia electrénica de
transmision a través de las envolturas de un ovocito maduro. Observe el corion (co) que
aparece formado por un sector interno de alta densidad electrdnica y por un sector interno
que incluye perfiles de estructuras membranosas de diferente forma y tamaiio (flechas),

envoltura intermedia (ei), membrana vitelina (mv) y citoplasma (ci) (13000x).
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Figura 3. Microfotografias electrénicas de fjarrido. (3a) membrana vitelina, observe su
aspecto fenestrado (15000). (3b) corion, observe la estructura dél sector externo del corion
que aparece formado por estructuras discoidales (flechas cerradas) y digitiformes (flechas

abiertas) (13000x).
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Figura 4. Microfotografias de contraste de fases de huevos transparentados con
metanol:cloroformo (1:1) y teflidos con orceina lactoacética. (4a) placa metafdsica de la
primera divisién meidtica de un ovocito maduro (290x). (4b) vesicula germinativa de un

ovocito inmaduro (52x).
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Figura 5. Microfotografias electrénicas de barrido. (5a) espermatozoide de R. fypus en su
contacto inicial con el ovacito, observe que €l espermatozoide ha plegado sus rayos
(3000x). En (5b) se observa un detalle de esta misma interaccion, vea el extremo distal del
proceso acicular dilatado, la modificacién de las estriaciones longitudinales externas del
proceso acicular y la degradacidn de las cubiertas ovocitarias que se ha interpretado como

el inicio del proceso de digestion de éstas por parte del espermatozoide (61500x).
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Figura 6. Microfotografias electrénicas de barrido. (6a) Muestra un espermatozoide que ha
progresado en el proceso de penetracion por las cubiertas ovocitarias (9500x). (6b) A
mayor aumento se puede observar que las estriaciones longitudinales del proceso acicular
han sido reemplazados por pliegues concéntricos de la superficie. Comparando esta figura
con la 5 podrd observar el aumento del didmetro del canal de penetracidn del

espermatozoide (55000x).
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Figura 7. Microfotografia electrénica de barrido de: (7a) un espermatozoide en que se
observa el exwemo del proceso acicular sobre la membrana plasmdtica (4000x). (7b) A
mayor aumento se observa que las microvellosidades del ovocito estin en estrecho contacto

con el proceso acicular (29000x).
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Figura 8. Microfotografia electrdnica de barrido de: (8a y b) etapas finales del proceso de
penetracion del espermatozoide al ovocito. En (a) observe que el proceso acicular ha
penetrado completamente al ovocito quedando afuera sélo los rayos y espinas radiales
(2500x), en (b) observe la formacidn de un cono de fecundacién (2200x). (8c) Corte por
un ovocito fecundado en el que se puede observar el espermatozoide totalmente

incorporado en el citoplasma ovocitario (1700x).
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Figura 9. (9a) Microfotografia de contraste de fases de una cubierta ovocitaria aislada en
agua de mar sin calcio a la que se adicioné 10 mM EGTA (32x). (9b y c¢) Electroforesis en
geles de poliacrilamida al 10% de cubiertas de ovocitos maduros solubilizadas con beta
mercaptoetanol y SDS, tincién con Azul de Coomassie (9b); tincién PAS, observe la

presencia de, al menos, una banda PAS positiva (9c).
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Figura 10. Microfotografia electrénica de barrido de un ovocito que estd siendo penetrado
por varios espermatozoides (750x). Evidencia suministrada en el texto sugiere que los

espermatozoides podrian penetrar el ovocito generando poliespermia.
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Figura 11. Geles de disolucién con poliacrilamida al 10% y gelatina al 0,1%. Se observa

una banda de actividad proteolitica.
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Figura 12. Geles de disolucion con poliacrilamida al 10% y gelatina al 0.1%. En (a) se
observa la banda de digestién y en (b) y (c) la inhibicién de esta actividad con 1 mM de

SBTI y 1 mM de pAB, respectivamente.
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Tabla I. Muestra la inhibicién de la fecundacioén in vitro de ovocitos maduros de R. fypus
inseminados con espermatozoides previamente tratados durante 15 minutos con cada uno
de los inhibidores. La coincubacién de los gametos se realizd en presencia de los
inhibidores, durante 1 a 2 horas, en agua de mar natural microfiltrada, pH:8.0 y a 17°C.
Como controles se usé espermatozoides que durante 15 minutos fueron mantenidos en agua

de mar natural microfiltrada.




TABLA1

EFECTO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA EN LA

FECUNDACION DE OVOCITOS DE Ritynchocinetes typus

Inhibidor N2 de huevos obser./

(mM) N2 de huevos fec. % fecundacidn -~ % inhibicién

Control (sin

inhibidor) 1360/625 459 —
SBTI (25mM) 1350/336 | 24.9 45.8
PMSF (1mM) 164/28 17.1 62.8
pAB (1mM) 37/10 27.0 412
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