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RESUREN

Para que ocurra la fecundaci6n en maniferos el espermatozoide debe pasar a

trav6s  de las  c61ulas  de  la granulosa,  penetrar la zona peldeida y posteriomente

fusionarse con el ovocito.  Los mecanismos moleculares propuestos para explicar la

penetraci6n  a  trav6s  de  la  zona  pehicida  consideran   que:   1)   acrosina  actha

directamente como proteasa, diSriendo la zona pehicida y facilitando asi el paso del

espermatozoide;  2)  proacrosina  se  une  a  las  alicoproteinas  de  la  zona  pehicida

(ZPGPs) y rna vez  establecida esta uni6n  secundaria,  proacrosina  se  autodiSere

liberando  al  espermatozoide  de  esta  uni6n.    Asi,  la  repetici6n  conthua  de  este

mecanismo facilitaria la penetraci6n del espermatozoide.

La uni6n secundaria es  esencialmente  de tipo  i6nico,  involucrando  grupos

polisulfatos  en  las  ZPGPs  y  residuos  basicos  en  proacrosina.  La  deusidad  y  la

orientaci6n de los grupos sulfato en las ZPGPs parecen ser parametros criticos en

median   el   reconocimiento   y   la   uni6n,   ya   que   pequefias   variaciones   en   su

estequiometia serian las resporisables de proporcionar la especie especificidad de la

fecundaci6n.   El hecho que tanto proacrosina como  P-acrosina presenta la misma

capacidad de union a los grupos polisulfatos de la zona peldeida suSere  que  el

dominio carboxilo terminal de proacrosina tiene poca inportancia en la actividad de

uni6n.
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En  esta  tesis  se  estudi6  1a  participaci6n  de  B-acrosina  en  la  uni6n

secundaria a la zona peldeida.  Para ello,  se  subclonaron fragmentos de CDNA

derivados del mRNA de proacrosina de  cerdo y se expresaron cinco proteinas

recombinantes: P-aerosina, un mutante del sitio catalitico (Ser/Ala222), la cadena

pesada, el extremo amino terminal y el extremo carboxilo terminal de P-acrosina.

De ellas, solanente P-acrosina recombinante, una vez liberada de la proteina de

fusi6n, mostr6 actividad enzimatica.

La  capacidad  de  uni6n  de  las  proteinas  recombinantes  a  [25I-ZPGPs  se

evalu6 en un ensayo de dot blot.  solo B-acrosina recombinante, 1a mutante del sitio

catalitico y la cadena pesada de P- acrosina,  se unen a las ZPGPs.   La union es

dependiente  de  la  concentraci6n  de  la  proteina  recombinante  e  inhibible  por

polineros polisulfatados.  Puesto que P-acrosina recombinante y la mutante del sitio

catalitico  presentan  la  misma  capacidad  de  uni6n,  se  concluye  que  la  actividad

proteolitica no  seria necesaria para el proceso de uni6n.    Por otra parte,  como la

cadena pesada de P-acrosina s6lo one un 52% del maximo y las dos recombinantes

de los extremos amino y carboxilo terminal no unen a ZPGPs, la union secundaria

en cerdo requeriria de la secuencia completa de  P-acrosina para que  se fome  el

donrinio de uni6n.
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Mediante  ensayos  de  uni6n  de  P-acrosina  recombinante  yodada  a  zonas

pehicidas 7.# /oJo,  se  determin6  que la uni6n es saturable y estable  en el tiempo.

Ademas, puede  ser desplazada tanto por proacrosina nativa  como por fucoidano.

Por antoradiografia se determin6 que P-acrosina recombinante se une y localiza en

forma heterog6nea en toda la superficie y grosor de la zona pehicida.  Lo que suSere

quelosHgandosparaB-acrosinanoseencontrarianriomogeneamentedistibuldosen

la  zona  pemcida.    En  conjunto,  estos  resultados permiten  conchir  que  acrosina

participa  en  la  uni6n  secundaria,  uniendose  especifica  y  selectivanente  a  las

glicoproteinas de la zona pehicida.

Para   estudiar  la  contribuci6n   de   acrosina   en   la   uni6n   secundaria   del

espematozoide  a la zona pehicida  se realizaron ensayos  de  fecundaci6n  j# vr.fro

preincubando los ovocitos con las proteinas recombinantes o en presencia de ellas.

En las condiciones experimentales usadas, la uni6n de las proteinas recombinantes

de  P-acrosina  de  cerdo  no  afect6 la fecundaci6n hom6loga (cerdo) ni heter6loga

thumano).     Estos  resultados     surieren  la  participaci6n  de  otras  proteinas  del

acrosoma  del  espematozoide  en  la  uni6n  secundaria,   1os  cuales  reconocerian

figandos distintos a los que la P-acrosina recombinante bloque6.
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h mammaHan fertilization the spematozoa must pass throuch the granulosa

cells, penetrate the zona pellucida and finally fuse with the oocyte.   The molecular

mechanism  proposed  to  explain  zona  pellucida  penetration  considers  that:     1)

acrosin acts directly as a protease which digests the zona pellucida,  allowing the

spem to  pass  through it;    2)  proacrosin binds the  zona pellucida givcoproteins

(ZPGPs) and once this secondary binding is estabHshed, proacrosin autodigests itself

leaving  the  spem  free  to  bind  again.     Therefore,  continual  repetition  of this

mechanism win facilitate spem penetration.

The  secondary  binding  involves  ionic  interactions  between  polysulphated

groups of the zona pellucida givcoproteins and basic residues on procacrosin.  The

density and orientation of sulphated groups on ZPGPs seem to be critical paraneters

mediating recognition and binding,  since  small  changes in the  stoichiometry are

responsible  for  providing  the  specie  specificity  of fertilization.     The  fact  that

proacrosin and P-acrosin present the same binding capacity towards polysulphated

groups  on ZPGPs  suggests  that the  carborry terminal  end  of proacrosin has  no

inportance in the binding.

h this thesis we studied the participation of the P-acrosin in the secondary

binding to the zona penucida.   This was achieved by subcloning DNA fragments

IN



derived  from  boar  proacrosin  mRNA  and  expressing  as  tlutathione  transferase

fusion proteins the following five recombinant proteins:  P-acrosin, a mutant of the

catalytic  site,  P-acrosin  Ser/Ala222,  P-acrosin  heavy  chain,  anino  and  carbory

temini of P-acrosin.   Of these only recombinant P-acrosin, after cleavage from the

fusion protein, showed elizymatic activity.

The binding capacity of the recombinant proteins to ZPGPs was ewhated

with  a  dot  blot  assay.    Only  recombinant  P-acrosin,  the  catalytic  site  B-acrosin

mutant  and  P-acrosin  heavy  chain  bind  ZPGPs.    This  binding  depends  on  the

recombinant   concentration   and   is   inhibited   by   sulphated   polymers.       Since

recombinant P-acrosin and the catalytic site mutant have the same binding capacity,

the proteolytic activity is not necessary for the binding mechanism.  However, since

P-acrosin heavy chaln has only 52% of the maxinal binding capacity and the shorter

amino  and  carboxy terminal  recombinant proteins  do  not bind ZPGPs,  for boar

fertilization,  the  secondary  binding  on  would  require  the  complete  amino  acid

sequence of P-acrosin to fom the binding domain.

Binding  assays  7.7€  fofo  between  the  iodinated  recombinant  P-acrosin  and

whole zona pellucida showed that this binding is saturable and stable in time.  More

over,   it   can   be   blocked   by   the   native   proacrosin   and   by   fucoidan.      By

autoradiography we detemined that the recombinant P-acrosin bind and localize on

XX



the   endue   surface   and  thickness  of  the   zora  pellucida  in   a  heterogeneous

distribution.       This   suggests   that   the   ligands   for   P-acrosin   would   not   be

homogenously  distributed  on  the  zona  pellucida.     These  results  permit  us  to

conclude that acrosin acts on secondary binding, binding apecific- and selectively to

the zona pellucida givcoproteins.

To study the condibution of acrosin in the secondary binding  of the sperm to

the zona pellucida, we perfomed 7.7® v7+ro fertilization assays in the presence of the

recombinant proteins or by preincubation of the oocyte with these proteins.   Under

the experimental conditions used, binding of P-acrosin recombinant proteins do not

block homologous Q7oar) or heterologous Qluman) apem penetration  These results

suggest that there may be other proteins in the acrosome reacted spematozoa that

participate in the secondary binding, and that these proteins recognize ligands that

are different from those blocked by P-acrosin recombinant proteins.

RT



INTRODUCCI0N

La fecundaci6n es el proceso por el cual el espermatozoide y el ovocito se unen

para dar origen a un zigoto  diploide que es geheticamente distinto a sus progenitores.

Esta forma de reproducci6n bisexual, llevada a cabo por la fecundaci6n de los gametos,

se   encuentra   representada   en   muchos   metazoarios   incluidos   los   mamiferos.   En

mamiferos,   el   ovocito   ovulado   esfa   envuelto   en   rna   matriz   extracelular

denominada zona pehicida y mas extemamente rodeado por rna nasa de c61ulas

de la granulosa.  Para que ocurra la fecundaci6n, el espermatozoide debe pasar a

traves las celulas de la granulosa, penetrar la zona pemcida y rna vez en contacto

con el ovocito, se produce la fusi6n de las membranas gam6ticas.   Esto activa al

ovocito, iniciando cambios citoplasmaticos que permiten finalizar su meiosis e

iniciar el desarrollo embrionario.

La zona pehicida media el reconocimiento inicial entre el espematozoide

y el ovocito y, en la mayoria de los mamfferos, 1a penetraci6n de la zona pehicida

por   el   espermatozoide   es   especie-especifica.      La  zona  pemcida  juega  un

importante  papel  en  los  subsecuentes  eventos  del  proceso  de  la  fecundaci6n,

como  son  el  constituir  la  barrera  especie-especffica,  ser  la  respousable  de  la
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inducci6n  de  la  reacci6n  acros6mica  del  espermatozoide  y  del  bloqueo  a  la

polieaperrfua.

El espematozoide por su parte, debe suffir dos procesos claves antes de

fecunder al ovocito:  expresar una motilidad hiperactivada y sufiir la exocitosis

acrosomal   o   reacci6n   acros6mica.       Ainbos   eventos   se   producen   como

consecuencia de la "capacitaci6n" espermatica y son un requisite indispensable

para  la penetraci6n  espematica  a traves  de  la zona  pehicida.    La  motilidad

hiperactivada  consiste  en  que  el  moviniento  del  espematozoide  deja  de  ser

progresivo y las ondulaciones del flagelo presentan rna mayor amplitnd y un

menor radio de curvatura y frecuencia Qiatz y cols.,  1978).   Estos cambios en el

movimiento flagelar, facilitarian el paso del espematozoide por las c61ulas de la

corona  radiada y  la  penetraci6n  a  trav5s  de  la zona  pehicida.    La  reacci6n

acros6mica expone y/o 1ibera el contenido acrosomal, el cual contiene una gran

variedad de enzimas hidrolfticas (Tabla  1).   De estas, hialuronidasa y acrosina

ham sido las mas estudiadas y caracterizadas.  La reacci6n acros6mica permite no

solo que el espermatozoide cruce a trav6s de la zona peldeida sino que ademas

determina  canbios  en  la  membrana  plasmatica  de  la  re$6n  ecuatorial  del

espermatozoide que la vueiven fusogenica a la membrana plasmatica del ovocito.
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Hialuronidasa

Proacrosina/acrosina

Fosfolipasa A

Fosfolipasa C

Arilsulfatasa

AIamidasa

Colagenasa

N-Acetilexosaminidasa

N-Acetilglucosaminidasa

Galactosidasa

Glucoronidasa

Catepsina D

Catepsina L

Calpaina 11

Metaloendoproteasa

L-Fucosidasa

Peptidilpeptidasa

Ornitin decarboxilasa

Tabha 1.  Listado de algunas enzinas acrosomales (Yanaginachi, 1994).
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A. CAPACITACION ESPERMATICA

El esperinatozoide de mamifero reci6n eyaculado es m6til pero incapaz de

fecundar a un ovocito, pues no puede alcanzar el estado hiperachvado ni suffir la

reacci6n acros6mica irmediatanente.   El espermatozoide requiere de un periodo

de tiempo durante el cual tienen lugar cambios moleculares intracelulares y en la

superficie de su membrana plasmatica que le permiten rna adecuada interacci6n

con la zona peldeida y posteriormente con la membrana plasmatica del ovocito.

Este proceso de adquisici6n de la capacidad fecundante dependiente del tiempo

fue  originalmente  definido  como  "capacitaci6n"  (Austin,   1951;  Chang,   1951,

Austin,    1952;   Yanagimachi,    1994).       Se   hen   descrito   muchos   cambios

intracelulares en el espermatozoide capacitado, por ejemplo, en la concentraci6n

de iones intracelulares (Msny y cols.,  1984; Hyne y cols.,  1985), en la actividad

gicolitica y el consumo de oxigeno (Boell,  1985), en la actividad de la adenilil

ciclasa (Stein y Fraser,  1984), en el aumento de los niveles de CAMP (Visconti y

Tezon,  1989;  Fraser,  1990), en.1a actividad de proteina quinasas dependientes de

CAMP (Visconti y cols.,  1995a; Visconti y cols.,  1995b; Leclerc y cols.,  1996) y

en la remoci6n o alteraci6n de agentes estabilizadores de la membrana plasmatica

del  espermatozoide   adsorbidos  durante   su  pemanencia  en  el  epididimo  o

provenientes del plasma seminal (Weirman y Wi]1iams,  1961).    Estos  agentes

estabilizadores  inclnyen  por  ejemplo,  a  los  llanados  factores  descapacitantes
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(01iphant,  1976;   Fraser y cols.,  1990),  a la calthna (Coronel y Lardy,  1992),  a

91icoproteinas de 15,  16 y 23 kDa (Pany y cols.,  1992), a espermina Oiubinstein

y Breitbart,  1991)  y  a las  proteinas  estabilizadoras  del  acrosoma  (01iphant y

cols.,1985;  Wendyy cols.,1986).

A.1.  Lugar donde ocurre i.# vz.vo la capacitaci6n.

El criterio usado para indicar que un espematozoide se ha capacitado es

cuando es capaz de sufiir la reacci6n del acrosoma y ha fecundado un ovocito.

La  capacitaci6n  ocurre  normalmente  en  el  tracto  femenino  y  el  1ugar  exacto

depende de donde es depositado el semen durante la c6pula.   Por ejemplo, en los

bovinos, ovinos, primates y el conejo, el semen es eyaculado en la parte anterior

de la vagiva, mientras que en la mayoria de los roedores, en el cerdo, el caballo y

el perro, 1a mayor parte del semen es forzado a trav6s del cervix y depositado

directamente en el utero.   En ambos casos,  casi todos los espermatozoides son

eliminados  del  tracto  femenino  o  no  tienen  acceso   directo   al   sitio   de  la

fecundaci6n.  En el rat6n o en el hamster, 1a raz6n espermatozoide - ovocito en el

momento  de  la  fecundaci6n  es  de   1:1   e  inclusive  menor  (Zamboni,   1972;

Cummins y YanaSmachi, 1982).
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En las especies donde los espematozoides son depositados en la vagiva,

1a primera barrera fisica es el moco cervical del cuello uterino.  La estructura del

moco cervical permite seleccionar a los espematozoides inpidiendo el paso a los

morfol6Scanente anomales a3arros y cols.,  1984b).   Es en el moco  cervical

dondelosespermatozoidesiniciarianelprocesodecapacitaci6ndesprendi6ndose,

contra las fibres del moco, del material descapacitante adsorbido en la membrana

plasmatica durante  su  almacenamiento  en  el  epididino y  del plasma  seminal

durante la eyaculaci6n.

A.2. Capacitaci6n espermftica i.# vz.fro.

Orichalmente se demostr6 que espermatozoides epididinarios de hinster

podian ser capacitados i.# vjfro usando el contenido oviductal de hembras reci6n

ovuladas   (Yanarfuachi  y  Chang,   1964).      Actudrente,   no   es  necesario

suplementarlosmediosdecapacitaci6nconningdncomponentedeltractogenital

femenino.   En la mayoria de has especies de manrfero  estudiadas,  1os medios

definidos que permiten la capacitaci6n espermatica J.# vz.fro necesitan, aparte de

un suplemento de fuente energ6tica apropiada aactato, piruvato) y de albdrina

sdica, de al memos dos componentes en su composici6n, Ca++ y la raz6n HC03-

/C02.   EI Ca'+ es necesario no solameute para la reacci6n acros6mica (Barros,

1974;  Fraser, 1982) sino tambi6n para la expresi6n de la motilidad hiperactivada



del espermatozoide, parinetro considerado para la capacitaci6n (Yanagivachi,

1981;  Fraser y Ahuja,1988).

En los espermatozoides no capacitados los niveles de Ca++ intracelular se

mantienenbajos,tantoenlacabezacomoenlacoladelespematozoide,debidoa

la presencia de rna bomba Ca++ ATpasfty un transportador que intercambia Na+

por  Ca++  y  un  sistema  intercambiador  de   Ca++AI+,   todos  presentes  en  la

membrana  plasndtica  del   espermatozoide   (Breitbart  y   cols.,   1984;      1985;

Bradley y  Forrester,  1980;    RIgoni y  cols.,  1987;    Roldan y  Fleming,  1989).

Tarnbi6n   podrian   participar   en   la   mantenci6n   de   estos   niveles   bajos   el

ahaacenamiento   de   Ca++   en   las   mitocondrias   (Irvine   y   ditken,   1986)   o

relacionarse con los niveles de calmodulina O{oland y cols.,  1985).  Es claro que

los niveles de calcio intracelular aunientan durante   la capacitaci6n (Coronel y

Lardy,  1987;  Baldi y cols., 1991).

7

Por   otro   lado,   1a   raz6n   HC03-/C02   causa   fapidos   cambios   en   la

arquitectura  lipidica  de  la  membrana  plasritica  del  espermatozoide  (Shi  y

Roldan,  1995;  Harrison y  cols.,  1996).    Estos  cambios  estin  asociados  con la

desestabilizaci6n  de  la  membrana  plasmatica  que  eventualmente  llevan  a  la

reacci6n  acros6mica.     Por  lo  tanto,  actualmente  al  estado  capacitado  se  le

considera rna ventana de la desestabilizaci6n en la cual  el  espermatozoide  al

interactuar  con  la  zona  peldeida .es  inducido  a  suffir  la  reacci6n  acros6nrica
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Garrison,  1996).   Si un espermatozoide no encontrara al ovocito y prosigre su

desestabilizaci6n,ocurriralareacci6nacros6micaespontineayconeltiempouna

desestabflizaci6ntotaldelamembranaylamuertecelular.

8.  ESTRUCTURA Y FUNCI0N DE IA ZONA PELbcIDA

La zona peldeida es la cubierta stcoproteica que rodea al ovocito y al

zigoto durante su paso por el oviducto antes de implantarse en el dtero.   Se le

adjudican varias frociones, como por ejemplo el consrfuir la ultima barrera que

debe enfrentar el espermatozoide fecundante (YanaSmarfu 1994), impidiendo la

poliespernda  (Austin  y  Braden,  1956)  y  determinando  en  la  mayoria  de  los

manfferos  la  barrera  para  la  especificidad  de  especie  (Yanaedmachi,   1994).

Tanbi6n se le atibnye la protecci6n contra el dafio fisico Orichols y Gardner,

1989)yelimpedirquelosblast6merossedisgreguenoseadhieranvarioszigotos

(Edwards,   1964)  o.  que  el  embri6n  se    adhiera  e  inplante  en  el  oviducto

(Tarkowski,1959;  Bronson y MCLaren,1970).

La zona pelfroida se foma durante la ovog6nesis y sus constituyentes son

depositados entre el ovocito y las c6lulas de la granulosa que lo rodean (Lee y

Dunbar,  1993).    En  los  roedores,  las  orcoproteinas  que  conforman  la  zona

pehicidasonexpresadasexclusivamenteporelovocito,peroenotrosmaniferos



(conejoycerdo)estassonexpresadastantoporelovocitocomoporlascelulasde

la granulosa.  Diversos analisis moleculares ban demostrado que las proteinas de

la zona peldeida y sus respectivos mRNA se encuentran dentro de ovocitos de

foliculosprimordialesenovariosdeconejosde2semanasdeedad,indicandoque

estassesintetizanmuytempranodurantelaovog6nesis(Dunbarycols.,1994).

Se ha demostrado en rat6n, rata, hinster, conejo, caballo y hrmano que la

zona  peldeida  esta  fomada  por  tres  firilias  diferentes  de  dicoproteinas

denominadas ZP1, ZP2 y ZP3  (Bleil y Wassaman,  1980; Cheve y Wassaman,

1985;Arakiycols.,1992;AlujayBolwell,1983;Dunbarycols.,1980;Millery

cols.,   1992;   Sacco  y  cols.,   1989).     Durante  el  proceso   de  fecundaci6n,   1a

interacci6n  inicial  entre  el  espermatozoide  y  la  zona  pelhcida  del  ovocito  es

mediado por un ligando espematico en la zona peldeida,  1a dicoproteina ZP3

(Wassarman, 1988).  Este ligando espematico juega un papel muy importante en

losprimerospasosdelainteracci6nganetica,puespemitelauni6nprimariadel

espematozoide  al ovocito y  es la molecula responsable  de  la inducci6n de  la

reacci6n  acros6nrica.     Por  otro  lado,  ZP2  ha  sido  implicada  como  ligando

espematicosecundario,queunealespematozoidealazonapelbcidadespuesde

haber sufrido la reacci6n acros6nrica (Bleil y cols., 1988).

9



C. UNloN   pRnIARIA   DEL   ESPERMATozolDE   A   LA   ZONA
PELUCIDA.

10

Losespematozoidesdemanfferoseunenfuertementealazonapeldeida

antes de penetrarla e inclusive  antes  de haber sufiido  la reacci6n acros6mica.

Esta interacci6n es debida a moleculas de adhesi6n de la membrana plasmatica

del espematozoide y ligandos en la zona peldeida.   Muchas evidencias existen

sobre  mol6culas  espematicas  con  capacidad  de  uni6n  a  la  zona  peldeida

(Gwalkin y Wiuians,  1977).   Estos autores realizaron un ensayo  z.# vj.fro  con

espematozoides  capacitados  de  hinster  preincubados  con  zonas  peldeidas

solubilizadas, y observaron que estos eran incapaces de unirse a la superficie de

zonaspeldeidasintactassinafectarsumotilidad.Actuahaentesehademostrado

que ZP3  en rat6n ty la proteina hom61oga en las otras especies) es el 1igando

primario que se one especfficamente a la superficie de la membrana plasndtica

sobre  el  acrosoma  de  espematozoides  no  reaccionados  q31eil  y  Wassalman,

1988;Vasquezycols.,1989).Lacapacidaddeuni6ndeZP3estaasociadas6loa

sus  residuos  dicosidicos  ¢loman  y  cols.,  1984;  Wassaman,  1987).     Oua

caracteristica  imporfante  de  ZP3   es  que  es  la  molecula  responsable  de  la

inducci6n de la reacci6n acros6mica (Florman y Wassarman 1985; Wassarman,

1990), pero siendo en este caso la porci6n aninoacidica la responsable de esta

actividad (Vasquez y cols., 1989).
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Se ban descrito muchas proteinas espematicas como candidatos en esta

interacci6n inicial con la zona peldeida,  aunque para ninguna  de  ellas  existen

evidencias  claras  de  esta  interacci6n.    Asi  por  ejemplo,  se  tiene  a  la  or-1,4-

galactosiltransferasaqueuniriaresiduosoligosacatdosdelaZP30dillerycols.,

1993)  o  antoantigenos  espematicos  como  la  proteina  Spl7  de  conejo  o  sus

hom61ogosenrat6nyhunanoQtichardsonycols.,1994)oungrupodeproteinas

espematicasdebajopesomolecular(~15kDa),denoninados"espermadesinas",

quetienencapacidaddeuni6nalazonapeldeida(Calveteycols.,1992;T6pfer-

Petersen y cols.,  1993).   Por otro lado, en la rata se ha identificado al antigeno

281 como el ligando a la zona pehicida (Jones y Jansen, 1993).  El antigeno 281

se expresa postmei6ticamente en el testiculo como rna stcoproteina de 60 kDa

que  se  localiza  en  la  membrana  plasmatica  de  las  espematidas  redondas.

Durantelaelongaci6ndelasespematidas,estaproteinaesexcluidadelacabeza

del espematozoide y se le observa solanente sobre la cola espematica.  Durante

lamaduraci6ndelespermatozoideenlacoladelepididino,1aproteina281sufre

unprocesarfuentoendoproteoliticoespecifico(Arg3]2)paraproducirunaproteina

heterodimerica   (de 40 y  19 kDa) unida por puentes  disun]ro  (Jones y cols.,

1996).   En este momento 281 es capaz de migrar hacia la membrana plasmatica

sobre el acrosoma.   La proteina 281, tambien posee  actividad hialuronidasica,

sudiendoque6stapodriaserotraproteinaespermatcabifuncional,conposibles
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roles en la dispersi6n de la corona radiada y en la adhesi6n a la zona pemcida

(Hou y cols., 1996).

Estos resultados apoyan la hip6tesis que de los  antigenos  espematicos,

que  son  importantes  para  las  interacciones  gan6ticas,  son  sintetizados  como

precursores en el testiculo o en las dindulas anexas.   Estos serian adsorbidos

durante la maduraci6n epididimaria y luego activados  o removidos  durante la

capacitaci6n,   asegurindose   asi   que   estas   moleculas   est6n   completamente

frocionales en el sitio de la fecundaci6n.   Por otro lado, todas estas moleculas

presentes en la membrana plasmatica del espematozoide,  al interactun con la

zonapeldeida,inicianelprocesodeinteraccionesgameticasypemitenprogresar

alsegundopasodelafecundaci6n:1ainducci6ndelareacci6nacros6mica.

D.  REACCION ACROSOMICA

La reacci6n acros6mica .involucra la fusi6n en mtiltiples puntos entre la

membrana  plasmatica y  la  membrana  acrosomal  extema,  lo  que  pemite  la

exposici6n y liberaci6n  del  contenido  acrosomal  al medio.    Desde  la primera

demostraci6n  de  la  existencia  de  esta  "vesiculaci6n"  en  el hinster y  conejo

(Barrosycols.,1967),muchosinvestigadoreslohanconfirmadoenestasyotras

especies.   La aposici6n de la membrana plasndtica y la membrana acrosomal
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extema  subyacente  ocurre  en  muchos  puntos  (Yanachachi,   1994),  1o  que

conllevaaquelosmthtiplesporosformenuncontinuoyquedependiendodela

especie,  se  pierdan  las  pequefias  vesiculas  de  membranas  hforidas  o  que  el

espermatozoide   se  libere   del   capuch6n  acros6mico   completo.      Durante  la

reacci6n acros6mica el segmento  ecuatorial  del  acrosoma no participa de  esta

vesiculaci6n, ya que  esta re$6n es necesaria posteriomente para la fusion de

membranas entre el espermatozoide y el ovocito (Baros y cols.,  1967;  Barros y

Franklin, 1968).

D.1.  Inducci6n de la reacci6n acros6mica I.# vi.vo.

La inducci6n de la reacci6n acros6mica por la zona pemcida del ovocito

fue propuesta origivalmente en el espematozoide de hinster (Franklin y cols.,

1970) y  con posterioridad  en  el  rat6n  (Bleil y Wassaman,  1983;  Florman y

Wassaman,  1985).   Se la ha relacionado con la interacci6n de proteinas de la

membranaplasmaticadelaregi6nacros6micadelespematozoideconunadelas

givcoproteinas de la zona pelriciday ZP3  (Bleil y Wassaman,  1983; Floman y

Wassaman,  1985).   En esta uni6n participaria rna proteina espematica de 95

kDa, denoninado ZRK ("zona receptor kinase"), que ha sido identificada como

elposiblereceptorespermaticoenlainteracci6nconlazonapeldeida(Leytony

Saling1989).Estaproteinapresentaactividadtirosinaquinasaysucontenidoen
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fosforilaci6nendrosinaaunentadespdesqueelespematozoideinteraccionacon

la zona pehicida a,eyton y cols.,  1992).   La participaci6n de esta proteina se ve

apoyadaporelhechodequeinhibidoresdetirosinaquinasasinterfierenconla

reacci6n acros6nrica e inhiben la fecundaci6n a,eyton y cols.,  1992).   Ademas,

esta proteina ha sido encontrada en membranas de espermatozoides hunanos y

poseelasmismaspropiedadesquesuhom61ogaderat6nOrazyAhma¢1991).

D.2.    Participaci6n    de    protchas    reguladoras    durante    h    reacci6n
acros6rica.

La presencia de proteinas reguladoras que unen GTP, o proteinas G, ha

sido   demostrada   en   espematozoides   de   disdrtas   especies;   1os   subtipos

preponderantesdeproteinaGsonGiyGz,noencontrindoselapresenciadeGs

(Kopf y  cols.,   1986).     En  el  espematozoide  de  rat6n  la  proteina  Gi  esta

localizadaenlamembranaplasndticayenlamembranaacrosomalextemaatopf
_`~..-.

yGertop1991)yunpotenteinactivadordeestaproteinalatoxinadeBordefe#c

perf#ssjs,esunpotenteinhibidordelareacci6nacros6nricainducidaporlazona

pehicida (Endo y cols.,  1987;  1988).   Los cambios en el pH y niveles de Ca"

intracelularqueprecedenlareacci6nacros6ricainducidaporlazonapeldeid¢

tambiensevenbloqueadosporlatoxinapertussissugriendoquelaproteinaGi

espematicaestariainvolucradaenlaregulaci6ndeestoscambiosi6nicosquopf

y Gerton,  1991).   Ademas,  se ha demostrado que zonas peldeidas solubflizadas
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activan proteinas Gi de membranas espermaticas  de rat6n.    Esta activaci6n es

especificaOvardycols.,1992;Wildeycols.,1992)yselectivaparadossubtipos

deproteinasGi,GiiyGi2,peronoGi3Owardycols.,1994).

La  participaci6n   de   la  proteina   quinasa   C   (PK-C)   en  la  reacci6n

acros6micainducidaporlazonapeldeidahasidodemostradoalusaractivadores

especificos  de  esta  proteina  quinas¢  como  son  los  6steres  de  forbol  y  el

diacilgrcerol  (Lee  y  cols.,  1987).    El  calcio  intracelular,  activador  de  PK-C,

juega un papel may importante en la inducci6n de la reacci6n acros6mica por

parte de la zona pehicida.   El aunento de los niveles de [Ca++]i, detectado con

rna sonda fluorescente para calcio fluo-3  (Minta y cols.,  1989), es inhibido por

tresinhibidoresdisthtosdelareacci6nacros6nricaindrcidaporlazonapeldeida

(Storey,  1995).

D.3.  Modelos del mecanismo molecular de la reacci6n acros6nrica.

Existenvariasevidenciasymodelosdeloseventosmolecularesquellevan

aunespematozoideasufiirlareacci6nacros6nrica.Dosmodelosquetratande

explicarelmecanismomoleculardelareacci6nacros6micaserfudescritosaqui.

Elprimeroconsideraqueunespermatozoidenocapacitadoeincapazdesuffirla

reacci6n   acros6mica   presenta   altas   concentraciones   de   colesterol   en   su
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membranq   lo   que   la   hace   poco   fluida.      Ademas,   presenta   un   factor

descapacitante que ancla a los receptores para ZP3 en la membrana.  Cundo un

espermatozoidesehacapacitadosumembranasevuelvemasfluidrdebidoala

p6rdidadecolesterolylaremoci6ndefactoresdescapacitantes,1oqueleperrite

a los receptores para ZP3 moverse libremente por la membrana.   AI unirse  el

espematozoide a la zona peldeid¢ ZP3  se uniria a sus receptores causando la

agregaci6n  y  activaci6n  de  estos  (Leyton  y  Saling,   1989).     Los  receptores

activados  gatillarian  rna  respuesta  intracelular  a  traves  de  proteinas  tirosina

quinasasquellevanfualmentealareacci6nacros6nrica.

El segundo modelo involucra la participaci6n de proteinas G en donde el

receptoraZP3activado(athnoidentificado)estimularia,atrav6sdelaproteina

G,  a la fosfolipasa C en la membrana espermatica.   La fosfolipasa C hidroliza

fosfatidilinositol  difosfato  (PIP2)  en diacildicerol y fosfatidihiositol trifosfato

(IP3).   Por un lado, IP3 incrementaria las concentraciones de [CaH]i, 1iberindolo

desde  dep6sitos  intracelulares.     El  aunento  del  [Ca++]i  y  el  diacildicerol

permitirianlaactivaci6ndelaPK-C.PartedelH3fomadoesconvertidoenIP4,

1o que regularia  la apertura de canales de Ca++ dependientes de voltaje (Florman

ycols.,1992)ypermitirialaentradadegrandescantidadesdecalcioextracelular.

Por  otro  lado,  la proteina  G  activada  origivalmente,  tambien  estimularia  a la

fosfolipasa A2 la cud hidroliza fosfatidilcolina en lisofosfatidilcohia y  acido
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araquid6nico,  ambos de caracteristicas fusogenicas (Flemming y Yanadrachi,

1981;  1984).

Sin  embargo,  ya  que  la  reacci6n  acros6nrica  es  un  evento  que  ocune

rapidamente,  es  posible  que  los  espermatozoides  utilicen  un  sistema  memos

complejo de transducci6n de  sefiales que las c61ulas somaticas o que estos dos

modelospresentadospodrianacturenconjuntodemaneradegarantizarquela

reacci6n acros6mica ocurra en el lugar y el tiempo apropiado.   En resunen, 1os

datos   disponibles   sugieren   que durante   la  reacci6n   acros6mica   existe   la

participaci6n de un  sistema  de  transducci6n de  sefiales  que  involucra:    a)    1a

activaci6n de uno o mss tipos de receptores para rna dicoproteina de la zona

peldeidftyZP3;b)1aactivaci6ndeunaproteinaGi;c)1ainducci6ndeactividad

tirosina quinasa;  d)  el aunento en los niveles intracelulares de diacilgivcerol;  e)

elaunentoenlosnivelesdecalciointracelular;yDlafusi6ndelasmembranas

plasmaticayacrosomalextema.

D.4.   El espermatozoide reaccionado pierde la capacidad de uni6n primaria
peroadrasisemantieneunidoalazompehicida.

Elespermatozoidedespu6sdesufiirlareacci6nacros6micasedesprende

delcapuch6nacros6nrico(Frauldinycols.,1970)yeventuahaentequedalibrede

toda uni6n con la zona pemcida.   Sin embargo, despues de ocurrida la reacci6n
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acros6micaelespermatozoidesemantieneunidoalazonapeldeidamediantern

sistema de uni6n secundaria.   En rat6n, ZP2 actha como la mol6cula de uni6n

secundariaalazonapemcida(Bleilycols.,1988).Lanaturdezadesuligando

complementarioenelespermatozoideesathdisculdrperoexistenunaseriede

evidencias que indican que el sistema proacrosina/acrosina estaria involucrado.

Primero,estasproteinas®ro-,Ch-yP-acrosina)presentanunagranaffidadpor

lasgivcoproteinasdelazonapehicida(JonesyBrovm,1987;Jones,1991;Urch

yPatel,1991).Segundo,inhibidoresdeserfuaproteasasbloqueanlafecundaci6n

7.»  vz.„  (Stambauch  y  cols.,  1969;    Saling  1981)  e  impiden  la  penetraci6n

espermatica  a trav6s  de la zona peldeida eraser,  1982;   Liu y Baker,  1993).

Tercero,   anticuexpos   monoclonales   anti-acrosina   bloquean   la   penetraci6n

espermatica de la zona peldcida a)e loames y cols.,  1990).   Estos anticuerpos,

permitenlauni6nprimariadelespematozoideyladigesti6niricialdelazona

pemcida   (evidenciado por la presencia de capuchones acros6micos y muescas

sobre   la   zona   pelricida),   mds   no   la   penetraci6n.       Cuarto,   el   sistema

proacrosina/acrosina   ha   sido . inmunolocalizado   en   varios   espematozoides

reaccionados de  mamifero (Capote y cols., 1991;  Barros y cols., 1992;  Valdivia

y cols., 1994).
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E.  SISTERA PROACROSINA / ACROSINA

Acrosina(EC3.4.21.10)eslaprincipalproteasapresenteenelacrosoma

de los espermatozoides de mamifero.   Se encuentra como zim6geno inactivo y

por   autoactivaci6n   se   transforma   en   acrosina   activa   durante   la  reacci6n

acros6mica(Babaycols.,1989a).Esunaserfuaproteasaconunaespecificidad

deltipotripsinftysinembargo,cundoselacomparaconelrestodelasseino

proteasas,  presenfa  caracteristicas  esfrocturales  diferentes,  1o  que  podria  estar

relacionadoconsufroci6nenlafecundaci6n(Hedrickycols.,1988).

Se  ha  alslado  el  CDNA  de  proacrosina  de  varios  mamfferos  y  de  la

secuencia deducida de  aninoacidos  se ha elaborado un modelo  general de  su

estructura (Baba y cols.,  1989a;  1989b;   Adhan y cols.,  1989; Adhan y cols.,

1990; RIemm y cols.,  1991;   Engel y cols.,  1993).   La molecula de proacrosina

presenfa  tres  donrinios  principales:    el  donrinio  zim6geno,  el  catalitico  y  el

carboxiloterminal(Figura1).Eldonrfuozim6genodeproacrosinadecerdoesta

compuesto por el peptido  serial (16  aninoacidos) y por la cadena liviana (23

ainoacidos).   Los dominios catalitico (263  ainoacidos) y carboxilo teminal

(113aninoacidos)formanlacadenapesadadelamoleculadeproacrosinade

cerdo.    El dorfuo  catalitico  contiene los aninoacidos del  sitio  activo,  His7°,



AspL24yser222ye|donrinocarboxilotenninalesparticularmentericoenprolinas

(340/o).Ademas,1amoleculapresentadossitiosdeposibleN-givcosilaci6nAsn3

y  AsnL92,  y  doce  cisteinas  responsables  de  su  plegarfuento.     Dos  puentes

disthfuro,formadosporCysL°yCys6delacadena|ivianayCysL36yCysL43de|a

cadena pesada  son los responsables de mantener unidas  ambas  cadenas  de  la

molecula despu6s de su activaci6n.
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Enresunen,proacrosina(55kDa)estapresenteenelacrosomacomouna

alicoproteina  de  rna  sola  cadena  y  que   despu6s   de   ocurrida  la  reacci6n

acros6mica se autoactiva por un solo sitio de corte en el enlace peptidico entre

ArgaeyVal24.Estoresultaenlaformaci6ndeunadicoproteinadedoscadenas

polipeptidicas unidas por  dos puentes  disthfuro,  llamada  a-acrosina  (55  kDa;

Engelycols.,1993).Posteriormente,a-acrosinasufre2a3cortesensuextremo

carboxilo terminal generfudose rna proteina denorfuada  P-acrosina (38 kDa)

(T6pfer-Petersen  y  cols.,   1990;  Engel  y  cols.,  1993).     Se  han  sugerido  dos

funcionesparaacrosinadurante.1afecundaci6n:participarenlauni6nsecundaria

a la zona peldeida y   facilitar  enzimaticanente  el paso  del  espermatozoide  a

trav6s de la zona pehicida.
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Figtira  I.  Esquema que  represenfa el modelo  de  la  estruetura  proteica  de]
sistema prca€rusina/acrusim.  Este modelo esta basado en la secuencia deducida
de aminodeidus de la proteina de proacrosina, en donde se rapresenta al peptido
sefial OS), la cadena liviana (CL) y a la cadena pesada (fomada por el dominio
catalftico y el extrenio calboxilo terminal), los ndmeros indicando los aninoacidos.
Adends se indica en negrita a la triada catalftica, fomada por los aminoacidos H7°,
D]24 y S222.   En |a parte inffior, en celeste, se muestran las proteinas proacrosina

y¥da#=|#:toria!iyosp=°:gc:d(o3s8cpya)6i#]:dfiaen#via:VI;anca]#
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F.  UNION SECUNDARIA A LA ZONA PELUCIDA

F.1.  Participaci6n del sistema proacrosina/acrosina.

Despdes  de  inducida  la  reacci6n  acros6mica,  parte  de  proacrosina  es

liberada  desde  el  acrosoma  uni6ndose  a  la  superficie  de  la  zona  pemcida

(Kopecny y Flechon,  1987;   Tesarik y cols.,  1988), otra parte permanece en el

capuch6n acros6mico  (Capote y cols.,  1991;   Barros y  cols.,  1992) y  el resto

permanece en la matriz acrosomal remanente sobre membrana acros6mica intema

del espematozoide (Srivastava y cols.,  1974;   Tesarik y cols.,  1988; Tesarik y

cols.,  1990;  Capote y cols.,  1991;. Barros y cols., 1992).

Se  ha propuesto  que  el  sistema  proacrosina/acrosina  presente  sobre  la

membrana  intema   del   acrosoma  del   espematozoide   mantendria  unido   al

espematozoide reaccionado sobre la zona peldeida.   Una evidencia que apoya

este hecho, es que las tres fomas de acrosina ®ro-, a- y a-) tienen una fuerte

capacidad de uni6n a la zona pehicida (Jones,  1991;   Urch y Patel,  1991).   Por

otro lado, existen espermatozoides de mamffero, como es el caso del cobayo, que

se unen a la zona pehicida despues de ocurrida la reacci6n acros6mica (Huang y

Yanarfuachi, 1985) y por lo tanto carecen de membrana plasndtica para realizar

la  uni6n  prinaria.    Ademas,  Kuzan  y  colaboradores  (1984)  encontraron  que
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espematozoides  perivitelinos  de  conejo  eran  capaces  de  fecundar  ovocitos

frescos.   Estos espermatozoides se unen a la zona pehicida a trav6s de la matiz

acrosomal remanente sobre la membrana acrosomal intema.   Por lo tanto,  este

tipo de espermatozoides harian uso del sistema espermatico de uni6n secundaria

a    la    zona    pelbcida    del    ovocito    que    ha    sido    asociado    al    sistema

proacrosina/acrosina (Wassarmap  1992;  Jones y Jansen,  1993; Valdivia y cols.,

1994, Valdivia,  1996).   Existen evidencias irmunocitoqulmicas que apoyan este

modelo,  ya que  se  detect6  1a presencia  del  sistema proacrosina/acrosina en la

matriz   acrosomal   remanente   sobre   la   membrana   acros6mica   intema   de

espematozoides  reaccionados  humanos,   de   cobayo   (Capote  y  cols.,   1991;

Barros y cols.,  1992), de conejo (Barros y cols.,  1993b;   Valdivia y cols.,  1994),

entre otros.

F.2.  Mecanismo de la uni6n secundaria a la zona peldeida.

Se  ha  demostrado  que .1a  interacci6n  espematozoide  -  zona  pehicida

involucra interacciones entre carbohidratos y proteinas, ya que el uso de diversos

azdcares  inhibe  esta  uni6n  en  diferentes  grados.     Se  ha  propuesto  que  este

proceso   es   esencialmente   rna   interacci6n   entre   carbohidratos   de   ZP2   y

proacrosina  (Jones  y  cols.,  1988).    El  mecanismo  de  uni6n  involucra  grupos

sulfatados   en  las   8licoproteinas  de  la  zona  peldeida   con  rna  orientaci6n
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estereoquinica muy restrinSda (Jones,  1991).   Fucoidano, un heteropolisacindo

de fucosa sulfatada, inhibe la uni6n espermatozoide - zona pelfroida en diferentes

mamiferos, a rna concentraci6n de 50 pug/ul (Miller y Azb  1990).   Por lo tanto,

fucosa sulfatada podria ser parte de la sefial de reconocimiento de la interacci6n

de gametos en hrmano y en otros mamiferos (Sepulveda y cols., 1993;  Moreno y

cols.,  1998).    Estos  resultados  sualeren  la presencia  de  un  sitio  de  uni6n  de

polisulfatos en el espermatozoide y la presencia de stcoproteinas ricas en fucosa

sulfatada en la zona pemcida.    T6pfer-Petersen (T6pfer-Petersen y Henschen,

1987;    T6pfer-Petersen    y    cols.,    1990)    demostr6    que    la    proteina    del

espematozoide que se one a columnas de afinidad de fucoidano conesponde a

acrosina.   Ademas, se ha propuesto que aminoacidos basicos en la superficie de

la mol6cula de  P-acrosina de cerdo son los responsables de la uni6n a ZPGPs

(Jones,  1991; Urch y Patel,  1991).   La participaci6n de los aminoacidos basicos

ha sido recientemente confirmada mediante modificaciones quinicas de grupos

especificos  de  arioacidos  basicos  de  proacrosina  de  cerdo  (Jansen y  cols.,

1995).   AI incubar proacrosina con fenilalioxal  10 mM o 2,3-butanodiona  100

mM (que modifica argninas), DEPC 5 mM (que modifica histidinas) o anhidrido

citrac6nico  9  inM  (que  modifica  lisinas)  se  inactiv6   cuantitativaneute  la

capacidad  de  proacrosina  de   unirse   a   ]25I-ZPGPs.      Los   experimentos   de

protecci6n,   realizados   por   el   nrismo   grupo,   usando   ZPGPs   preunidas   a

proacrosina y  luego  incubando  este  complejo  con  los  agentes  modificadores,



confrmaron sus conclusiones, ya que no se logrd desplazar la uni6n previa de las

ZPGPs.
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Recientemente, y junto con la realizaci6n de esta tesis, se ban publicado tres

trabajos que confirman la participaci6n de P-acrosina de cerdo en la uni6n a ZPGPs.

En  el  primero  (Jansen  y  cols.,   1995),  mediante  el  uso  de  peptidos  sint6ticos  y

proteinas recombinantes de P-acrosina de cerdo, se encontr6 que un fragmento que

cubre los residuos 3  a 275,  era capaz de unir a ]25I-ZPGPs al igual que la proteina

nativa.   Sin embargo, proteinas recombinantes de menor tanafio se unian en mucho

menor proporci6n.  En el segundo trabajo (Crosby y cols.,  1998, que involucra parte

de  los  resultados  de  esta  tesis),  se  confim6  mediante  la  expresi6n  de  proteinas

recombinantes que era necesaria la mol6cula completa de P-acrosina de cerdo para

obtener uni6n a ZPGPs equivalente a la proteina nativa, mas ath se demostr6 que la

actividad catalitica de P-acrosina no foma parte de las condiciones necesarias para

mantener la uni6n a ZPGPs.   El tercer trabajo demostr6 por mutaci6n sitio diridda

que  dos  grupos  de  aminoacidbs  que  comprenden  His47,  Arg5°  y Arg5[  junto  con

Arg25°, Lys252 y Arg253 son cruciales para mantener la uni6n a las ZPGPS, ya que la

deleci6n  o  el  reemplazo  de  estos  aminoacidos  basicos  reduce  severamente  su

afini idad (Jansen y cols.,  1998).   El modelaje molecular de proacrosina muestra que

estos  residuos  estin  localizados  en  la  superficie  de  la  proteina  y  en  dos  asas

expuestas que se proyectan sobre el sitio catalitico.
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Otro  grupo  de  investigadores  tanbi6n  localiz6  en  acrosina  de  conejo  el

supuesto sitio de uni6n a la zona peldeida, mediante la expresi6n de varias proteinas

recombinantes  de   P-acrosina  (Richardson     y  O'Rand,   1996).     Estos  autores,

expresaron  rna  proteina  recombinante   de   P-acrosina   de   conejo   conteniendo

solanente 48 arioacidos, capaz de unir a ZPGPs con un 50,4 % del ndximo de

union (Richardson y O'Rand,  1996).   Usando mutaci6n sitio diriSda, estos autores

identificaron tres arSninas (Arg47' 50 y 51) como residuos criticos para la uni6n a la

zona  peldeida.    Ademas,  por  modelaje  de  la proteina  de  P-acrosina  de  conejo,

tambi6n se suSere que estos residuos basicos se encuentran en la superficie de la

molecula en un asa muy cercana al sitio catalftico.  Todos estos resultados apoyan la

hip6tesis de que los sitios de uri6n a polisulfatos en proacrosina estin fomados por

un restrinSdo ninero de aminoacidos basicos en la superficie de la proteina, con

rna  orientaci6n  especffica  que  es  complementaria  a  los  grupos  sulfato  en  las

g]icoproteinas de la zona pemcida.

G.  PENETRAcfoN ESPERMAHCA DE LA ZONA PELUCIDA

En maulferos el mecanismo  de  penetraci6n espermatica a trav6s  de la

zona   peldeida   ath  no   esta   totalmente   claro.      Por   el   contrario,   en   los
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espermatozoides  de  las  aves  y  algunos  marsupiales,  las  enzimas  acrosomales

liberadas despu6s de ocurrida la reacci6n acros6mica abren un hoyo en la zona

pemcida   por   donde   los   espermatozoides   nadan   libremente   (Okamura   y

Nishiyama,  1978;   Rodger y Bedford,  1982).   En maniferos parece ser mucho

mas complicado y se han propuesto dos mecanismos de penetraci6n de la zona

pehicida: el mecinico y el enzimatico.

G.1.  Hip6tesis mecfnica.

La hip6tesis mecanica propone que el espematozoide es capaz de penetrar

la zona pehicida simplemente mediante  su fuerza mecanica y que las enzimas

acrosomales presentes no juegan ningin papel en este proceso.  La tinica fimci6n

de la reacci6n acros6mica, requisito indispensable para la penetraci6n,  es la de

exponer   el  peoro#crfo#.#77g.      Esta   estructura   es   simplemente   la  membrana

acros6mica  intema  reforzada  por   el   material   subyacente   rico   en  puentes

disulfuro.  El aguzado y puntiagudo perforatorium abre la zona pehicida mientras

el  espematozoide  bate  su  cola  vigorosamente.     La  fuerza  de  la  motilidad

espermaticaeselrfucorequisitoparalapenetraci6natrav6sdelazonapemcida.
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G.2.  Hip6tesis enzimftica.

Por el contrario, en la hip6tesis enzimatica cada paso en la interacci6n de

los gametos es dependiente de la actividad enzimatica y la motilidad espermatica

es de menor importancia.  Se ha propuesto que acrosina es la responsable de este

proceso,  ya  que  tiene  propiedades  dnicas.     Primero,  acrosina  hidroliza  las

tlicoproteinas de la zona pehicida de la nrisma manera que la tripsina, pero al

contrario  de  la  tripsina  no  destruye  la  estructura  macrosc6pica  de  la  zona

peldeida @unbary cols.,1985;  Broun y Cheng,1985;  Dunbar y cols.,1991) ni

destruye  los  sitios  de  uni6n  del  espermatozoide  a  la  zona  pehicida,  por  el

contrario,  aunenta  la  habilidad  de  uni6n  de  los  espermatozoides  a  la  zona

peldeida(Jonesycols.,1988).  Segundo,             los      inhibidores      de      serino

proteasas inhiben la fecundaci6n j# vjfro,  sin inhibir la uni6n primaria de los

espermatozoides a la zona peldcida, ni la reacci6n acros6mica, ni la prote61isis

inicial de la zona pehicida (De Ioannes y cols., 1990).  Las huellas dejadas sobre

lasuperficiedelazonapeldcida,vistasalmicroscopioelectr6nicodebarrido,son

evidencias  adicionales  que  en  presencia  de  inhibidores  o  anticuerpbs  anti-

acrosina, los espematozoides fueron incapaces de penetrar la zona pehicida (De

loanes y cols., 1990).
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Por otro lado, se demostr6 que la autoconversi6n catalidca de proacrosina

en   la   forma   enzimaticanente   activa,   Ch-acrosina   es   disminida   por   altas

concentraciones  de  las  dicoproteinas  de  la  zona  pemcida  (T6pfer-Petersen y

Cechova,  1990).    Por lo  tanto,  si  el  espermatozoide  reaccionado  se  encuentra

sobre   o   atravesando   la  zona  pemcida,   proacrosina   presente   en   la  matriz

acrosomal  se  convertiria progresiva y  lentanente  en  Ch-acrosina.    Esta  foma

enzimaticamente activa, a-acrosina, hidrolizaria la zona pelticida qurch y cols.,

1985a;  1985b), abriendo camino para que el espematozoide reaccionado pueda

penetrar  la  zona  pemcida.     La  subsecuente  activaci6n  de  ex-acrosina  en  P-

acrosina,  que  air es proteoliticamente  activa,  pero  ahora  carente  del  extremo

carboxilo,   1iberaria   a   P-acrosina   de   la   matriz   acrosomal   y   permitiria   al

espematozoidequeestuvounidoatrav6sdepro-yea-acrosinasesuelteyprosiga

avanzando  a  trav6s  del  grosor  de  la  zona  peldeida.      Otras  mol6culas  de

proacrosina  desde  la  matriz  acrosomal   continhan  los  nrismos  ciclos,  y  la

penetraci6n prosigue poco  a poco hasta que  alcanzaria el  espacio perivitelino.

Este  es  el  principio  del  mod;1o  llanado  hip6tesis  de  la  uni6n  -  liberaci6n

(O'Rand  y  cols.,   1986).      En   esta  hip6tesis,   la  motilidad   espermatica   es

considerada necesaria, pero el grado de motilidad no es importante.   NIentras el

espematozoide sea m6til podria pasar a trav6s de la zona pemcida con la ayuda

del  sistema proacrosina/acrosina.    Tomando todas  estas  evidencias,  se  sutiere
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fuertementequeacrosinaparticipariaenlauni6nsecundariayenlaprote6lisisde

lazonapehicida,parapemidrelpasodelespermatozoideatrav6sdeella.

G.3.  Evidencias en contra de la participaci6n de acrosina en la penetraci6n
esperndtica a trav6s de la zona pehicida.

Evidencias  contrarias  a  la  participaci6n  de  acrosina  en  la  penetraci6n

espermatica provienen de dos trabajos donde se generaron ratones transg6nicos

prodrciendo  rna  mutaci6n  para  el  gen  de  proacrosina  (Baba  y  cols.,  1994;

Adham  y  cols.,   1997).     Los  machos  homocigotos  para  esta  mutaci6n  en

experimentos  de  cruza  natural  son  totahaente  fertiles.     Sin  embargo,  en  los

ensayosdefecundaci6nz.#vz.fro,lapenetraci6nespematicatom630minutosmas

que los controles (Baba y cols.,  1994).   Estos autores, concluyeron que acrosina

no era esencial para la fecundaci6n.   Sin embargo,  en experinentos donde  se

pusieron a competir espermatozoides provenientes de machos homocigotos para

la  mutaci6n  con  espermatozoides  de  machos  normales,  todos  los  ovocitos

fecundados provenian  de  estos. thtimos  (Adhan y  cols.,  1997).    Esto  permite

concluir que proacrosina en espematozoides de rat6n no es indispensable para la

uni6n de los ganetos y la penetraci6n del espermatozoide  a trav6s de la zona

pemcida,  pero  su  presencia  le  confiere  a  los  espematozoides  una  ventaja

sigrrificativa en el proceso de la fecundaci6n.   Estas evidencias por lo tanto, no

exclnyen   la   participaci6n   del   sistema   proacrosina/acrosina   durante   rna



fecundaci6n  normal.    Uno  esperaria  que  un  fen6meno  tan  crucial  para  los

mamiferos,  como  es  la  fecundaci6n,  deberia  estar  proteSdo  con  mecanismos

paralelos.

Por lo tanto,  debido  que  ath no  existe un mecanismo  definido  para la

uni6n del espematozoide reaccionado a la zona peldeida durante el proceso de

fecundaci6n en mamfferos, resulta interesante estudiar la caracterizaci6n a nivel

molecular del sistema de uni6n secundaria del espermatozoide a la zona pemcida.
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La  hip6tesis  de  trabajo  considera  que  en  el  proceso  de  fecundaci6n  en

manriferos, 1a acrosina participa en la uni6n secundaria del espermatozoide a la zona

pemcida.

OBJETIVO GENERAL

El  objetivo  general  de  esta  tesis  es  estudiar  la  participaci6n  de  acrosina

recombinante de cerdo en la uni6n secundaria a la zona pemcida y deteminar las

reSonesdeestaproteinaquesonnecesariasparaestafunci6n.

OBJETIVOS ESPEciFICOS

1.-     Subclonar  el  CDNA  de   P-acrosina  de  cerdo  en  el  vector  de  expresi6n

procarionte  y  expresar  en  bacterias  6sta  proteina  recombinante  asi  como  rna

proteinamutadaytresproteinastruncasderivadosdeestecDNA.

2.  -   Determinar la capacidad de uni6n J.Jz vJ.fro de las proteinas recombinantes de

P-acrosinaalasstcoproteinasdelazonapehicidayalazonapehicidaintacta.
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3. -  Deteminar si los proteinas recombinantes de P-acrosina tienen la capacidad de

competir  con  el  espermatozoide  fecundante,  por  la  uni6n  secundaria  a  la  zona

pehicida durante ensayos de fecundaci6n z.J2 vz.fro.

4. -  Deteminar la especie - especificidad de las proteinas recombinantes de cerdo

en  la  penetraci6n  de  espermatozoides  humanos   a  trav6s   de   zonas  pehicidas

cadav6ricas humanas.
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MATERIALES Y RETODOS

A.       REAC TIVO S

De Sz.g7„cz Cfoe"jccrJs Co., se obtuvo Trombina, EDTA, DEPC, MOPS, BABE,

Percol, Sigmacote, Triton X-100, Hoescht, BSA, HSA, Mgc12, Nac1, aceite

mineral, citrato y acetato de sodio.

Dej4j„ersha"J77£.seobtuvolaemulsi6nautoradiogrfficaHypercoatLM-1®.

De FJ#4¢ Bz.ochez"jca, se obtuvo isopropanol, D-(+)-sacarosa.

De A4erck,  se  obtuvo  acido  b6rico,  NaoH,  acetona,  acido  ac6tico  dacial,

etanol absoluto, cloruro de magnesio.

De fz/e  rech#o/og7.es,  se obtuvo  acrilamida, persulfato  de  anonio,  agarosa,

urea,Tris,TERED,proteinasaK,losmediosdecultivoHTFyTCM199®,

1os  kit  para  marcaci6n  del  DNA  por  el  m6todo  del  "Random  Primer

Labelling System" ® y para el de  secuenciaci6n de DNA "dsDNA Cycle

SequencingSystem"®.

De Phormcrcz.cr,  se obtuvo la resina Glutathion Sepharose®.

De Pz.erce Cfeem Co. Se obtuvo Iodogen ®.

De  "C  Bj.opjiod%cJS,  se  obtuvo  agarosa  SEAKEM  GTG®  0¢°  50072),

sEAKEMRE®Oro5Ooi2)yNusHVEGTG®.

De Profflegr. Jj7c., se obtuvo rcJg DNA polinerasa, fosfatasa alcalina de temera

(CIP®), T4 DNA Ligasa®, desoxinucle6tidos dATP, dGTP, dTTP, dcTP y

los kit para transcripci6n reversa "AMV-RT"®,  para la   purificaci6n  de
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DNA "Wizard" PCR Preps Purification Systems" ® y para Western blot

"ProtoBlot 11 AP system"®.

De Bjo-j3crd fcrbor¢Jor7.es, se obtuvo la bisacrilanida y el SDS.

De Sch/eJ.chef & Sch#e/J, se obtuvo la membrana Nytran de 0,45 LL.

De Szrofcrgejqe, se obtuvo el bromuro de etidio.

De Ivew E7gg/cr72cJ Bz.a/crds,  se obtuvieron las endonucleasas de restricci6n jJz.#/

I, ff;.I? DHI, Bczj„ HI, Nczr I, 4/w® I,  1os vectores Lambda y pBR322,  T4

p olinucle6tido quinasa.

De 777zcz!7#cr7e ££cJ., se obtuvo papel filtro ninero 3.

De D#Po7zf,  se  obtuvo  pelicula  autorradiogriflca Reflection NEF495"  de

20,3x25,4  cm.  y    35,6x43,2  cm.,  Na[[25I],  [y32P]ATP  con rna  actividad

especifica  de  6000  Ci/mmol y  [ci32P]dATP  de  actividad  especifica  3000

Ci/-ol.

De Po/oro7.d, se obtuvo pelicula instantanea en blanco y negro tipo 667.

En el centro de sintesis y analisis de biomol6culas O/z.gopGpzjdo del Dpto. de

Bioquinica de  la Facultad de Medicina  de  la Uriversidad  de  Chile,  se

sintetizaron los  oligonucle6tidos usados  como  partidores  para  amplificar

por PCR y secuenciar.
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8.       OLIGONUCLEOTID 0 S

Se disefiaron doce partidores de acuerdo a la secuencia nucleotidica de cerdo

segin Adhaln y cols. (1989) y Baba y cols. (1989a).   Los partidores P1, P2. P3, P4,

P5 y P6 se crearon con el fin de poder subclonar diferentes fragmentos del gen, por

lo que presentan en uno de sus extremos, sitios de restricci6n para la enzima Ban

IH.  Los   partidores Ml y M2 fueron disefiados con rna mutaci6n que genera un

cambio   en el cod6n 222 del CDNA, reemplazando la serina del sitio catalitico por

rna alanina.  Esta mutaci6n se generara con el fin de elininar la actividad proteasica

de acrosina.   Los oligonucle6tidos P8, P9, Plo, P13  se crearon para ser utilizados

como  partidores  de  secuenciaci6n.    En  la  Tabla  2  se  describe  cada uno  de  los

partidores indicando su secuencia, Tin, tamafio y ubicaci6n, ademas en la Figura 2

se  puede  apreciar  donde  se  ubican  estos  partidores  en  la  secuencia  del  DNA

complementario de proacrosina.   Se disefiaron estos partidores para generar cinco

fragmentosdeDNAdeproacrosina,1oscualessemuestranenlaTabla3.
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Tamafio Ubicaci6n

Partidorp1:   Tm= 62°C
28mer -3 a 16

5' TAT GGATCC GCC AGA CAT AAC GCC ACG TC 3'Partidorp2:Tm=62°C

34mer 816 a 7965' AATT GGATCC TTA Ace AAT CIT GGA AGC AAT CCA 3'PartidorP3:Tin=6o°C

27mer 63 a  815' TAT GGATcc ATG CGT GTG GTr GGc GGC 3'Partidorp4:Tin=62°C

28mer 1200 a 11815' TAT GGATCC AGA ACT GCC CGC CTC CTG A 3'Partidorp5:Tm=6o°C

23mer 810 a 8335' AG ATr GGATCC AAT GcC TI.G CAG 3'Partidorp6:Tm=66°C

31mer 48 a -285' TATA GGATcc ATG CTG CcA ACT Gcc GTr CTG 3'PartidorP8:Tin=6o°C

18mer 185 a 2025' CGC ACT GGG TGC TCA CTG 3'Partidorp9:Tm=6o°C

18mer 427 a 4445' GGc TGC CTG Ccc CAG in 3'Partidorplo:Tin=6o°C

18mer 926 a 9435' CCT GGA CCC TCC CAG CAA 3'Partidorp13:Tm=70°C

30 mer 1024 a 10415 'TAT GGA TCC TCA GCG GGA CCC AGG TI'G CTG 3 'PartidorM1:Tin=60°C

18mer €%J al €R 55' GGG GAC GCC GGC GGG CCT 3'PartidorM2:Tm=66°C

18 mer 675 a 6275' AGG CCC GCC GCT GTC CCC 3 '

TABLA 2.  Partidores utilizados en la amplificaci6n de los distintos fragmentos de
P-acrosina de cerdo.   Se indica la secuencia,  Th  tamafio y ubicaci6n dentro del
CDNA de proacrosina.
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Partidor Partidor Tamafio del Fragmento de DNA de:
en sentidoP1P1P3ne antisentidoP4P2 fragmento

1203 pb Proacrosina
819 pb B-acrosina

P2P2 754 pb Cadena pesada de B-acrosina
190 pb Extremo   3'   de    P-acrosina   con   la

mutaci6n Ser/Ala222

P1 M1 674 pb Extremo    5'    de    B-acrosina   con   la
mutaci6n Ser/Ala222

TABLA 3.  EstrateSa de uso de los distintos partidores para generar los fragmentos
de P-acrosina de cerdo.   Se indica la pareja de partidores usados para generar un
determinado fragmento y su tamafio en pares de bases.
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CTG   CTG   GTC   CTG   GCA GTG   TCT   GTG   Gce

P4et  I,eu  Pro  rJ}r Ala  Val  Ieu  Jew  Val  lea  cia  Val  Ser  Val  Ala  Ala  Arg  Asp  Asn  Ala------- Partidor  P1-
ATG   CTG   CCA  ACT   GCC   GTT

-------- Partidor  P6 ------------

Ace   TGT   GAP   GGC   CCC   TGC   GGG   TTA   CGG   TTC   AGO   GAG  AAA   TTA   GAG   TCA   GGC   ATG   CGT   GTG   GTT
Thr  Cys  Asp  Gly  Pro  Cys   Gly  Leu  Arg  Phe  Arg  Gin  Lys  Ijeu  Glu  Ser  Gly  Met  Arg  Val  Val------Partidor

GGC   GGC   ATG   ACT   GCA   GAA   CCG   GGC   GCC   TGG   CCC   TGG   ATG   GTC   AGC   CTC   GAG   ATC   TIT   ATG   TAG
Gly  Gly  Met   Ser  Ala  Glu  Pro  Gly  Ala  Trp  Pro  Trp  Met  Val   Ser  I.eu  Gin  Iie   Phe  Met  T'yr
P3-----

CAC   RAG   AAC   CGG   AGG   TAC   CAC   Ace   TGC   GGG   GGC   ATC   TTG   CTG   AAC   TCG   CAC   TGG   GTG   CTC   ACT
His  Asn  Asn  Arg  Arg  Tyr  His  Thr  Cys  Gly  Gly  Iie  Leu  Leu  Asn  Ser  His  Trp  Val  I,eu  Thr----- Parcidor  P8  --------

GCT   GCT   cAc   TGc   TTc  AAG  AAc   zm  AAA  AAA  GIT  ACT   GAG   TGG  AGA   CTG  ATT   TTc   GGA   GCA  AAc
Ala  Ala  Elg  Cys   Phe  Ijys  Asn  I,ys  Lys   Lys  Val  Thr  Asp  Trp  Arg  Leu  Ile   Phe  Gly  Ala  Asn

GAA   GTT   GTG   TGG   GGA  AGO   ART   RAG   COG   GTG   RAG   CCA   CCC   CTG   GAG   GAG   AGA   TTT   GTT   GAG   GAG
Glu  Val  Val   Trp  Gly  Ser  Asn  Lys  Pro  Val  Lys   Pro  Pro  I.eu  Gin  Gin  Arg  Phe  Val  Glu  Glu

AT'c   ATc   ATT   CAT   GAA  rm  TAG   GTT   TCA  GGG   TTA  GAG  ATA  AAT   GAG  ATT   GCT   cTc   AIA  AAG  ATc
Ile  Iie   Ile  His  Glu  Lys  Tyr  Val  Ser  Gly  Leu  Glu  Iie  Ash  Aap  Iie  Ala  Leu  Iie  Lys   Iie

ACC   CCT   CCT   GTT   CCA   TGC   GGG   CCC   TTC   A.TC   GGA   CCA   GGC   TGC   CTC-   CCC   CZ.C-   ITT   AAG   GCA   GGC
Thr  Pro   Pro  Val   Pro  ays   Gly  Pro  Phe   Iie  Gly  Pro  Gly  Cys  Leu  Pro  Gin   Phe  Lys  A1-a  Gly---- Partidor  P9 -------

CCG   CCC   AGA   GCG   CCC   GAG   ACA   TGC   TGG   GTG   ACT   GGC   TGG   GGC   TA.C   TTA,  A.a_1   C-AG   AAA   GGC   CCC
Pro  Pro  Arg  Ala  Pro  Gin  Thr  Cys  Trp  Val  Thr  Gly  Trp  Gly  Tyr  Leu  Lys  Glu  Lys  Gly  Pro

AGG  ACG   TCA   CCT   ACA   CTG   CAG   GAG   GCA   CGT   GTG   GCC   CTC   ATC   GAG   CTC   GFA   TTA   TGT   ARC   TCG
Arg  Thr  Ser   Pro  Thr  Leu  Gin  Glu  Ala  Arg  Val  Ala  I,eu  Ile  Asp  Leu  Glu  I.eu  Cys  Asn  Ser

ACC   CGC   TGG   TAG   AAT   GGG   CGA  ATT   CGT   TCA  ACT   AAT   GTG   TGC   GCA  GGG   TAT   CCT   AGA   GGC   AAG
Thr  Arg  Trp  Tyr  Asn  Gly  Arg  Ile  Arg  Ser  Thr  Asn  Val  Cys  Ala  Gly  Tyr  Pro  Arg  Gly  I]ys

Figura 2.    Ubicaci6n de los  partidores  en la  secuencia  del  CDNA  de
proacrosina  de  cerdo.   Las  lineas  discontinues representan los  distintos
partidores.    Los  ainoacidos.  en  cursiva  definen  al  p6ptido  sefial  de  la
preproenzima y los aminoacidos en negrita indican a la triada catalitica del
sitio  activo.     Los  nrfueros  a  la  derecha  de  la  secuencia  indican  las
posiciones de los nucle6tidos y aninoacidos.
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GGG   CCT   CTC   ATG TGC   AGA   GAG AGA  Gce   GAA  AAC  ACC
ril L    \JJ |\J   i L\,\J    I+J\ ,-,,-----,, _   --__    _ _  _
Iie  Asp  Thr  Cys  Gin  Gly  Asp  Ser  Gly  Gly  Pro  Leu  Met  Cys  Arg  Asp  Arg  Ala  Glu  Asn  Thr------ Partidor M1  -----

------ Partidor  M2  -----

TTT   GTG   GTC   GTG   GGC   ATC   ACA  AGC   TGG   GGG   GTA   GGC   TGC   GCC   CGA   GCT   RAG   CGC   CCT   GGA   GTC
Phe  Val  Val  Val  Gly  Ile  Thr  Ser  Trp  Gly  Val  Gly  ays  Ala  Arg  Ala  Ijys  Arg  Pro  Gly  Val

TAG  ACG   TCT   Acc   TGG   ccc   TAT   CTG  AAc   TGG  ATT   GCT   TcC  mG  ATT   GGT   TCT  ART   Gcc   TTG  GAG
Tyr  Thr  Ser  Thr  T'rp  Pro  Tyr  Lou  Asn  Trp  Iie  Ala  Ser  Ijys   Iie  Gly  Ser  Ash  Ala  Lou  Gin-------- Partidor  P2  -------

---------- Partidor  P5  ---------

ATG  GTT   cm  CTG  GGc  Acc   CCT   ccc  CGT   CCT   TCT  ACT   CCA  GCA  ccc  CCT   GTc  AGA  ccc   ccc  TCT
Met  Val  Gin  Leu  Gly  Thr  Pro  Pro  Arg  Pro  Ser  Thr  Pro  Ala  Pro  Pro  Val  Arg  Pro  Pro  Ser

GTT   GAG   ACT   CCT   GTT   CGC   CCA   CCT   TGG   TAG   TTC   CIA  CGC   CCI   CCT   GGA   CCC   TCC   GAG   GAA  CCT
Val  Gin  Thr  Pro  Val  Arg  Pro  Pro  Trp  Tyr  Phe  Gin  Arg  Pro  Pro  Gly  Pro  Ser  Gin  Gin  Pro---- Partidor  Plo  ----------

GGG   TCC   CGC   CCC   CGC   CCC   CCA   GCT   CCC   CCC   CCT   CCC   CCG   CCC   CCC   COG   CCC   CCC   CCA   CCC   CCA
Gly  Ser  Arg  Pro  Arg  Pro  Pro  Ala  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro
Partidor  P13  ~-

CCG   CCT   con  CCA  ccc   con  ccc  CCA  ccc   CCA  GAG  CRA  GTT   Tcc  GOT  AAA  CCT   ccc   CAA  GCA  CTT
Por  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Pro  Gin  Gin  Val  Ser  Ala  Lys  Pro  Pro  Gin  Ala  Leu

Tcc,  TTT   Gce   AAG   CGA  CTG   CAG   GAG  cTc  ATA  GAG   Gcc   CTG  RAG   GGG  Ace  GCA  rTc   TCT   AGT   GGA
Ser  Phe  Ala  Lys  Arg  Leu  Gin  Gln  Ijeu  Iie  Glu  Ala  Leu  I.ys  Gly  lhr  Ala  Phe  Ser  Ser  Gly

AGG  AGC   TAT   TAT   GRA  ACE   GAG  ACC  ACA   GAG   CTC   CAA   GAA   CTG   CCC   GCC   TCC   TGA
Arg  Ser  Tyr  Tyr  Glu  Thr  Glu  Thr  Thr  Asp  Len  Gin  Glu  Leu  Pro  Ala  Ser  Stop------ Partidor  P4  ------

GAG   AGC   GGCATT   GAG   ACC   TGC   GAG   GGG

Figura 2.   (conthuaci6n).
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C.       EXTRACCION YANALISIS DE  RNA TOTAL

C.1.    Extracci6n  de  RNA  total.    Se  toma  el  testiculo  de  cerdo  reci6n

sacrificado y con la ayuda de un bisturi  se retira la tinica albugivea y la capa

extema  del  tejido.    Se  cortan  trozos  de  tejido  de  aproxinadamente  1  mm3,  se

depositan  en  tubos  de  1,5  ul y  se  congelan  directamente  en Nitr6geno  liquido.

Luego de esto, el tubo se guarda en un congelador a -80° C.

Se aisl6 el RNA total segin Chomczynski & Sacchi (1987) que consiste en lo

siguiente.   Se colocan 100 mg de tejido de testiculo congelado en 1 ml de Soluci6n

D  (tiocianato  de  guanidinio    4  M,  sarcosyl  0,5  °/o,  P-mercaptoetanol    100  mM,

citrato de sodio 25 mM, pH 7.0 en agua DEPC) en rna placa de Petri   y con la

ayuda de dos bisturies se troza fmo.   Se homogeniza el tejido en un homogenizador

Potter  y   se   alicuotan   500   prl   en  tubos   de   I,5   ul   a   los   cuales   se   agrega

secuencialmente mezclando por inversi6n:   50 Hl de acetato de sodio 2 M,   500 prl

de  fenol  saturado  en  agua DEPC y  100  prl  de  cloroformo:isoamilico  (49:1).    Se

mezcla en un vortex por 10 segundos y se coloca en hielo por 15 min.  Se centrifuga

a  10.000 xg por 20 nin a 4°C y la fase  acuosa superior  se transfiere  a un tubo

linpio.  Se agrega 0,5 nd de isopropanol, se mezcla y se incuba a -20°C por 45 min.

Se  centrifuga  a  10.000  xg  por  15  min,  se  descarta  el  isopropanol  y  se  lava  el

precipitado con etanol 75%.  Se seca el precipitado 5 min al aire y se resuspende en
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0,3 ul de Soluci6n D.   Se agrega 0,3 ml de isopropanol e incuba por 45 .min a -

20°C.   Se centifuga a 10.000 xg por 15 min, se lava el precipitado con etanol 750/o

(ffio), se seca y resuspende en 20 a 50 prl de agua DEPC.   EI RNA se almacena a -

80OC.

C.2.  Anausis por electroforesis del RNA.    EI RNA extraido del testiculo

se  analiza por electroforesis  en gel  de  agarosa.   Para  ello,  se prepara un gel  de

agarosa 0,80/o que contiene fomaldehido al 17,5% en tamp6n MOPS props 200

mM, acetato de sodio 50 mM, EDTA 10 mM, pH8,0).  La electroforesis se realiza a

un voltaje constante de 25 V por 16 horas o 50 V por 3 horas.  EI RNA se visualiza

en un transiluminador UV.

C.3.   Anansis por Northern.   Se realiza rna electroforesis con  10  ng de

RNA total  en un  gel  de  formaldehido  agarosa  al  0,8%.    Una  vez  realizada  la

electroforesis el RNA se trausfiere a rna membrana de nylon utilizando el tamp6n

SSC  lox Qracl 0,2 M, citrato. de sodio 0,2 M, pH 7,0} toda la noche.   Una vez

transferida la muestra,  1a membrana  se  lava en tampon  SSC  2X  Orac1  30  mM,

citrato de sodio 30 mM, pH 7,0) y luego se fija el RNA a la membrana colocindola

en un homo a 80°C por 2 horas.   La membrana se prehibrida por 15 min a 65°C y

luego se hibrida por 24 horas a 65°C con la sonda marcada radiactivanente en un

tanp6n de hibridaci6n O¢aH2P04 0,5 M pH 7,0, EDTA 1,0 mM pH 7,0, SDS 7,0
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%, BSA 0,5 %).   Luego se lava la membrana 30 min en tanp6n SSC 2X con SDS

0,10/oatemperaturaambienteyluegopor30minentanp6nSSC0,1XconSDS0,1

0/o a 55°C.  La membrana se enveelve en un papel plastico y se expone a rna placa

autoradiogrifica(ReflectionTMNEF-496).

C.4.     Marcaci6n  de  la  sonda  For  el  m6todo   del  ``Random  Primer

Labelling System"®:  En un tubo de 1,5 ml se colocan 50 ng de la sonda de DNA,

se desnatura colocando a 100°C por 5 min y luego se enfila fapidanente en hielo.

Se  agrega 6 U de la enzima Klenow,  50  prci de  [or-32P]dATP y rna mezcla de

dcTP  20  prM,  dGTP  20  LiM,  dTTP  20  HM.    Se  incuba  a  25°C  por  1  hora.    Se

precipita la sonda agregando  acetato  de  sodio  0,3M y 3  volinenes de etanol al

100%   e   incubando   a   -80°C   por   30   min.      EI   DNA   se   centrifuga   en   rna

microcentrifuga a 14.000 xg por 15 min y el precipitado se resuspende en 50 prl de

tamp6n TE  (Tris    10  mM,  EDTA  1  mM,  pH  7.0).    Finalmente  se  detemina la

actividad  especifica  de  rna  alicuota  de  la  sonda  marcada  en  un  contador  de

centelleo liquido.

C.5.      Transcripci6n   Reversa   -   PCR.      Se   describe   brevemente   a

continuaci6n  el  protocolo  basado  en  el  m6todo  modificado  para  AMV-RT.  Se

desnatura 1  LLg de RNA total a 95°C por  15 min y se coloca en hielo.   Se agregan

1,6  U  de  transcriptasa reversa  AMV,  20  U  de  RNAsin,  20  pmoles  del  partidor
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antisentido P2 y rna mezcla de dNTPs 2 [lM en el tanp6n AMV (Mgc12 1,5 mM,

KC1 50 mM, Tris-HC1 10 mM, pH 8,3) en un volumen final de 20 ul.   Se incuba a

50° C por 1 hora.  Luego se adiciona la "Mezcla de PCR" que consiste en: 0,5 U de

Taq DNA Polinerasa®, 20 pmoles del partidor P1, rna mezcla de dNTPs 1 HM en

el tampon de PCR (Mgc12  1,5 mM, KC1 50 mM, Tris-HC1  10 mM, pH 8,3).   Le

reacci6n de PCR se realiza con la siguiente programaci6n:   95° C por 5 min,  30

ciclos de 95°C por 1 min, 52° C por 1 nin y 72° C por 1 min, y rna extension froal

de 72° C por 10 ri.

D.     PRODUCC16N DE LOS FRAGMENTOS DE CDNA DE P-ACROSINA.

Para  la   obtenci6n   de   los   distintos   fragmentos   de   CDNA   que   cubren

parciahaente la secuencia de proacrosina se realizan reacciones de PCR utilizando

los partidores previamente descritos.   El fragmento de CDNA correspondiente a la

cadena pesada de P-acrosina se obtiene con los partidores especificos P3 y P2, con

un tamafio esperado de 753 pb. . Con los partidores P4 y P2 se obtiene el extremo  3'

del CDNA  de P-acrosina,  de un tamafio esperado  de 192 pb.

D.1.  Reacci6n de anp]ificaci6n por el m5todo de PCR.  Las reacciones de
~-_ -. ' ------. ` .---.-.-.-,---- ' .------- ` ---- `r -----.---------------.------ r -------- _-`--_

anplificaci6n se realizan en un volunen foal de 50  prl.   La mezcla de reacci6n

contiene:100pgdecDNA,25pmolesdecadapartidor,2,5UdeTaqPolimerasa®,
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1amezcladelos4dNTPs(aunaconcentraci6nfroalde200|iMcadauno)ytamp6n

de PCR (Mgc12  1,5 mM, KC1 50 inM, Tris-HC1 10 mM, pH 8,3).   La reacci6n se

realiza con la siguiente progralnaci6n:   95°C por 5 min,  30 ciclos de 95°C por   1

nrin,  55°C  por  1  min y  72°C  por  1  min  y  finalmente  72°  C  por  10  min.    Los

productos de la reacci6n se resuelven en un gel de agarosa al 0.8% y se visualizan

en un transiluminador UV.

D.2.   Producci6n del fragmento  de CDNA de  P-acrosina mutante.     La

mutaci6n  sitio  diridda  se  realiza  por  el  m6todo  de  "sobreposici6n"  ("overlap

method", Ho y cols.,  1989) de manera de obtener el CDNA de P-acrosina mutado y

asi producir rna proteina mutante en el sitio catalitico,  sustituyendo la   Ser222 por

Ala.    Para  ello,  se  realizan  dos reacciones  separadas  de  amplificaci6n por PCR

usando los paridores PI y Ml para obtener el extremo 5 ' (678 pb) y M2 y P2 para

obtener el extremo 3 ' (159 pb) de P-acrosina.  Los partidores Ml y M2 se aparean a

la  misma  secuencia  de  DNA  pero  fueron  disefiados  en  direcciones  opuestas  y

llevando la mutaci6n nucleotidi6a deseada. Los dos productos de PCR se purifican y

se usan como molde en rna tercera reacci6n de PCR, usando los partidores Pl y P2,

de manera de  obtener la secuencia de DNA de  P-acrosina mutada.   Para esto  se

agrega1ngdecadaDNA,,25pmolesdecadapartidor,2,5UdeTaqPolimerasa®,

1a mezcla de los 4 dNTPs (a rna concentraci6n foal de 200 [iM cada uno) y tamp6n

de PCR qugc12  1,5 mM, KC1 50 mM, Tris-HC1 10 mM, pH 8,3).   La reacci6n se
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realiza con la siguiente programaci6n:   95°C por 5 min, 30 ciclos de 95°C por   1

nrin, 55°C por 1 min y 72°C por 1 nin y froalmente 72° C por 10 min.  El producto

de DNA foal se purifica y secuencia, de manera de confirmar la correcta secuencia

del DNA de P-acrosina mutada.

E.       ANALISIS DE LOS FRAGMENTOS DE CDNA DE P-ACROSINA.

E.1.    Electroforesis  en  geles  de  agarosa.    Se  utiliza  agarosa  de  grado

electrofoietico  distinto:    SEAKEM  GTG®  para geles  de  purificaci6n,  SEAKEM

ME®paragelesderesoluci6noSEAKEMnffi+NISIEVIGTG®parafragmentos

de  DNA menores  de  300  pares de  bases.  Para realizar  geles  de  purificaci6n  se

preparan usando tamp6n TAI (Tris-acetato 40 mM, EDTA 2 mro y para realizar

geles de resoluci6n con tamp6n TBE (Tris 89 mM, acido b6rico 89 mM, EDTA 2

mM, pH 8,0).   Se separan los fragmentos de DNA por electroforesis en un gel de

agarosaal0,8%entamp6nTAEoTBEsegbnelcaso,suplementadocon0,5prg/inl

de bromuro de etidio.   Se utilizan como estindares de peso molecular el DNA del

plasmidiopBR322digeridoconlaenzimaffz.J?/Lparafragmentosmenoresa2kbo

el DNA del bacteriofago  A digerido  con la enzima ffj72 DH para fragmentos  de

mayor peso (Tabla 4).   La electroforesis se realiza a un voltaje constante de 80 V

durante  1 hora.   EI DNA es visualizado en un transiluminador UV (312 rm)   y

fotografiado.
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E.2.    Purificaci6n  de fragmeutos  de  CDNA.    Los  productos  de  PCR  se

purifican   mediante   el   m6todo   de   las   columnas   "Wizard   PCR   Preps   DNA

purification  rystem"®.     Para  esto,   se  agrega   1  ul  de  resina  "Wizard"   a  los

fragmentos de DNA en soluci6n o  al trozo  de  agarosa conteniendo la banda del

fragmento   de   DNA   separado   electrofor6ticamente,       se   mezcla   e   incuba   a

temperatura ambiente por 5 min.  Con la ayuda de unajeringa de 3 ml se aplica a la

colrmna  "Wizard"  todo  el  volurnen  @NA  +  resina)  y  se  lava  con  2  ml  de

isopropanol al 80 °/o.  La colrmlia se centrifuga por 2 min a 14.000 xg para eliminar

el isopropanol.  La resina  se deja secar por 15 min y luego se agrega a la columna

50 Hl de tanp6n TE PCR (Tris-HC110 mM pH 7,4;   EDTA 0,1 mM pH 8,0).   Se

incuba a 65° C por 5 min y se cendifuga por  80 segundos a 14.000 xg para colectar

el DNA purificado.

IV Hin DIII

0,5  pug

pb ng

23,130 240

9,416 100

6,682 70

4,369 45

2,322 20

2,027 20

546 5

pBRE22 / Hirf

0,5 H8

pb Ng

1,632 185

517/506 130

396 45

344 39

298 34

221/220 50

154 17

Tabla 4:  Estindares de peso molecular.
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E.3.     Secuenciaci6n de DNA.   La tecnica de secuenciaci6n se basa en el

m6todo  de  "dsDNA  Cycle  Sequencing  System®  (LIFE  TECIINOLOGIES),  rna

modificaci6n del m6todo de Sanger que permite secuenciar directanente fragmentos

de DNA de doble hebra, sin la necesidad de realizar el subclonamiento en un vector.

Este m6todo consta de las siguientes etapas:

E.3.a. Purificaci6n  de  fragmentos  de  DNA  a  ser  secuenciados.      Los

fragmento  de  DNA  a  ser  secuenciados  se  purifican  ullizando  el  kit  "Wizard"®

(Promega Co.) como se describe anteriomente.

E.3.b. Marcaci6n del partidor.  El partidor se marca en su extremo 5' por

transferencia de un fosfato radioactivo.  Para esto, en un tubo de 0,5 ml se coloca 1

pmol  de  partidor,  1  U  de  la  enzima  T4  polinucle6tido  quinasa y  2  pmoles  [y-

32P]ATP en un tamp6n que  contiene  (Mgc12  10 mM,  KC1 20 mM,  Tris-HC1 60

mM,  pH  7,8)  en  un  volrmen .final  de  5  H1.      Se  incuba  por  10  min  a  37°  C.

Posteriormente  se  inactiva  la  enzima por  calor  a  55°C  por  5  min.    El  partidor

marcado se conserva en hielo.

E.3.c.  Mezcla de reacci6n:    A un tubo de 0,5 ml se adiciona 50 a loo ng

del fragmento de CDNA que queremos analizar, 1 pmol de partidor marcado, 1,25 U
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de  la  enzima Taq DNA polimerasa®  (LIFE  TECHNOLOGIES)  en el tamp6n  de

secuenciaci6n (Mgc12 5 mM, Kcl 30 mM, W-1 0,5%, Tris-HC130 mM, pH 9,0) y

alcanzando un volrmen fmal de 36 ul.  Se mezcla y conserva en hielo.

E.3.d.   Reacci6n de secuenciaci6n.   La mezcla  de reacci6n  se  distribuye

equitativanente en cuatro tubos rotulados con las letras A,  T,  G y C,  a los que

previamente se les agrega 2 Ill de la mezcla de terminaci6n correspondiente a cada

base (dNTPs 100 LLM cada uno mas ddATP 2 mM o ddcTP lmM o ddGTP 0.2 mM

o ddTTP 2 mM).  Se mezcla, se cubre con rna gota de aceite mineral y se mantiene

en hielo.   Finalmente los tubos se colocan en el temociclador precalentado a 95°C

y  se  somete. al  siguiente  programa:  95°C  por  5  min,  30  ciclos  de  95°C  por  30

segundos, 55°C por 30 segundos y 70°C por 1 min.

E.3.e.  Ternrfuaci6n.   Una vez teminado el programa, 1os tubos se colocan

en hielo y se les agrega 5 ul   de la soluci6n de detenci6n (950/o fomanida, 0,1%

azul de bromofenol, 0,1% cyan.ol xileno, EDTA 10 mM, pH 8,0).   Se mezcla y se

ahaacenan a -20°C.   El producto de la secuenciaci6n se resuelve en un gel de alta

resoluci6n en condiciones desnaturantes ®oliacrilanida 6 %, urea 8M) y luego se

visualiza con rna antoradiografia.
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E3.f.    Electroforesis  en  geles  de  poliacHamida  de  alta  resoluci6n  en

condiciones desnaturantes.   Para resolver las reacciones de secuenciaci6n de DNA

se reahizan geles de poliacrilamida 6 % (acrilanida:bis-acrflanrida,  19: 1), urea 8M

en tamp6n TEE (Tris 89 mM, acido b6rico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0).   El gel

se precalienta 30 min a 1800 V para obtener rna temperatura de 50°C unifome en

todo el gel.   Las muestras se desnaturan por 5 min a 95°C y se carga 4 prl de las

muestras por carril.   La electroforesis se realiza a 55 W (~1800 V) durante 3  a 7

horas.   Finalmente el gel se seca sobre papel Whatman 3 M y se expone sobre rna

peliculaantoradiogrffica(ReflectionNEF495®).

F.       PREPARActoN DEL DNA PLASMIDIAL Y SUCBLONACION.

F.1.  Digesti6n y desfosforfuaci6n.           Todos los  fragmentos  de  DNA de

P-acrosina se purifican y se subclonan en el vector de expresi6n pGEX2T (Figura 3)

en marco de lectura con el gen de la dutati6n S-transferasa.   Para ello, se diSere

cada  producto  de  PCR  y  el  vector  pGEX2T  con  la  enzima  Ban  Ill  en  las

condiciones recomendadas por el proveedor.  La desfosforilaci6n del extremo 5 ' del

vector se realiza incubando  10  ng del vector pGEX2T  en presencia de  10 U  de

fosfatasa alcalina de temera (CIP®) en tanp6n CIP (Mgc12 1 mM, Znc12 0,1 inM,

espermidina 1 mM, Tris-Hcl 50 mM, pH 9,3) por 20 min a 37° C.   La reacci6n se

detiene incubando a 65° C por  15 min.   Finalmente se realiza rna extracci6n con
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fenol:clorofomo y se precipita el DNA agregando  0,3  volinenes  de  acetato  de

sodio 3 M y 3 volinenes de etanol al 1000/o.  La mezcla se incuba a -20°C  por 2

horas,  se cenulfuga a  12.000 xg por  10 min y el sedinento se lava con etanol al

700/o.  Finalmente el DNA se resuspende en agua est6ril a rna concentraci6n final de

0, 1 a 1 mg/inl.

F.2.  Ligaci6n de fragmentos de DNA al vector pGEX2T.  Los fiiagmentos

del  gen  de  B-acrosina obteridos  se  purifican utilizando  el kit  "Wizard"  descrito

anteriormente.   Para la realizar la reacci6n de figaci6n,  en un tubo  de  0,5  ml se

incuban 10 ng del vector y 100 ng del CDNA a subclonar en presencia de  10 U de

T4 DNA Ligasa®  en tamp6n L (Mgc12 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1 mM, Tris-Hcl

30 mM, pH7,8) por aproxinadanente 18 horas a 15° C.  Luego de la incubaci6n la

mezcla de ligaci6n se usa directamente para transfolmar las bacteria competentes.

F3.  Preparaci6n de bacterias competentes.

F.3.a. M6todo del Cac12:   Se toma rna alicuota   50 ul de bacterias DH5Ch

(almacenadas   a   -20°C   en   LB-orcerol   50°/o;   genotipo:    supE44,    Alacu169

(¢1aczAM15)   hsdR17 recAl  endAl gylA96 thi-1 reIA1) y se cultivan en 3ml de

medio LB (Bacto-triptona 1°/a, extracto de levadura 0,5°/o, Nacl 0,171 ho a 37° C

durante  16  horas  con  agivaci6n vigorosa.    Se  toman  0,5  ml  de  este  cultivo,  se

agregan 12,5 ml de LB y se incuba aproximadanente por 3 horas, hasta obtener una
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densidad 6ptica de 0,35 - 0,4 a 600 rm.  Las celulas se cendfugan a 500 xg por 2

min y el sedimento se resuspende sunvemente en 6,5 nd de un medio hiposm6tico,

Tris-Cac12 (Tris-Hcl  10 mM, Cac12 50 mM).  Se deja reposar por  1  a 2 horas en

hielo.    Las bacterias  se  sedimentan por centrrfugaci6n  a  500  xg por 2  min y  el

sedimento se resuspende en 1,25 nd de Tris-Cac12.   Asf las bacterias competentes

puedenserguardadaspor24horasa4°C.

F.3.b.   M6todo de Hanahan:   Se siguen los prineros pasos del protocolo

anterior hasta obtener un cultivo de rna D.O. de 0,35 - 0,4 a 600 rm.  El cultivo se

centrifugaa500xgpor5minylasbacteriasseresuspendenen4uldemedioTFB

(K-MES  10 mM pH 6,3, Rbc12  100 nd¢ NIC12.4H20 45 mM, Cac12.2H20  10

nM, CoC13 3 mM).   Se incuba en hielo por 15 min.   Las bacterias se sedimentan

por centrifugaci6n a 500 xg por 2 min y el sedinento  se resuapende en  1 ul de

medio TFB.   Se agrega 35  prl de la soluci6n DD @TT  15,3 % en DMSO) gota a

gota y se incuba 10 nin en hielo.   Se agregan 35 ul de la soluci6n DD y se incuba

enhielopor20nin.Enesteriomentolasbacteriaspuedensertransfomadas.
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Trombina

cro GTT CCG CGT GGA+Tcc icG GGA ATT CAT
I

Bamm

Figrra 3.   Esquema de] vector de expresi6n pGEX2T.   Se indica el origen de
rapfroi6n  del  plasnddio  pBR322  y  los  genes  para  la  proteina  que  confiere
resistencia a apicilina (Aiapr), la proteina que pennite la inducci6n de la expresi6n
por HITG  (lac rty y la proteina givtatich S-transferasa (GT), la cual format parts de
la quinera con la proteina que se exprese de los fragnnentus subclonedos.   Ademas,
se muestra en la parte superior del esquema la secuencia de nucle6tidos de la caja de
clonaje, indiedndose la seouencia de reconcoimiento de la enzima Ban H y los
codones que permitifen el reconocimiento de la trombina
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F.4.   Trausformaci6n de bacterias competentes.   Alicuotas de 0,2 ml de

bacterias competentes se incuban con 20 ul de la mezcla de ligaci6n por 1 hora en

hielo.    Se  realiza  un  "shock"  t6rmico  durante  90  segundos  a  42°  C  y  luego  se

colocan en hielo por 5 nin.   Se agrega 0,8 ul de medio LB y las bacterias se dejan

recuperar  durante   1  hora  en  un  bafio  a  37°  C  sin  agitaci6n.     La  suspenci6n

bacteriana  se  cendifuga  por  30  segundos  en  rna  picofuga  y  el  sedimento  se

resuspende en 0,2 ml de medio LB.

F.5.  Selecci6n de bacterias trausformadas.  Se siembra rna fracci6n de la

preparaci6n de bacterias transformadas (50 ul o 200 Ill) en placas de Petri con LB-

agar 1°/o s61ido, autoclavado y suplementado con ampicilina 100 Hg/ul.    Se deja 12

horas  incubando  en  estufa  a  37°  C.    Se  pican  al  azar  algunas  de  las  colonias

crecidas, se adicionan 3 ul de LB-ampicilina 100 pug/inl y se incuban de 3 a 6 horas.

Serealizaunaminipreperaci6ndeplasmidioparaconfinnarlapresenciadelinserto.

F.6.  Minipreparacion de DNA plasmidial.  Las bacterias se centifugan a

500 xg por 2 min y el sedimento se resuspende en 0,3 ml de tampon P1 (0,1  Hg/inl

de RNAsa, Tris-Hcl 50inM, pH 7,5).   Se agrega 0,3 ml de tamp6n P2 0¢ac1 200

mM,  SDS  1°/o) y se incuba 5  min.    Se  agrega 0,3  ml  de tamp6n P3  (acetato  de

potasio 3 M, pH 5.5) frfo y se incuba 10 min en hielo.   Se cerdfuga a 10.000 xg

por 15 min a 4° C, se remueve el sobrenadante que contiene el DNA plasmidial.   Se
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precipita el DNA agregando 0,7 voldmenes de isopropanol puro.   Se cendfuga a

10,000 I.p.in. por 30 min a 4° C y el sedimento se lava con 1 ml de etanol fi±o al 70

°/o.  Se deja secar al aire por 15 min y se resuspende en 10 a 30 ul de agua o tamp6n

TE (Tris-HC1 10 mM pH 7,4;  EDTA 1 mM pH 8,0).

F.7.    Deternhaci6n  de  la  presencia  y  orientaci6n  del  inserto.      La

presencia del inserto en el plasmidio purificado se determin6 dirfuendo el vector

con Barn IH, que corresponde al sitio de restricci6n donde fue subclonado el CDNA.

Para determinar la orientaci6n del inserto se pueden realizar dos tipos diferentes de

ensayos.  Uno  de ellos consiste  en la digesti6n del plasmidio purificado  con rna

enzima de restricci6n que corte solo rna vez en el plasmidio y solo rna vez en el

inserto,  de  tal  forma  que  al  realizar  una  electroforesis  de  los  productos  de  la

digesti6n en un gel de agarosa 1°/o se observan dos bandas, que dependiendo de la

orientaci6n del inserto son de distintos tanafios.  En este caso se usa la enzima Nar

I, que corta el vector en la posici6n 4286 y el inserto de P-acrosina en la posici6n

149.   Si el inserto esta en sentido correcto las dos bandas que se generan son de

4033 pb y 1741 pb.   Por el contrario,  si el inserto esfa sentido inverso, 1as bandas

que se observan son  3505 pb y 2269 pb.

El segundo ensayo consiste en realizar una amplificaci6n por PCR de parte

del vector utilizando un partidor sentido (5 ' GGCGACCATCCTCCAAAA 3 ') que
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corresponde a la posici6n 894 a 911  del plasnridio y el partidor 11 antisentido del

inserto complementario al CDNA de P-acrosina (vcr Tabla 2).   Esto permite solo la

amplificaci6n  de  aquellos  insertos  que  se  encuentren  en  sentido  correcto.     La

reacci6n de anplificaci6n se lleva a cabo segdn el siguiente prograna: a) 5 minutes

a 95°C; b) 30 ciclos de 1 minuto a 95°C; 1 minuto a 60°C; 1 minuto a 72°C; y c) 10

minutos a 72°C.   Por ultimo, y con el fin de determinar posibles errores de la Taq

DNA polimerasa, se confirma la secuencia correcta del inserto por secuenciaci6n de

DNA.

G.       EXPRES16N      Y      PURIFICAC16N      DE      LAS      PROTEiNAS
RECOMBINANTES DE  P-ACROSINA

G.1.       Expresi6n   de   las   proteinas   recoml]inantes.       Las   bacterias

transformadas se incuban en medio LB suplementado con 100 Hg/ul ampicilina por

tres horas o hasta que alcance rna D.O.  de 0.5- 0.6 a 600 nm.   Se agrega IPTG  1

inM y se cultiva por 2 horas a 37°C y aStaci6n.  Se centrifuga el cultivo a 4.000 xg

por 5 min y se resuspende el ,sedimento en 50 volinenes  de tanp6n TT100 (Trit6n

X-100 1°/o, PMSF 0,00250/o, Tris-HC150 mM, pH 8,0).  La suspenci6n se sonica 10

veces por 5 segundos a 250 Wats en hielo.  Se centrifuga a 4.000 xg por 15 min a 4°

C y se congela el sobrenadante a -20° C.  Una fracci6n se analiza por electroforesis

en gel de poliacrilamida al 12 a/a en presencia de SDS.
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G.2.      Electroforesis   de   las   proteinas   reconininantes   en   geles   de

poHacrflandda.   El  analisis  electrofoietico  de  las proteinas recombinantes  de  P-

acrosina  se  realiza  en  geles  de  poliacrilamida  al  120/o  en  presencia  de  SDS  de

acuerdo al m6todo de Laemmli (1970).  Las proteinas expresadas son tratadas con el

talnp6n que contiene: Tris-Hcl 62,5 mM, pH 6,8, SDS al  1%, grcerol al  loo/o, 2-

mercaptoetanol  al  5°/o  y  azul  de  bromofenol  al  0,02%  como  colorante.     La

electroforesis se realiza a temperatura ambiente a un voltaje constante de  100 V.

Para el calculo de los pesos moleculares  se usan como  estindares las  siguientes

proteinas:  fosforilasa a (P.M.= 97.000), albrfuina s6rica de bovino (P.M.= 66.200),

givtamato  deshidrogenasa (P.M.= 55.000),  ovoalbdmina (P.M.= 42.700),  aldolasa

(P.M.= 40.000),  anhidrasa carb6nica (P.M.= 31.000) y el inhibidor del poroto  de

soya (P.M.= 21.500).   Una vez terminada la electroforesis, los geles son tefiidos en

rna  soluci6n  que  contiene:      acido  ac6tico  al  100/o,  metanol  al  50% y  azul  de

Coomasie al 0,1°/o durante  1  hora.   Los geles son destefidos en rna soluci6n de

acido ac6tico al 10% y secados.

G.3.Purifichci6ndelaproteinarecombinante.Sedescongelaenhieloel

sobrenadante   del xtracto   bacteriano   que   contiene   la  proteina  recombinante

sobrexpresada y se ileva a pH 8,0.   El sobrenadante se somete a rna cromatografia

en rna colurma de

total,  se lava con 3

nd de Glutadion Sepharose®.  Se cargan 100 Hg de la proteina

nd de tamp6n TT100 y se eluye con 20 ul de tamp6n Tris-
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givtati6n (glutati6n 25  mM,  Tris-HC1  50  mM,  pH  8,0)  colectando  fracciones  de

lnri.   Cada fracci6n se analiza electrofoieticarnente en un gel de poliacrilamida al

12%.

G.4.  Separaci6n de la proteina quinerica per digesti6n con troinbina.  A

cada fracci6n eluida de la colunna de Glutathion Sepharose®   y que  contiene la

proteina recombinante, se le agrega 5 U de trombina en tamp6n TNC (Tris-HC1 50

mM, pH 7,5, Nacl  150 mM y Cac12 2,5 InM) y se incuba a 37°C por 2,5 horas.

Luego, se dializa contra Tris-Hcl 50 mM, pH 8,0 y se purifica nuevanente a trav6s

de rna colurma de givtati6n-sefarosa.   Las proteinas recombinantes asi purificadas

fueron usadas en todos los ensayos posteriores de actividad enzimatica, uni6n a las

ZPGPs y zonas pemcidas intactas y competencia de la fecundaci6n j.jc vjfro.

H.       PURIFICAC16N DE PROACROSINA Y DE ZONAS PELUCIDAS  DE
CERDO

H.1.   Purificaci6n de proacrosina de espermatozoides de cerdo.     Con el

fin de utilizar a la proacrosina obtenida de espelmatozoides de cerdo como control

en los ensayos de actividad enzimatica y en los ensayos de uni6n y competencia a

las alicoproteinas de la zona peldcida y a zonas pemcidas z.# Jofo, 1a proacrosina se

extrajo desde espermatozoides de verraco segdn lo descrito por Polakoski & Parrish

(1977).      Para  esto,   se  toman  2  ml  de  un  concentrado   de   espematozoides
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epididimarios de cerdo, se colocan sobre  10 ml de la soluci6n SBA (sacarosa 1 M,

benzanridina 50 mM y azida de sodio 0,02 °/o) y se centrifuga por  30 min a 600 xg

a temperatura ambiente.  El sedimento de espematozoides se resuspende en Hcl 1

mM, stcerol  10 °/o, benzaridina 50 mM y azida de sodio 0,02 % a pH 2,8 y se

incuba toda la noche a 40 C.   La muestra se centrifuga a 10000 xg por 30 minta 4°

C.   El sobrenadante se dializa contra Hcl   1  mM y se  almacena a 40°C.   Este

extracto  acido  analizados  electrofor6ticamente  presenta  varias  bandas  proteicas,

encontrandose el sistema proacrosina/acrosina enriquecido en aproximadanente un

90 %.  Por otro lado, se ha determinado que este tipo de extracto acido espematico

presentalamismacapacidaddeuni6nespecfficaalasZPGPsquelaproteinanativa

proacrosina purificada (Jones, 1991).

H.2.     Purificaci6n  de  las  glicoproteinas  de  la  zona  pehicida.     Para

determinar la capacidad de uni6n de las formas recombinantes de P-acrosina a la

ZPGPs  se  obtienen zonas peldeidas  a partir  de  ovarios  de  cerdo.    Para  ello,  se

colectan los ovarios en el matadero  Lo  Valledor y se llevan al laboratorio  en el

lapso de dos horas.   Las zonas peldeidas se alslan a trav6s de mallas pfasticas de

distintos tanafios de pore como lo describe Hedrick y Wardrip (1986).   Las zonas

pemcidassepurificanporunagradientedePercol(SIGMA)ysesolubflizana70°C

por 30 in (Jones, 1991).  Finalmente,1as ZPGPs se almacenan a 40°C.
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ENSAYOS DE ACTIVIDAD PROTEASICA, INMUNOREACTIVIDAD
Y CAPACIDAI) DE UNION DE LAS PROTEiNAS RECOREINANTES
DE P-ACROSINA

I.1.     Actividad  proteolitica.     La  actividad  esterisica  de  las  proteinas

recombinantes  y  de  la  proacrosina  de  espermatozoides  de  cerdo  se  determina

espectrofotom6tricarnente siguiendo la hidrdisis del  N-benzoil-L-argivina-edl-ester

(BAEE) a 253  nm (Sillerico y cols.,  1996).   Para esto,  el ensayo se realiza en un

volunen final de 0,5 nd conteniendo al sustrato BAEE 0,5 mM en Tris-Hcl   50

mM, pH 8,0 y Cac12 50 mM a 25° C.   La absorci6n molar del BABE es 1150 M]

cm-I (Whitaker & Bender,  1965).  Una mu de actividad se define como la cantidad

de acrosina que hidroliza 1 nmol de BABE por min a 25° C.

I.2.  Irmrmodetecci6n de las proteinas recombinantes de P-acrosina.  Las

proteinas recombinantes purificadas o los extractos crudos bacterianos se  separan

electroforeticanente  en geles  de  poliacrilamida al  12°/o y  se  electrotransfieren  a

membranas de nitrocelulosa (0.45 uni) segdn el m6todo descrito por Towbin y cols.

(1979).   Las membranas se incuban con rna soluci6n de  PBS  suplementada con

BSA 1%, se lavan en PBS ties veces por 10 min cada vez y se incuban por una hora

con el anticuerpo policlonal anti-acrosina de cerdo or-38 (donado gentilmente por el

Dr. Umbert Urch, UC - Davis).   Luego, se lavan e incuban con el anticuerpo anti-

IgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina.    Finalmente, 1a inmunoreactividad se

visualiza con el kit comercial "ProtoBlot 11 AP system"®.
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I.3.     Uni6n  de  proteinas  recombinantes  a  ]25I-ZPGPs  y  ensayo  de

competencia.      La   cuntificaci6n   de   la   uni6n   especffica   de   las   proteinas

recombinantes de P-acrosina   a las ]25I-ZPGPs se realiza usando un ensayo de dot

blot  modificado  (Jones,   1991).     Para  esto,   concentraciones  crecientes  de  las

proteinas   recombinantes   se   inmovilizan   dejindolas   secar   sobre   circulos   de

membrana  de  nitrocelulosa  (0,4  cm2  de  diinetro),  se  incuban  por  3  horas  a

temperatura alnbiente con rna soluci6n est6ril de PBS suplementada con BSA 5 %.

Luego,  se  lavan  3  veces  en  PBS  por  10  min  cada  vez.     En  los  ensayos  de

competencia,  rna  cantidad  constante  (10  pmoles)  de  la  proteina  recombinante

inmovilizada y bloqueada se incuba por rna hora con concentraciones crecientes de

competidor  (ZPGPs  no  marcadas,   fucoidano,   dextran  sulfato   500  K  y  5K).

Aproxinadanente,  10 ng de ZPGPs se yodan con Na[]25I] y Iodogen ® segdn lo

descrito por Jansen y cols.  (1995).   Las proteinas recombinantes inmovflizadas se

incubanporunahoracon100.000cpmdelasondaradioactiva(]25I-ZPGPs;4,|x|o6

cpm/ng) en 100 ul de PBS esferil. Se lavan tres veces en PBS y la radioactividad

unida se detecta en un contador gama qKB Wallac 1261 Multigamma Counter).

La uni6n no especffica se define como la cantidad de sonda remanente en los

circulos de nitrocelulosa en ausencia de la proteina blanco.   La union especffica se

define como la cantidad de  sonda unida memos la uni6n inespecffica.    La union
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mrfua se defoe como la cantidad de sonda unida a la membrana en la presencia

de la proteina blanco pero en la ausencia del agente competidor.  Los resultados se

graflcan  como  la  cantidad  de  uni6n  especffica  (cpm)  a niveles  saturantes  de  la

sonda, o como el porcentaje de uni6n maxima.  Todos los experimentos se realizan

en duplicado y al memos tres veces.

I.4.  Uni6n de P-acrosina recombinante yodada a zonas pehicidas I.7! fz7fo y

ensayo de competencia.  Aproximadalnente,  10 ng de las proteinas recombinantes

se yodan con Na[[25I] y lodogen ® segin lo descrito por Jansen y cols. (1995).    La

cuantificaci6n de la uni6n especifica de P-acrosina recombinante yodada a las zonas

pehicidas  j#  Jofo  se  realiza  incubando  concentraciones  crecientes  de  la proteina

recombinante yodada con 100 zonas pehicidas colectadas por el m6todo de Hedrick

y  Wardrip  (1986).     El  ensayo  se  realiza  en  tubos  pretratados,  por  3  horas  a

temperatura ambiente, con rna soluci6n esteril de PBS suplementada con BSA 5 %.

En los ensayos de competencia,  100 zonas pemcidas se incuban por rna hora con

proacrosina no marcada 10 pug/inl o fucoidanol00 [iM.  Las muestras se incuban por

rna hora con concentraciones crecientes de la proteina recombinante de B-acrosina

yodada  (35,8  x  103  cpulLig)  en  100  ul  de  PBS  esteul,  se  lava  tres  veces  y  la

radioactividad   unida   se   detecta   en   un   contador   gana   qKB   Wallac   1261

Multiga-a Counter).
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La uri6n espeoffica se  define  como la cantidad de  sonda unida memos la

uni6n inespecffica.  La uni6n ndxina se define como la cantidad de sonda unida a

las  zonas  en  la presencia  de  la proteina blanco  pero  en  la  ausencia  del  agente

competidor.  Los resultados se grafican como la cantidad de union especffica (cpm)

a niveles saturantes de la sonda.  Todos .Ios experimentos se realizaron en duplicado

y al memos tres veces.

I.5.   Eusayos autoradiogrdficos de la uni6n de P-acrosina recombinante

yodada a zonas pehicidas z.# fofo.    Para determinar la localizaci6n de P-acrosina

recombinante yodada unida a zonas peldeidas I.# fofo se disefi6 un sistema de micro-

antoradiografia de las muestras procesadas como se menciona en el parmfo anterior.

Para  esto,  las  zonas  pehicidas  son  incubadas  con  100.000  cpm  de  la  proteina

recombinante   yodada   (en   presencia   o   no   de   competidor)   y   se   fijan   con

dutaraldehido al 2,50/o por 15 min.  Luego, se lavan y las zonas pelfroidas se fijan a

porta objetos cubiertos previamente  con polilisina 0,05%.    Finalmente,  1os porta

objetos se cubren con la emulsi6n autoradiografica Hypercoat LM-1®, se exponen y

se  revelan  segin  indicaci6n  del  fabricante.    Las  inagenes  autoradiogrificas  se

analizan con un   microscopio  de  campo  claro  Olympus BH-2A acoplado  a rna

cinara de video CCD IRIsffGB  Sony.   Las imagenes se  digivalizan a trav6s del

prograna  Xclaim"  Video  Player  1.0  (ATI  TechnoloSes  hc.)  y  utilizando  el

i



64

prograna   Scion   hiage   (Scion   Corporation)   se   realiza   rna   densitometia

tidimensionaldelasimagenesparaevidenciarlaintensidaddelauni6n.

J.   ENSAYOS DE PENETRACI0N ESPERMATICA Y DE FECUNDAC16N
in vitro,

J.1.     Medios  de  cultivo.        El  medio  MT   de   lavado   de  ovocitos  y

espematozoides (Suzuky y cols.,  1994) consiste en Nacl  120 mn4 Hepes 20 mM,

pH 7,58 a 25° C, KH2P04 0,3  mM, KC13,1 mM,  Cac12 2 mM, Mgs04 0,4 mM,

givcosa 5 mM, lactato de sodio 21,7 mM, piruvato de sodio  1 mM, rojo fenol 20

Hg/nd, kanaricina  100  LLg/nd y BSA 3  mg/nd (Fracci6n V,  Sigma A4378).   Para

realizar la capacitaci6n espermatica se usa el medio de capacitaci6n MC (Suzuky y

cols., 1994) que consiste de  Nac1 90 mM, Nanc03 15 mM, pH 7,4 a 38° C, Hepes

20 nM, KH2P04 0,3 mM, KC13,1 mM, Cac12 2 mM, Mgs04 0,4 mM, givcosa 5

mM,  lactato  de  sodio  21,7  mM,  piruvato  de  sodio  1  mM,  rojo  fenol  20  Hg/ul,

kanamicina 100 Hg/nd y BSA 3 mg/inl (Fracci6n V, Sigma A4378).

La coincubaci6n de los espermatozoides y las zonas pehicidas se lleva a cabo

en el medio de fecundaci6n MCC (Suzulry y cols.,  1994) que esta compuesto del

medio de capacitaci6n suplementado con cafeina 2 mM.  Para capacitar y coincubar

ganetos hunanos se usa el medio BWW (Biggers y cols.,  1971) que consiste de

Nacl  94,88  mM,  KC14,78  mM,  lactato  de  calcio  1,71  mM,  KH2P04  1,19 mM,
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Mgs04  1,19 rfu¢ piruvato de sodio 0,25 mh¢ 1actato de sodio 21,56 mM, givcosa

5,56   mM,   NaHC03   25,07   ch¢   rojo   fenol   5   Hg/hi,   penicilina60   Hg/nd,

estreptomicina 50 LLg/hi y BSA 3 mg/inl (Fracci6n V, Sigma A4378) para lavar los

ovocitos   o   con   albinina   s6rica  hunana  35   mg/ul   (HSA,   Sigma)   para  la

coincubaci6n de los gametos.

El medio de maduraci6n M-199 cousiste de TCM  199® suplementado con

suero fetal de bovino al  10 %, pirovato de sodio 0,2 mM,  estradiol  lHg/inl y las

hormonas HCG y FSH 1,5 mu/ul cada rna.  La osmolaridad de todos los medios es

de aproximadanente 300 mosmoles/kg.   Los medios con bicarbonato se equilibran

conC025°/oenaire,demaneraquelosmediosmantienenelpHa7,4a37°C.

J.2.  Colecta de semen y lavado de esperrmtozoides de cerdo.  Con el fin

de realizar los ensayos de penetraci6n de zonas pemcidas y de fecundaci6n z.# vz+ro

en cerdo, se colecta la fracci6n rica en espermatozoides del semen de verracos de

razaLargeWhitedeprobadafeirtflidaddesdeelcriaderodelaSociedadAgricolaEI

Monte.   El semen se filtra a trav6s de rna gasa y se determina la concentraci6n

espematica.Sejuntantreseyaculadosdedistintosvelracosysediluyelamuestraa

rna  concentraci6n  de  300  x  106  espematozoides/ul  con  el  dilnyente  MR-A®

(Kubus S.A.).  Esta suspenci6n se mantiene a 15° C y a oscuras hasta por tres dias.

Para obtener espermatozoides vivos y m6tiles, alicuotas de   2 ml de semen diluido
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secolocansobreunagradientedepercol(2nddepercol35%,1mldepercol70%)y

se centrifuga por 5 min a 200 xg seguido de  15 min a 500 xg (Harrison y cols.,

1992).     Despues  de  la  centrifugaci6n,   se  aspira  el  sobrenadante  hasta  dejar

aproxinadanente 0,2 nd de percol 70%, donde los espermatozoides son facilmente

resuspendidos.

J.3.  Colecta de zonas pehicidas de cerdo.  Las zonas peldeidas de cerdo a

ser utilizadas en los ensayos de penetraci6n espematica,  se extraen desde ovarios

de  cerdo  como lo  describe Hedrick y Wardrip (1986).   Para esto,  se  colectan los

ovarios en el matadero Lo Valledor y se nevan al laboratorio en el 1apso de dos

horas.    Las  zonas  pelricidas  se  aislan  a  traves  de  mallas  plasticas  de  distintos

tanafios de poro,  se purifican por rna gradiente de Percol (SIGMA),  se lavan en

PBS y se ahaacenan a -40° C hasta su uso (no mayor de 15 dias).

J.4.   Eusayo de penetraci6n de zonas pehicidas y de competencia de las

proteinas recombinantes.  Para investigar el efecto de las proteinas recombinantes

en  el  proceso  de  penetraci6n  espematica  a  trav6s  de  la  zona  pehicida,   los

espermatozoides    lavados    se    capacitan    a    rna    concentraci6n    de    50xl06

espermatozoides/ul en el medio de capacitaci6n MC a 38° C y 5% de C02 en aire

por  3  horas.    La  motilidad  de  los  espermatozoides  se  evalha  y  se  contife  el

experimento s61o si es que 6sta es superior al 80%.  Las zonas peldeidas de cerdo se
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1avan tres veces en medio de fecundaci6n MCC y se colocan 20 a 30 zonas en gotas

de 50 ul.   En los ensayos de competencia, las zonas se preincuban por al memos 3

horas con 15 pmoles de proteina recombinante y luego se lavan tres veces en medio

de fecundaci6n.   La coincubaci6n se realiza a 38° C y 5% de C02 en aire por 12

horas a rna concentraci6n de 5xl06 espermatozoides/inl.  Finalmente, las zonas se

lavan en PBS usando rna pipeta Pasteur adelgazada, de manera de eliminar todos

aqueuos espematozoides debilmente unidos y se fijan en givtaraldehido 2,5 % para

ser evaluados por nricroscopia electr6nica de barrido  o  se tifien con  1  Hg/inl  de

Hoescht supravital N° 33258 y se analizan en un microscopio de epifluorescencia

Nikon Optiphot-2.

J.5.  Eusayos de penetraci6n espermftica y competencin de las proteinas

reconthinantes  con  espermatozoides  h]irmnos  y  zonas  pehicidas  cadav6ricas

humanas.    Para  investigar  la  especie  especificidad  del  efecto  de  las  proteinas

recombinantes  en  el  proceso  de  penetraci6n  espermatica  a  trav6s  de  la  zona

pemcida, espematozoides hunanos lavados por el m6todo de "swim up" (Barros y

cols., 1988) se incuban en el medio BWW a 370 C y 5% de C02 en aire por 3 horas

a   rna   concentraci6n   de   lxl06   espermatozoides/inl.       La   motilidad   de   los

espermatozoides  se  evalha y  se  conrfutia  el  experimento  solo  si  es  que  6sta  es

superior al 80%.   Las zonas pehicidas cadav6ricas humanas se lavan tres veces en

medio de fecundaci6n y se colocan 2 a 4 zonas en gotas de 50 prl.  En los ensayos de
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competencia,  1as  zonas  se  preincuban  por  al  memos  3  horas  con  15  pmoles  de

proteina recombinante y luego se lavan tres veces en medio de fecundaci6n.   La

coincubaci6n  se  realiza  a  37°  C  y  5%  de  C02  en  aire  por  3  horas  a  rna

concentraci6n de  lxl06 espermatozoides/inl.   Finalmente,  1as zonas se lavan PBS

usando  rna  pipeta  Pasteur  adelgazada,  de  manera  de  eliminar  todos  aquellos

espermatozoides  debilmente  unidos  y  se  fijan  en  givtaraldehido  2,5  % para  ser

evaluados a nricroscopia electr6nica de barrido o se tifien con 1 Hg/ul de Hoescht y

se analizan en un microscopio de epifluorescencia Nikon Optiphot-2.

J.6.  Obtenci6n y rmduraci6n I.# vJ.fro de ovocitos ovfricos de cerdo.  Con

el fin de realizar los ensayos de fecundaci6n J.# vj/ro, se colectan ovarios de cerdo

desde el matadero Lo Valledor y se llevan al laboratorio en el lapso de dos horas.

Los ovarios se lavan 3 veces con PBS a 30°C y se aspiran los foliculos de 3 a 5 mm

de  diinetro.    El  liquido  folicular absorbido  se  deposita  en tubos  de  15  ml.    El

liquido  folicular  se  transfiere  a  rna  placa  de  cultivo  y  bajo  un  microscopio

estereosc6pico   se  recuperan  los   ovocitos   que  muestran  una  capa  de   c6lulas

foliculares compacta.  Se colocan los ovocitos seleccionados en una placa de cultivo

con medio  de lavado MT y luego se lavan dos veces mas tratando de retirar los

restos celulares.  Finalmente se colocan 10 a 20 ovocitos irmaduros en gotas de 50

prl de medio de maduraci6n M-199 bajo aceite mineral y se incuban a 380 C y 5 %

de C02 en aire.  Despu6s de 48 horas de incubaci6n, los ovocitos con las celulas del
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cinulo expandidas se redran de la gota de maduraci6n y se colocan en un tubo de

1,5 ul en 300 Hl de medio de lavado MT.  El tubo conteniendo los ovocitos se agita

5  nin  en  vortex  para  retirar  las  c61ulas  del  cinulo  ooforo.     Finalmente,  se

seleccionan todos los ovocitos y se colocan en grupos de 20 ovocitos en gotas de 50

uldemediodefecundaci6nHTFbajoaceitemineralyseincubana38°Cy5°/ode

C02 en aire, estando listos para ser inseminados.

J.7.   Fecundaci6n I.# vl.fro y competencia de las proteinas recomininantes

con esperrmtozoides de cerdo y ovocitos madurados I.# vl.fro.   Para investigar el

efecto  de  las proteinas recombinantes  en  el  proceso  de  fecundaci6n  j#  vjfro  de

cerdo,  se  agregan  los  espematozoides  de  cerdo  lavados  y  capacitados  a  rna

concentraci6n de 5 x  106  c6lulas/ul en rna gota de 50  ul de medio fecundaci6n

HTF conteniendo los ovocitos maduros sin c6lulas del cinulo.   Se coincuban los

ganetos a 38° C y 5% de C02 en aire por 18 a 24 horas.   Finalmente, se fijan en

dutaraldehido  al  2,.5  %,  se  tifien  con  1  Hgivul  de  Hoescht y  se  anatizan  en un

ricroscopiodeepifluorescencidNikonOptiphot-2oenunmicroscopioConfocal.

J.8.  Anflisis de la uri6n, reacci6n acros6nrica y penetraci6n espermftica

por microscopia electr6nica de barrido.   Para analizar el estado acrosomal de los

espematozoides  que  se  encuentran  sobre  la  zona  pelhcida  en  los  ensayos  de

penetraci6n espematica y para determinar la penetraci6n espermatica en las zonas
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pehicidascadav6ricasdecerdoyhumano,sedeshidratanlaszonaspeldeidasfijadas

en una bateria creciente de acetona (30°, 50°, 70°, 90°, 3 x 100°,  15 min cada paso) y

se secan en un aparato de secado al punto critico (Sorvall, modelo 49300) en C02.

Las muestras se montan en un porta muestras, se cubren con rna pelfcula de 300 A°

de oro paladio en un sombreador (SEM Coating Unit PELCO) y se examinan en el

microscopio electr6nico de barrido Jeol-JSM-25 SII.
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RESULTADOS

A.       ANALISIS DEL mRNA DE PROACROSINA POR NORTRERN

SeextrajoRNAtotalapartirdetesticulodecerdocomoseindicaenm6todos

y se analiz6 por la tecnica de Northern.   Como sonda se uthiz6 un fragmento de

CDNA del gen de proacrosina obtenido por RT-PCR utilizando los partidores Pl y

P2 disefiados en base a la secuencia descrita q3aba y cols., 1989b) y posteriormente

marcado con [or-32P]ATP.  La sonda producida present6 un tanafio de 819 pb y fue

secuenciada para confirmar su identidad.   La Figura 4 muestra rna banda dnica de

1,8 Kb, correspondiente al meusajero de proacrosina, como era de esperar a3aba y

cols.,  1989b).

8. TENSCRIPCI0N  REVERSA  Y  ARTLIFICACION  DEL  CDNA  DE
P-ACROSINA

A  parfu  de  0,25  Hg  de  RNA  total  de  cerdo,  se  anplific6  por  RT-PCR

utilizando los partidores Pl y P2 un fragmento de CDNA de 819 pb.  Analisis de la

secuencia  de  este  fragmento  confim6  su  identidad  como  P-aerosina.    Ademas,

utilizando los partidores Pl y P4 se amplific6 un fragmento de aproximadanente

780 pb, correspondiente a parte del CDNA de proacrosina.   La Figura 5 muestra la

amplificaci6ndeestosdosfragmentos(carriles2y3).
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18S- -1,8 kb

Figura 4.  AnfiHsis per Northern de] RNA total de testiculo de cerdo.  A)  RNA
total de testiculo de cerdo separado electrofor6ticamente en un gel de agarosa  1°/o
tefiido con bromuro de etidio; . a)   Autoradiografia para detectar el mensajero de
proacrosina utilizando rna sonda previamente verificada por secuenciaci6n.  N6tese
rna sola banda de hibridaci6n de 1,8 kilobases.
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Los   partidores   Pl   y   P4   debian   generar   un   fragmento   de   1200   pb

correspondiente a proacrosina.  Sin embargo, se obtuvo un fragmento de 780 pb que

al ser secuenciado se determin6 que conespondia a parte del CDNA de proacrosina

que excluia zonas ricas en citosina (656-672) y guanina (960-1051) en la secuencia

nucleotidica del mensajero  de proacrosina.   La explicaci6n probable es que  estas

reSones forman rna horquilla muy estable en el mRNA que impiden rna adecuada

anplificaci6n  del  CDNA completo  de  proacrosina.    Luego  de  ensayar  diferentes

condiciones  se  11eg6  a la  conclusi6n  que  no  era posible  amplificar  el  CDNA  de

proacrosina.  Estos ensayos involucraron la utlizaci6n de:  1) tres diferentes fuentes

de la enzima transcriptasa reversa,  2)  diferentes concentraciones de partidores,  3)

diferentes concentraciones de stcerol, 4) la presencia de distintas concentraciones

de   agentes   desnaturantes   como   formaldehido   y   fomamida,    5)   diferentes

temperaturas durante la reacci6n de transcripci6n reversa y durante la desnatunci6n

del nENA.

Con el fro de obtener suficiente muestra para ser purificada y subclonada se

realizaron  reaniplificaciones  del  CDNA  de  819  pb  obtenido  por  RT-PCR.     Se

purific6 este CDNA segin lo descrito en M6todos y despu6s se analiz6 en un gel de

agarosa al 1% ¢igura 6).  Este fragmento de CDNA de P-acrosina se utiliz6 para su

subclonamiento.
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221-
154-

Figura  5.   An£Iisis  de  dos  productos  obtenidos  por transcripci6n  reversa  y
PCR.   Los productos obtenidos del RT-PCR se analizaron en un gel de agarosa al
1% y tefiido con bromuro  de  etidio.    St:    estchdar pBR322  digerido  con Hinf I.
Caril 1:  Control positivo del RT-PCR de rna muestra control.   Caril 2:  RT-PCR
de P-acrosina (819 pb) anplificado usando los partidores Pl y P2.   Carril 3:  RT-
PCR de proacrosina (780 pb) anplificado usando los partidores Pl y P4.   Carril 4:
controlpositivodelPCRdeunamuestracontrol.
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Figura 6.  An£Iisis del CDNA de P-acrosina purificado.  El CDNA de P-acrosina
purificado  se  analiz6  por  electroforesis  en un  gel  de  agarosa  al  1% tefiido  con
bromuro de etidio.   St: estindar pBR322 digerido con Hinf I.    Carril 1:   CDNA de
a-acrosina (819 pb).
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cca  aaa  tog  ctg  gtt  ccg  cgt  gGA TCC
Pro  Lys  Ser  Leu  Val  Pro  Arg  Gly  Ser

Gce  rm  GET  EN  Gce  ace  TGT   CAT   GGc  ccc  TGc  GGG  TTA  CGG  TTc  AGG  GAG  AAA  TTA  GAG  TCA
Ala  Arg  Asp  Asn  Ala  Thr  Cys  Asp  Gly  Pro  Cys  Gly  I.eu  Arg  Phe  Arg  Gin  I.ys   Len  Glu  Ser

GGC   ATG   CGT   GTG   GTT   GGC   GGC   ATG   AGT   GCA   GAA   CCG   GGC   GCC   TGG   CCC   TGG   ATG   GTC   AGO   CTC
Gly  Met  Arg  Val  Val   Gly  Gly  Met  Ser  Ala  Glu  Pro  Gly  Ala  Trp  Pro  Trp  Met  Val   Ser  Leu

GAG   ATC   TTT   ATG   TAG   CAC   RAG   AAC   CGG   AGG   TAG   CAC   ACG   TGC   GGG   GGC   ATC   TTG   CTG   ARC   TCG
Gin   Iie   Phe  Met  Tyr  His  Asn  Asn  Arg  Arg  Tyr  His  Thr  Cys  Gly  Gly  Iie  Ijeu  I.eu  Asn  Ser

CAC   TGG   GTG   CTC   ACT   GCT   GCT   CAC   TGC   TTC   AAG  AAC   AAA  AAA  AAA   GTT   ACT   GAG   TGG  AGA   CTG
His  Trp  Val  Leu  Thr  Ala  Ala  His  Cys   Phe  Lys  Asn  Lys  I.ys  Lys  Val   Thr  Asp  Trp  Arg  Iieu

ATT   TTC   GGA   GCA   RAG   GAA   GTT   GTG   TGG   GGA   AGC   AAT   AAG   CCG   GTG   AAG   CCA   CCC   CTG   GAG   GAG
Ile   Phe  Gly  Ala  Asn  Glu  Val  Val  Trp  Gly  Ser  Asn  Lys   Pro  Val  I.ys   Pro  Pro  Leu  Gin  Gin

AGA   TTT   GTT   GAG   GAG   ATC   ATC   ATT   CAT   GAA  AAA   TAG   GTT   TCA   GGG   PTA   GAG   ATA  AAT   GAG   ATT
Arg  Phe  Val  Glu  Glu  Iie  Iie  Iie  His  Glu  Lys  Tyr  Val  Ser  Gly  Leu  Glu  Iie  Asn  Asp  Iie

GCT   CTC   ATA   AAG   ATC   ACC   CCT   CCT   GTT   CCA   TGC   GGG   CCC   TTC   ATC   GGA   CCA   GGC   TGC   CTG   CCC
Ala  ljeu  Ile  Lys   Iie  Thr  Pro  Prc>  Val   Pro  Cys  Gly  Pro  Phe  Iie  Gly  Pro  Gly  Cys  Leu  Pro

GAG   TTT   AAG   GCA   GGC   CCG   CCC   AGA   GCG   CCC   GAG   ACA   TGC   TGG   GTG   ACT   GGC   TGG   G6C   TAG   TTA
Gin  Phe  Lys  Ala  Gly  Pro  Pro  Arg  Ala  Pro  Gin  Thr  Cys  Trp  Val  Thr  Gly  Trp  Gly  Tyr  'I.eu

in  GAG  un  GGc  ccc  AGO  ACG  TCA  CCT   ACA  CTG  GAG   GAG  GCA  CGT   GTG   Gcc   cTc  ATc   GAG   cTc
Ijys  Glu  I.ys  Gly  Pro  Arg  Thr  Ser  Pro  Thr  Leu  Gin  Glu  Ala  Arg  Val  Ala  Leu  Ile  Asp  Len

Gin  TTA   TGT   RAc   TCG  Acc   cGc   TGG   IAc   AAT   GGG   CGA  ATT   CGT   TCA  ACT   AAT   GIG   TGc   GCA   GGG
Glu  Leu  Cys  Asn  Ser  Thr  Arg  Trp  Tyr  Asn  Gly  Arg  Iie  Arg  Ser  Tr.r  Asn  Val  ays  Ala  Gly

TAT   CCT   AGA   GGC   AAG   ATT   GAG   ACC   TGC   CAG   GGG   GAG   AGO   GGC   GGG   CCT   CTC   ATG   TGC   AGA   GAG
Tyr  Pro  Arg  Gly  Lys   Iie  Asp  Thr  Cys  Gin  Gly  Asp  Set  Gly  Gly  Pro  Len  Met  Cys  Arg  Asp

AGA   Gce   GRA  AAC   ACC   TTT   GTG   GTC   GTG   GGC   ATC   ACA  AGC   TGG   GGG   GTA   GGC   TGC   GCC   CGA   GCT
Arg  Ala  Glu  Asn  Thr   Phe  Val  Val  Val  Gly  Iie  Thr  Ser  Trp  Gly  Val  Gly  Cys  Ala  Arg  Ala

AAG  cGc  CCT   GGA  GTc  TAG  Ace  TCT  Acc  TGG  ccc  TAT   GIG  AAc  lea  1*11  Gce  lcx:  AAG  AII  Gor
Lys  Arg  Pro  Gly  Val  Tyr  Thr  Ser  lhr  Trp  Pro  Tyr  Iieu  Asn  Trp  Iie  Ala  Ser  Lys  Ile  Gly

TEAP`  Gga   tcf±  cog  gga  act  cat
Stop
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209
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251
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272

Figura 7. Secuencia nucleotidica del fragmento de 819 pares de bases del gen
de acrosina clonado  dentro  del vector  de  expresi6n pGEX2T y la secuencia
anrfuo acidica deducida.   Fragmento collespondiente a la proteina P-acrosina en
marco de lectura con el del gen de glutati6n transferasa (GST).  En mindscula se
indica  parte  de  la  secuencia  del  gen  GST  y  sue  amino  acidos  en  cursiva.  Los
nucle6tidos en negrita indican la secuencia de los partidores usados para anplificar
el fragmento: partidor Pl y partidor P2.  El sitio de corte de la enzina de restricci6n

B#yH!292u:es::::tip:aeiu:ec££a¥Seindicaensubrayado.LatiadrcatatticftyH70,
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C.       AMPLIFICAC16N  DE  IiAS  FORMAS  RECOMBINANTES  DE   P-
ACROSINA

El fragmento de 819 pb correspondiente a P-acrosina fue subclonado en el

vector de expresi6n pGEX2T y su inserci6n determinada por PCR y secuenciaci6n

(Figun 7).    Se utiliz6 este nrismo CDNA clonado para la obtenci6n de  otros dos

fragmentos  de  este  CDNA:  1a  cadena  pesada  (753  pb)  y  el  extremo  carboxilo

teminal  (192  pb)  de  P-acrosina.     Estos  diferentes  fragmentos  obtenidos  por

amplificaci6nporPCRsemuestranenunesquemaenlaFigura9A.EnlaFigura98

(carriles 1,3 y 4) se muestran los fragmentos amplificados y purificados, analizados

en un gel de agarosa al  10/o y tefiido con bromuro  de  etidio.    Cada uno  de estos

fragmentos fueron secuenciados y subclonados en el vector de expresi6n pGEX2T,

para luego  ser expresados  como proteinas de  fusion con la proteina givtati6n  S-

transferasa en bacterias E. co/z. DH5ot.

Una cuarta proteina recombinante, el extremo amino terminal de P-acrosina,

se  obtuvo  por  rna  mutaci6n  no  intencional  que  ocurri6  en  la  posici6n  297,

generando un cod6n de temino  (TGA) y que fue detectada al secuenciar  uno de los

clones analizados de P-acrosina.  Como no presentaba ninguna otra mutaci6n en su

secuencia se tambich se expres6 como proteina de fusi6n.
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D.       PRODUCC16N DE LA MurANTE ser/Ala222 DE  P-ACROSINA

Mediante el m6todo de "sobreposici6n" (Overlap method; Ho et al.,  1989) de

mutag6nesissitiodirigidasegener6unamutanteenelsitiocatalftico(Ser/A|a222)de

P-acrosina como se indica en M6todos.   La Figura 8A muestra un esquema de la

estratetia seguida para la obtenci6n de  este mutante.    La Figura 88  muestra los

fragmentos del CDNA obtenidos en las primeras reacciones de PCR, el extremo el

extremo 5 ' de 678 pb (carril 2), el extremo 3' de 159 pb (carril 1) y el producto de la

tercera reacci6n de PCR correspondiente al CDNA de P-acrosina mutada de 819 pb

(carril 3).   El fragmento de P-acrosina mutada fue secuenciado y subclonado en el

vector de expresi6n pGEX2T, para luego ser expresado como proteina de fusi6n con

la proteina alutati6n S-transferasa  en bacterias E. co/i DH5G.

E.       HXPRESI0N  Y  PURIFICACI0N  DE  LAS   DISTINTAS  FORMAS
RECOMBINANTES DE  P-ACROSINA

Extractos    crudos    de    E.    co/j    conteniendo    las    proteinas    quim6ricas

recombinantes  sobrexpresadas  fueron  analizados  por  electroforesis  en  un  gel  de

poliacrilamida al 12°/o en presencia de SDS.  La Figura 10 muestra las proteinas del

extracto crudo obtenido en cada caso, destacando la sobreexpresi6n de las proteinas

de fusi6n. En cada extracto se observa rna banda mas intensa que corresponde al

tamafio esperado para la proteina recombinante respectiva:   carril 2:  P-acrosina 53
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M6tode de Sobreposici6n
-I" "overlap", producto final:
_in_ P-acrosina Ser/A|a222 (8|9 pb)
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Figrra 8.   Generaci6n de urn mutente de] sitio cata]itico de B-aciusinaL   A)
Rapresentaci6n esquendtica de la estrateria utilizada para la generaci6n de esta
mutante.   En la parfe superior se rapresenta el CDNA de proacrosim, en donde se
indica la cadena liviana (CL) y pesada (CP), la triada catalitica His7° cO, Aspt24 (P)
y Sef22 (S) y los ndrnerus representan a lus nucle6tidos.   En la parte inferior se
indican los distintos fragmentos amplificados y en parchtesis el largo en pares de
bases (pl});  8)  Estos fragnentos amplificados  se analizaron en un gel de agarusa al
1% tefiido con bromuro de eddio.  St: estfndar pBR322 digeddo con IIinf I.  Call
I: Extrem 3'de P-acrosina (159 pb).   Caril 2: Extreno 5'de Pracrosina (678 pb).
Caril 3: P-acrosina Sex/Ala222 (819 pb).
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Figun 9.  Amplifi€aci6n de los distintus frogmentus de DNA de P-acrusim.  A)
Rqpresentaci6n esquematica de los  diferentes  fragmentos de DNA de  B-acrosina
a]xplificados desde el CDNA de P-acrosina:   En la parte sxpedor se rapresenta el
CDNA de proacrosina, en donde se indica la cadena liviana (CL) y pesada (CP), la
triada catalftica IIis7° (IP, Aspt24 a)) y Sef22 (S) y lus ndmeros rquesentan a los
nucle6tidos.  En la parte inferior se indican lus distintas fragmentus amplificadus y
en parfentesis el ndmero de anino deidos de la proteina recombinante.    8) Estos
fingpentus  applificados    se  analizaron en un  gel de  agarosa al  1% tefiido con
bromuro de etidio.  St: estindar de peso molecular: pBR322  digeddo con Hinf I.
Call 1: P-acrusina (819 Pb).  Carril 2:  mutante Ser/Ala222 de P-acrosina (819 Pb).
Carril 3:    cadena pesada de P-aerosina (753  pb).    Caril 4:    extreno  carfuxilo
teminal de P-acrosina (192 pb).
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kDa; carril 3: mutante Ser/Ala222 de P-acrosina 53 kDa; carril 4: cadena pesada de P-

acrosina 51,7 kDa; carril 5: extremo anino terminal de P-acrosina 39,6 kDa; y carril

6: extremo carboxilo terminal de P-acrosina 36.5 kDa.

F.       IMMUNODETECC16N DE IAS FORMAS RECOMBINANTES DE P-
ACROSINA

Con el fin de confimar la identidad de las proteinas expresadas se realiz6 la

irmunodetecci6n  de  las  proteinas  de  fusion  de   P-acrosina  con  un  anticuerpo

policlonal  anti-acrosina  de   cerdo.      Como  se  muestra  en  la  Figura  `11A  este

anticuexpo  reacciona  intensamente  contra  tres  de  las  proteinas  recombinantes

sobrexpresadas:  P-acrosina  (carril  1),  mutante  del  sitio  catalitico  de  P-acrosina

(carril  2) y cadena pesada  de  P-acrosina  (carril  3),  que  comparten  epitopes  con

acrosina de cerdo.   Los extremos  amino (carril 4) y carboxilo (carril 5) terminal de

P-acrosina no son reconocidos por este anticuexpo,  asi como tampoco la proteina

givtati6nS-transferasaniningunaproteinabacteriana.

Las cinco proteinas de fusi6n de P-acrosina se diSrieron con trombina como

se describe en M6todos con el fin de obtener las proteinas recombinantes puras.   La

Figura 118 muestra la inmunodetecci6n de la proteina recombinante de P-acrosina

antes y  despu6s  de  la  incubaci6n  con  trombina  que  permite  la  liberaci6n  de  la

proteina recombinante de P-acrosina.
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Figura 10.  Analisis de la expresi6n de las formas recombinantes de P-acrosina.
50 ng de extracto crudo proveniente de bacterias E.  co/J. DH5Ch fueron sometidos a
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12% en presencia de SDS, por 1 hora a
100  V.    El gel  se  tifi6  con azul  de  Coomasie.    El  carril  1  representa  el  control,
proveniente  de  bacterias  no  transfomadas.     El  resto  de  los  carriles  muestran
extractos  provenientes  de  bacterias  transformadas  con  el  vector  pGEX2T  que
contiene el gen para GST junto .al inserto para: Carril 2: a-acrosina (53 kDa).   Carril
3.  Mutaute  Ser/Ala222  de  P-acrosina  (53  kDa).     Carril  4:  Cadena  pesada  de p-
acrosina (51,7 kDa).   Carril 5:  extremo  amino terminal  de  P-acrosina (39,6 kDa).
Caril 6: extremo carboxilo terminal de P-acrosina (36,5 kDa).  Carril 7: vector solo
(GST) sin inserto.
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Figura 11.  Inmunodetecci6n de las proteinas reeombinantes de P-acrosina con
el anticuexpo poHclonal anti-acrosina a-38.   20 ng de extracto crudo (A) o 5 LLg
de   P-acrosina  (8)   en  diferentes  etapas  de  su  purificaci6n,   se  sometieron  a
electroforesis    en    un    gel    de    poliacrilamida    en    presencia    de    SDS,    se
electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron en presencia
del anticuexpo policlonal anti-acrosina a-38.  En (A) se muestra: caril 1: P-acrosina
(53  kDa);  caril  2:  mi|tante  Ser/Ala222  de  a-acrosina  (53  kDa);  caril  3:  cadena
pesada de  P-acrosina (51,7 kDa); carril 4:  extremo anino terminal de P-acrosina
(39,6 kDa); carril 5: extremo carboxilo teminal de P-acrosina (36,5 kDa). En G) se
muestra:    caril  1:  quimera   P-acrosina (53  kDa).    Carril  2:  quinera   P-acrosina
desputs de la digesti6n con trombina.   Carril 3: B-acrosina recombinante (30 kDa)
desputs de una segunda purificaci6n.
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G.       ENSAYOS   DE   ACTTVIDAD   ENZIMATICA   DE   LAS   FORMAS
RECOMBINANTES DE  P-ACROSINA

Con el fin de estudiar la actividad proteasica de las proteinas recombinantes,

se incuban estas proteinas en presencia del sustrato artificial BAEE como se indica

en M6todos.   En el caso de la proteina recombinante de P-acrosina los ensayos de

actividad  proteolitica  mostraron  una  curva  hiperb61ica  de  activaci6n  enzimatica,

tipica de un zin6geno (Figura 12 A).  En la Figura 12 A se observa que la velocidad

de la hidr6lisis del sustrato aumenta con respecto a la concentraci6n de la proteina

recombinante  y  que  a  concentraciones  de  40  pmoles  o  menores  de  la  proteina

recombinante no se logra observar hidr6lisis del sustrato.   Por otro lado, en el caso

de la proteina nativa se  observa un progreso  lineal  (Figura  12  8).    La actividad

especifica  de  P-acrosina  es  de  3800  U/mg  de  proteina,  20  veces  superior  a  la

obterida  generalmente  en  la  proteina  nativa  (155  U/mg).    Por  el  contrario,  las

proteinas recombinantes de  la cadena pesada,  extremo  anino  terminal,  carboxilo

terminal y P-acrosina mutada en el  sitio  catalftico no presentaron ningivn tipo  de

actividad proteolitica en los  ensayos  enzimaticos.    La  actividad  enzimatica de  la

proteina  recombinante  de  P-acrosina  fue  completamente  inhibida  con  p-amino-

benzamidina 5 mM (Figura  12 8), TLCK 0,5 mM o benzamidina 5 mM (datos no

mostrados), tal como ocurre para la proteina nativa proacrosina.
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Figura  12.    Activaci6n  enzimftica  de  la  P-acrosina  recombinante  y  de  la
proteina   nativa   proacrosina.   A.   Concentraciones   crecientes   de   P-acrosina
recombinantes  (40 pmoles  ., 80 pmoles  A, 100 pmoles  A, 200 pmoles I o 400
pmoles  I) se incubaron por diferentes tiempos a 25°  C en presencia del sustrato
BAEE 0,5 mM.   8.   10 prg de extracto acido espelmatico (.)   o 80 pmoles de P-
acrosina  recombinante   en  presencia   de   p-amino-benzanidina   5   mM   (0)   se
incubaron por diferentes tiempos a 25° C, en presencia del sustrato BAEE 0,5 mM.
La actividad esterisica se determin6 siguiendo la hidr61isis del sustrato BABE a 253
rm.
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H.       UNION DE LAS FORMAS RECOMBINANTES DE   P-ACROSINA A
125I-ZPGPs

Con el fin de determinar la capacidad de uni6n a ]25I-ZPGPs,  1as proteinas

recombinantes de P-acrosina se sometieron a un ensayo union de dot blot y se us6

como  control 1a proteina nativa proacrosina de cerdo  ®roveniente  de un extracto

acido   espermatico).      Para   esto   se   inmovflizaron  las   proteinas   recombinantes

purificadas o la proteina nativa, en una membrana de nitrocelulosa y se incub6 en

presencia de  100,000  cpm de  ]25I-ZPGP (4,1  x  106 cpulHg).  En los experimentos

control ni la proteina alutati6n S-transferasa sola ni ninguna otra proteina bacteriana

se unen a la sonda yodada.    Como  se  observa en la Figura  13,  tanto la proteina

nativa  y  tres  de  las  proteinas  recombinantes  de   P-acrosina  (normal,  mutante

Ser/Ala222 y la cadena pesada de P-acrosina) unen a [25I-ZPGPs, y su uni6n aumenta

en proporci6n a su concentraci6n.   Las proteinas recombinantes de a-acrosina y la

mutante   Ser/Ala222   de   P-acrosina  muestran  el  mismo   comportamiento   en   su

capacidad de uni6n,  con un maximo  de  1,2 ng de ZPGPs unida por 0,5  Hg de la

proteina recombinante.  La proteina recombinante de la cadena pesada de P-acrosina

s61o  alcanza  el  520/o  de  la  uni6n  de  las  recombinantes  de  P-acrosina  normal  o

mutante Ser/Ala222, mientras que las recombinantes del extremo amino- o carboxilo

terminal de a-acrosina no tienen la capacidad de unir a la ZPGP.
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Figura  13.   Uri6n de ]25I-ZPGPs a las formas recombinantes  de  Placrosina.
Cantidades crecientes de las proteinas recombinantes de P-acrosina y de la proteina
nativa  proacrosina   se   inmovilizaron   sobre  membranas   de   nitrocelulosa  y   se

?oC=:i:nd:::riLb°e°'e°n°°Mcept:d::.L25s[:Z:Gafipc(a4']:sXcLp°icE##€!Z:aG¥°±Sid;::¥]:
cantidad de cada proteina recoribinante o de la  proteina nativa proacrosina ( . ).
Las proteinas recombinantes se representan como: I a-acrosina nomal, . mutante
Ser/Ala222 de P-acrosina, .  cadena pesada de P-acrosina, 0 extremo amino teminal
de P-acrosina y A  extremo carboxilo terminal de a-acrosina.    La uni6n maxima de
P-acrosina recombinante nomal fue de 7918 cpm (11392 cmp/Hg de proteina) y la
uni6n inespecffica fue de 1960 cpm.
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ENSAYOS  DE  COMPETENCIA DE  LA UNION  A ]25I-ZPGPS  CON
POLISACARIDOS SULFATADOS.

La uni6n especifica de las proteinas recombinantes de a-acrosina a las ZPGPs

fue  evaluada mediante  ensayos de  competencia como  se  indica en M6todos.    La

uni6n de [25I-ZPGPs a la proteina nativa, a la proteina recombinante de a-acrosina y

a la mutante del sitio catalitico fue inhibida por ZPGPs no marcada, fucoidano y

dextran sulfato (500 kDa y 5 kDa) pero no por dextrano ¢igura 14 y Tabla 5).  Las

curvas   de   inhibici6n   especifica  de   estos   compuestos   polisulfatados   a   ambas

recombinantes  asi  como  a  la  proteina  nativa  son  muy  similares,  por  lo  tanto,

podemos  concluir  que  todos  los  compuestos  competidores  inhiben  de  la  misma

forma a las proteinas recombinantes de P-acrosina como a la proteina nativa y que la

mutaci6n puntual presente  en la mutante  Ser/Ala222 de  P-acrosina, no modifica la

especificidad de uni6n.   Solamente polimeros altanente sulfatados compiten en la

union  de  ZPGPs  a  las  recombinantes  de  P-acrosina  y  al  control  proacrosina.

Dextrano no sulfatado no inhibe la uni6n de ZPGPs a la proteina nativa ni a las

formas recombinantes de P-acrosina (Figura  14 y Tabla 5).   Fucoidano y dextran

sulfato (500 kDa) fueron los competidores mss efectivos y las ZPGPs no marcadas

presentaron un IC5o aproximado de 35, 34.3 y 19.8 Hg/ul para proacrosina y para las

recombinantes   de   P-acrosina   y   mutante   del   sitio   catalitico   de   P-acrosina,

respectivanente (Tabla 5).
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A  P-acrosinarecombinante       B  sex/Ala222 P-acrosina         C  proacrosinanativa

123123

Competidor
log [Lnl

123

Figura 14.  Eusayos de competencia entre la uni6n de ]25I-ZPGPs a las formas
reeombinantes  de  B-acrosina.    Un total  de  100  pmoles  de  P-acrosina (A),  de
Ser/Ala222 B-acrosina (a), o 50 ng de la proteina nativa (C) se irmovilizaron sobre
membranas  de  nitrocelulosa  y  se  realiz6  el  ensayo  de  competencia  asumiendo
saturaci6n  como  se  describe  en  M6todos.     Se  grafica  el  porcentaje  de  union
especffica mina versus el lo.g10 de la concentraci6n ([no de cada competidor.

b°:ec=estl#arteos(5e£;P;re|end¥xtrc:mo?:  A fucoidano,  . dextran sulfato (5oo K),
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Competidor (M) B-acrosina
Ser/Ala222 Cadena Pesada Proacrosina

P-acrosina P-acrosina nativa

Fucoidano  (~ 100 K) 71.7 LM 65.7 LM 168 LM 50.1  LLM

Dextran S04 (500 K) 69.5 pr 53.7 LM 36.7 LM 63.0 LM

Dextran S04 (5 K) =200 LM* 200 prM 98.0 LM 199.5 LM

=200 LM* =200 ulM* =200 LM* >200 LM*Dextrano (500 K)

ZPGPs no marcada 34.3  LIE/nd 19.8 Hg/inl N.D. 35.0 Llg/inl

TABLA    5.        IC5o  aproximado  dado  las  condiciones  de  no  saturaci6n  de  los
competidores de la uni6n de r25I-ZPGPs a las formas recombinante de P-acrosina y
a la proteina nativa proacrosina.   El sinbolo * indica   la concentraci6n mas alta
analizada sin llegar a un 500/o de inhibici6n.  N.D. : no determinado.
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J.   uNI6N DE LAs pROTEfNAS REConmlNANTEs DE p-ACRoslNA A
ZONAS PELUCIDAS z.# 1ofo

AI  haberse  demostrado  que  las  proteinas  recombinantes  se  unen  a  las

dicoproteinas de la zona pehicida solubflizadas,  se quiso demostrar si la proteina

recombinante  de  P-acrosina  era  capaz  de  unirse  eapecfficanente  a  las  zonas

peldcidas intactas y cual era el tiempo minimo para obtener la union ndxima. Para

determinar el tiempo mfnimo necesario para obtener la uni6n maxina,  se  agreg6

100.000  cpm de  [25I-P-acrosina a  100  zonas peldeidas  intactas por 30 minutos,  3

horas o 12 horas.  Las zonas se lavaron y la uni6n se detect6 en un contador gamma.

La Figura 15 muestra que la union es maxima a las tres horas de incubaci6n.  Con el

fro de deteminar si esta uni6n fue estable, las zonas pehicidas usadas en el ensayo

anterior se incubaron por 12 horas a 37° C.   Luego de lavar las zonas pehicidas se

conclny6  que  esta uni6n  se  mantiene  hasta por  12  horas  despu6s  de  ocurrida  la

interacci6n (datos no graficados).

Para deteminar la capacidad de uni6n de las proteinas recombinantes a las zonas

peldcidas intactas, se incubaron en suspensi6n 100 zonas pehicidas en presencia de

concentraciones  crecientes de la  proteina  recombinante  yodada.  Como se observa

en la Figura 16, se determin6 que la proteina recombinante   de P-acrosina es capaz

de unirse a la zona pehicida intacta y esta uni6n aunenta en forma proporcional a su

concentraci6n.    Se calcul6 que o,22 pmoles de proteina recombinante de p-acrosina
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Figura 15. Uni6n de P-acrosina recombinante yodada a zonas peldcidas I.7€ fofo
a tres tiempos distintos.   100 zonas pehicidas se incubaron por distintos tiempos
con   9.259   pmoles   de   la  proteina   recombinante   de   P-acrosina  yodada   (10,8
cpm/pmol; barras achuradas) o con 2.985 pmoles de la proteina nativa proacrosina
yodada  (33,5  cpm/pmol;  barras  blancas).    Las  zonas  peldeidas  se  lavaron  y  la
cantidad  de  proteina  unida  se. estim6  midiendo  la  radiactividad  en  un  contador
gamma.   Se grafica la cantidad en pmoles de proteina yodada unida versus el tiempo
de coincubaci6n.   N6tese que ya a partir de las tres horas de incubaci6n tanto la
proteina recombinante como la nativa se unen establemente a las zonas pehicidas.
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Figura  16. Capacidad de uni6n de P-acrosina recombinante yodada a zonas
pehicidas I.# tofo.    100 zonas pehicidas se incubaron por 3 horas a concentraciones
crecientes de la proteina recombinante de P-acrosina yodada.   Las zonas pelhcidas
se lavaron y la cantidad de proteina unida se estim6 midiendo la radiactividad con
url contador gamma.    Se  grafica el promedio de la cantidad en pmoles de  ]25|.0.
acrosina  unida  versus  la  canti.dad  en  pmoles   de   ]25I-B-acrosina  agregada.      Este
experimento fue realizado una sola vez en duplicado.  La dispersi6n maxima de los valores
fue del 5 %. N6tese que la uni6n es saturable.
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se  unen por zona pehicida.    Por thtimo,  para determinar la especificidad de  esta

uni6n, las zonas peldeidas se preincubaron en dos condiciones distintas.   Como se

observa en la Figura  17, tanto la uni6n de P-acrosina yodada como de la proteina

nativa proacrosina yodada a la zona pehicida es desplazada por la proteina nativa

proacrosina no marcada como por fucoidano.  Proacrosina a una concentraci6n de 10

Hg/ml, es capaz de inhibir en un 55 % 1a uni6n de la proteina recombinante y en un

76 % a la proteina nativa.  Por otro lado, fucoidano 100 [iM inhibe a ambas proteinas

en aproximadamente un 44 %.

Con el  fin de  localizar la uni6n de  las proteinas recombinantes  a la zona

pehicida z.# fofo, se mont6 el ensayo de micro-autorradiografia.   Para esto,  100.000

cpm de la proteina recombinante yodada de P-acrosina y zonas pemcidas intactas

fueron coincubadas por  1 hera, fijadas a portaobjetos y finalmente recubiertas con

rna   emulsi6n   autoradiografica.      La   detecci6n   de   la   uni6n   de   la   proteina

recombinante de P-acrosina yodada a la zona pehicida se realiz6 por autoradiografia

segin  se  explica  en  M6todos..    Como  se  muestra  en  la  Figura  18A  la  marca

radioactiva  se  encuentra localizada en toda la  superficie  de  la zona peldeida,  en

foma heterogenea.  Si las zonas pemcidas son incubadas por 3 horas con la proteina

recombinante yodada, la marca se observa sobre toda la superficie y grosor de la

zona (datos no mostrados). Para demostrar la especificidad de esta marca, se realiz6

un  ensayo  de  competencia,  en  donde,  se  preinoubaron  las  zonas  pehicidas  con
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Control            Proacro sina       Fuc oidano
no marcada           100 LtM

10 Hg/inl

Figura  17.  Especificidad  de  la  uni6n  de  P-acrosina  re€ombinante yodada  a
zonas pelticidas i.# folo.  100 zonas pehicidas se incubaron por 3 horas con 100.000
cpm  de  la proteina  recombinante  de  P-acrosina  yodada  (10,8  cpm/pmol;  balras
achuradas) o 1a proteina nativa proacrosina yodada (33,5 cpm/pmol; barns blancas)
en ausencia (control) o en la presencia de un competidor.   Las zonas peldeidas se
lavaron y la cantidad de proteina unida se estim6 midiendo la radiactividad con un
contador gamma.    Se grafica el porcentaje  de uni6n especffica maxima versus la
presencia o ausencia del competidor. La uni6n ndxima en las muestras control fue
de 2063 cpm para P-acrosina recombinante y 3030 apm para proacrosina.
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proacrosina no marcada (10  Hg/inl).    En la Figura  18C,  se  observa que la marca

radiactiva es casi totalmente desplazada por la presencia del competidor.   Con el fin

de observar con mayor claridad la uni6n, se reafiz6 una densitometria tridinensional

de las imagenes diStalizadas (Figuras 18 a y D).

K.      ENSAYOS  DE  PENETRAcfoN  ESPERMAHCA  HOM6LOGA  A
ZONAS PELtlcIDAS DE CERDO

K.1.   Ensayos de penetraci6n espermftica a zonas pehicidas de cerdo.   Con el

fin de deteHninar el  efecto  de  la presencia de  las proteinas recombinantes  de  P-

acrosina de cerdo en la penetraci6n de espematozoides de cerdo a zonas pemcidas

cadav6ricas de cerdo,  se procedi6 a montar el ensayo  de penetraci6n espermatica

hom61oga.   Para esto, zonas pehicidas de cerdo se incubaron por 3 horas con  15

pmoles de la respectiva proteina recombinante y se lavaron.  Por otro lado, se incub6

espermatozoides de cerdo en medio de cultivo capacitante y se coincubaron por 3

horas (Serie I) o por  12 horas (Serie 11)  con las zonas pehicidas pretratadas.   Los

ensayos de penetraci6n realizad.os con zonas pemcidas cadav6ricas de cerdo fueron

negativos en todos los casos, inclusive los controles.   Pero se pudo determinar que

bajo estas condiciones, los  espermatozoides de cerdo son capaces de unirse en gran

ninero   a   las   zonas   pelfroidas,   inclusive   en   la   presencia   de   las   proteinas

recombinantes (Figura  19) y sin afectar su motilidad.   La tabla bajo la Figura  19

muestra el ninero de zonas pehicidas analizadas, el ndmero de replicas y el ndrero
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Figura 18.  Localizaci6n de la uni6n de ]25I-P-acrosina a la zona pehicida I.« fofo.
Zonas pehicidas incubadas con .100.000 cpm de [25I-P-acrosina en ausencia (A) o en
presencia   de proacrosina no marcada (10 Halinl) (C), se lavaron e inmovilizaron en
porta  objetos.    Luego,  se  cubrieron  con  emulsi6n  antoradiogranca,  expusieron,
revelaron y se digitalizaron las imagenes segbn se describe en M6todos. En (a) y
(D) se realiz6 rna densitometia tridinensional de las inagives diStalizadas a la
izquierda, a trav6s del programa Scion inage (Scion Corporation, USA) con el fin
de evidenciar la intensidad de la uni6n.
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Tratamiento NO de zonas NO de zonas

(hrs. de coincubaci6n) insenrinadas(r6I)licas) penetradas (% )

Seriel     (3horas) 663 (8) 0

Serie 11  (12 horas) 294 (4) 0
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de zonas penetradas.  Un analisis mds detallado a microscopia electr6nica de barrido

indic6  que existen,  en todos los casos,  espermatozoides  sobre la superficie  de la

zonapemcidaquehansuffidolareacci6nacros6mica(Figura20).

K.2.    Eusayos   de   fecundaci6n  I.#   vJ.fro   en   cerdo.      AI   no   poder   obtener

penetraciones espematicas en zonas peldcidas cadav6ricas de cerdo, se procedi6 a

realizar  ensayos  de  fecundaci6n  j#  vr+ro  madurando  ovocitos  ovincos  de  cerdo.

Para esto,  se procedi6  a madurar ovocitos ovalcos de  cerdo,  en donde,  ovocitos

cubiertos por mas de dos capas de c61ulas foliculares compacta se incubaron por 48

horas en medio de maduraci6n.   En la Figura 21A se muestra un ovocito de cerdo

irmaduro,  con  sus  c5lulas  foliculares  compactadas.    La  Figura  218  muestra un

ovocito de cerdo luego de 48 horas de incubaci6n en medio de maduraci6n   Este

ovocito presenta sus c61ulas foliculares expandidas, primer indicador de maduraci6n

ovocitaria.  En la Figun 21C se observa un ovocito de cerdo maduro luego de haber

sido removidas sus c6lulas foliculares.   Es en estas condiciones, que los ovocitos se

usan para los ensayos de fecundaci6n J.# vJ.fro o se fijan para el analisis del estado de

maduraci6n   nuclear.       La   maduraci6n   se   detemin6   bajo   microscopia   de

apifluorescencia analizando la desaparici6n de la vesicula germinativa (Figura 22A)

y la presencia de cromosomas en prometafase y metafase 11 o por la presencia del

piner  colpdsculo  polar (Figura  228).    La tabla bajo  la  Figura  22  muesha los

resultados obtenidos en los ensayos de maduraci6n de ovocitos de cerdo.   En todos

los ensayos el porcentaje de maduraci6n fue siempre sobre 90% (Figura 22).



loo



Figura  21.    Maduraci6n  z.»  vz.fro  de  ovocitos  de  cerdo.    Fotomicrografias  al
microscopio de contraste de fases donde se observa: A) ovocito de cerdo irmaduro
con las celulas foliculares que lo rodean compactas;  a)  ovocito de cerdo maduro y
con las c6lulas foliculares que lo rodean expandidas;  C)  ovocito de cerdo maduro,
liberado de sus c6lulas foliculares.  Aumento (A y 8) X  240;  (C) X 480.



N° de ovocitos NO de ovocitos Porcentaje de
puestos a rmdurar(r6T)licas) rmduros ovocitos madurosfl}.S.)

203 (6) 196 96,5 ± 4,6

Figura  22.    Anflisis  ndcrosc6pico  de  la  maduraci6n  z.»  vz.fro  de  ovocitos  de
cerdo.   Fotonricrografias al microscopio de epifluorescencia de ovocitos de cerdo
libre de las c61ulas del cinulo ooforo tefiidos con Hoescht lprg/nd donde se observa:
A)  ovocito  irmaduro  con  la jresencia  de  la vesicula  germinativa.    8)    ovocito
maduro con la presencia de la placa metafasica y el primer polocito (fuera del plano
de observaci6n).  La tabla indica el ndmero de ovocitos analizados y el porcentaje de
maduraci6n.  Aumento X 580.
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El ensayo de fecundaci6n j# vJ.fro,  consisti6 en incubar espematozoides de

cerdo  en un medio  capacitante por 3  horas y luego  coincubarlos en presencia de

ovocitos  madurados  z.#  vjzro  sin  c6lulas  del  cinulo  ooforo  pretrata.dos -con  las
i
I

proteinas recombinantes.   Los resultados de la fecundaci6n J.# vjtro  en cerdo  son

may variables y con rna alta tasa de poliespermia.    Los ovocitos fecundados se

distinguen por la presencia de cabezas de espelmatozoides en el grosor de la zona

pemcida o en el espacio perivitelino (Figura 23A,B y C), la presencia del prorfucleo

masculino mas el complemento cromos6mico femenino o por la presencia de dos

blast6meros de la primera segmentaci6n (Figura 23D).   Bajo estas condiciones,  el

porcentaje de fecundaci6n control fue de 72,30/o y al preincubar los ovocitos con

zona   pehicida   con   B-acrosina  recombinante   y   con   P-acrosina   Sex/Ala222,   |a

fecundaci6n alcanz6 un 56,2°/o y 63,6%, respectivanente (Figura 23).

L. ENSAYOS  DE  PENETRAC16N  ESPERMAHCA  HOM6LOGA  A
ZONAS PELbcIDAS CADAVERICAS HUMANAS

Con el fin de deteminar la especie especificidad del efecto de las proteinas

recombinantes  en  el  proceso  de  penetraci6n  espematica  a  trav6s  de  la  zona

pemcida, nos propusimos realjzar ensayos de penetraci6n espematica hom61oga a

zonas peldcidas cadav6ricas humanas en presencia de las formas recombinantes de



Tratamiento No de ovocitos NO de  ovocitos Porcentaje de
iusenrfuados fecundados fecundaci6n

(r6|}Ifcas} 0.S.)
Control 65 (4) 47 72,3 ± 31,3

P -Acro sina recombinante 32 (4) 18 56,2 ± 12,0

P-Acrosina Ser/Ala222 22 (4) 14 63,6 ± 17,2

Figura 23.  Andlisis de la fecundaci6n z.7z vz.fro de ovocitos de cerdo en presencia
de  las  formas  recombinantes  de   P-acrosina.  Fotografias  al  microscopio  de
contraste  de  fases  (A)  y  de  epifluorescencia  (8)  tefiido  con  Hoescht  no  vital
mostrando  un  espermatozoide  en  el  espacio  perivitelino  de  un  ovocito  maduro.
Ademds se observa en microscopia confocal (C) tres espematozoides penetrando la
zona pehicida y (D) rna fotografia al microscopio de epifluorescencia de un embri6n
de dos c6lulas, donde se puede apreciar la presencia de an.bos ndcleos.   La tabla
indica  para  los  distintos  tratanientos,  el  rfumero  de  ovocitos  analizados  y  el
porcentaje de penetraci6n espelrfutica. Armento (A y 8)  X 700; (C y D) X 350.
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P-acrosina  con  capacidad  de  uni6n.     Para  esto,  eapermatozoides  humanos  se

incubaron  en medio de cultivo capacitante por 3 horas y luego se coincubaron por

tres  horas  mas  con  zonas  pemcidas  cadav6ricas  humanas  pretratadas  con  las

proteinas recombinantes  de  P-acrosina.    La Figura 24  muestra  el  analisis  de  las

zonas pehicidas en el microscopio electr6nico de barrido, mostrindose que, tanto en

los  ensayos  de  penetraci6n  control,  como  en  aquellos  realizados  con  ovocitos

cadavdicos hunanos preincubados con las distintas fomas recombinantes  de  a-

acrosina se observa al menos un espermatozoide en el proceso de penetraci6n de la

zona peldeida.   Por lo tanto, se puede concluir que, 1as proteinas recombinantes de

P-acrosina  de  cerdo  no  afectan  un proceso  heter6logo  de  fecundaci6n  J.#  vz.fro,

usando ganetos hunanos.
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Tratamiento NO de zonas NO de zonas Porcentaje de
iusenrfuadas penetradas penetraci6n

Control 6 6 100

P -acro sina re combinante 8 8 100

P-acrosina mutada Ser/Ala222 7 7 100

Cadena Pesada B-acrosina 6 6 100
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DISCUS16N

A.     EXPRES16N DE LAS FORMAS RECOMBINANTES DE P-ACROSINA

A partir del mENA de proacrosina de  cerdo  se  amplific6  el  CDNA de  B-

acrosina y  distintos  fragmentos  de  ella para  determinar  la participaci6n de  estas

proteinas en la union secundaria a la zona pemcida y determinar las regivnes de

proacrosina/acrosina que estarian involucrados en esta uni6n.   Ademas se produjo

rna foma de P-acrosina mutada en el sitio catalitico para determinar la participaci6n

del sitio activo de esta enzima en la uni6n secundaria a la zona peldeida.   Estos

frogmentos de DNA se subclonaron en el vector de expresi6n pGEX2T en marco de

lectura   con   el   gen   de   la   givtati6n   S-transferasa.       Luego,   estas   quimeras

recombinantes de P-acrosina se expresaron en bacterias E. co/i DH5or, se purificaron

y se separaron de la proteina de fusi6n.   Las proteinas recombinantes expresadas

corresponden a los residuos  1  a 273  ffl-acrosina y un mutante del sitio catalitico -

Se|/Ala222-  de  P-acrosina),  residuos  22  a  273   (cadena  pesada  de   P-acrosina),

residuos  1  a  99  (extremo  amino  terminal  de  P-acrosina)  y  residuos  209  a  273

(extremo carboxilo terinal de P-acrosina) como se muestra en las Figuras 9 y 10.
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Las    cinco   proteinas   recombinantes    expresadas   presentaron   rna   movilidad

electrofoietica   segin  lo   esperado   y  las   cantidades   obtenidas   despu6s   de   su

purificaci6n fueron suficientes para la realizaci6n de los esfudios siguientes.

8.       INMUNODETECC16N  DE  LAS  FORMAS  RECOMBINANTES  DE
F}-ACROSINA

Las   tres   formas   recombinantes   de   mayor   peso   molecular:   P-acrosina,

mutante   Ser/Ala222   de   a-acrosina   y   la   cadena   pesada   de   P-acrosina,   fueron

reconocidas por un anticuerpo policlonal dirigido contra acrosina de cerdo.    Esto

confroa la presencia de epitopes irmunol6givos similares a los de la proteina nativa

en  las  tres  recombinantes.    Las  otras  dos  recombinantes  correspondientes  a  los

extremos amino y carboxilo terminal de  B-acrosina no fueron reconocidas por el

anticuerpo.   La raz6n de porque este anticuexpo no reconoce el fragmento  amino

terminal de acrosina por si solo se debe a que los anticuerpos usados se prepararon

extrayendo  de  un  gel  rna  banda  collespondiente  a  a-acrosina.    Esta banda  no

contiene la cadena liviana de PLacrosina por lo tanto gran parte del extremo amino

de la proteina no se us6 como inmun6geno.   La proteina recombinante del extremo

carboxilo teminal no  se reconoce probablemente  debido  al reducido  ndmero  de

aninoacidos que lo conforman.
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C.       ACTIVIDAD ESTERASICA DE P-ACROSINA RECOMBINANTE

Uno de los resultados importantes de esta tesis es que la recombinante de P-

acrosina  presenta   actividad  esterdsica.      Esto   fue   comprobado   en  un   ensayo

enzinatico  usando   el   sustrato   especffico  para   serino   proteasas,   BABE.      La

recombinante purificada de  P-acrosina presenta una actividad  especffica de  3800

U/mg    y  es  completamente  inhibida  por  distintos  inhibidores  caracteristicos  de

serino proteasas (TLCK, p-amino benzamidina y bemamidina).

Estos  resultados   demuestran  que   la  actividad  proteasica  de   P-acrosina

recombinante no depende del estado dicosilado de esta proteina y que su actividad

se  adquiere  solanente  despu6s  de  incubarla  con  trombina  para  separarla  de  la

proteina  de  fusi6n.    Ademas,  este  trataniento  con  trombina  podria  catolizar  la

prote61isis de rna fracci6n menor de total de las proteinas recombinantes, liberando

la cadena liviana de la pesada,  imitando  la activaci6n  que normalmente  sufre  el

zin6geno nativo.    En un trabajo previo,   se expres6 rna proteina recombinante de

P-acrosina sinrilar a la de esta tesis (Jansen y cols.,  1995; Figura 25).   Esta proteina

recombinante fue purificada desde cuerpos de inclusi6n, a diferencia de las proteinas

recombinantes obtenidas durante el desalrollo de esta tesis que fueron purificadas

desde sobrenadantes soricados de bacterias.  En el trabajo de Jansen y cols. (1995),

los cuerpos de inclusi6n se solubilizaron y las proteinas de interes fueron purificadas
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por electroelusi6n desde geles de poliacrilanida en ausencia de agentes reductores.

Finalmente, las proteinas fueron desnaturadas en presencia de cloruro de guanidinio

6 M y renaturadas mediante rna diluci6n ripida con acido clorhidrico 1 mM.   Este

trataniento, permitia que las proteinas recombinantes mantuvieran la actividad de

uni6n  a ZPGPs  en forina similar al zim6geno nativo,  pero  carecfan  de  actividad

enzimatica.  Esta ultima caracteristica, sin embargo, suSere que existe cierto grado

de plegamiento err6neo en el sitio activo de las proteinas recombinantes obtenidas

por Jansen y cols. (1995) o que al no ser tratadas con otra proteasa, como trombina,

no se activan por separaci6n de la cadena liviana de la pesada.

La actividad enzimatica que presenta la proteina recombinante de P-acrosina

despu6s de cuatro minutos de incubaci6n aumenta abrupta y significativamente en

comparaci6n a la proteina nativa (Figura  12).   Una explicaci6n podria ser que la

proteina  recombinante  al  no  estar  glicosflada  y  no  tener  el  extremo  carboxilo

terinal, se autoactive mas fapidamente que la proteina nativa o bien haya perdido

su capacidad de inactivarse.   Upa segunda interpretaci6n se basa en el hecho que la

proteina nativa es inestable en el tiempo al ser incubada sobre 28°  C (Polakoski y

Parrish,  1977), por lo que esta podria inactivarse mss ripidanente que la proteina

recombinante.  Por ultino, en el extracto acido, fuente de la proteina nativa, podrian

existir inhibidores especfficos que regulen la actividad de P-acrosina.
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D.       UNION DE LAS FORMAS REConneINANTES DE  a-ACRoSINA A
LAS  ZPGPs

En esta tesis se demostr6 que la actividad enzimatica de  P-acrosina no esta

directamente involucrado en la uni6n a las ZPGPs.  La mutaci6n realizada en el sitio

cata]jtico  de   P-acrosina  (Ser222  por  Ala)  no  modific6   ni   la  capacidad  ni  la

especificidad de uni6n a ZPGPs, al compararla con la proteina recombinante normal

(Figura 13 y 14).   Ademas, se confirma el hecho que la proteina nativa no necesita

estar  activa  para  tener  capacidad  de  uni6n,  ya  que  ella  presenta  las  mismas

caracteristicas de uni6n que la proteina recombinante mutada en el sitio catalitico.

Puesto   que  tanto   las  proteinas  recombinantes  de   P-acrosina  (expresadas   en

bacterias)  como  la proteina nativa presentan  capacidad y  especificidad de  union

sinrilares a7igura  14 y  Tabla  5)  la dicosilaci6n no  seria inportante  en la uni6n

secundaria.

Por otro lado, se ha propuesto que aninoacidos basicos en la superficie de la

molecula de P-acrosina de cerdo son los responsables de la uni6n a ZPGPs (Jansen y

cols., 998).  Estos aminoacidos basicos deben tener rna determinada orientaci6n en

la superficie de P-acrosina que se complemente con la orientaci6n que presentan los

grupos  polisulfatos  de  las  ZPGPs  (Jones,   1991;  Urch  y  Patel,   1991).    Usando

p6ptidos sinteticos y proteinas recombinantes de P-acrosina de cerdo, Jansen y cols.

mostraron que s6lo rna proteina recombinante (residuos 3 a 275) era capaz de unirse
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a ZPGPs con la nrisma capacidad que la proteina nativa, mientras que las proteinas

recombinantes de menor tamafio se unian en mucho menor proporci6n (Jansen y

cols.,   1995;  Figura     25).     Estos  resultados  concuerdan  parcialmente   con  los

obtenidos en esta tesis, puesto que la proteina recombinante que corresponde a la

cadena pesada de  P-acrosina de cerdo (residuos 21  a 272)  s61o  une un 52  0/o del

maximo alcanzado por P-acrosina recombinante, sutiriendo que los residuos 1 a 21,

de la cadena liviana serian importantes para definir la capacidad de union ndxima

de P-acrosina a ZPGPs.   Sin embargo, 1a proteina recombinante que corresponde al

extremo amino terminal de P-acrosina no tiene capacidad de unirse a ZPGPs.  Por lo

tanto, la cadena liviana, a pesar de la presencia de 4 argivinas y rna lisina (R], R[3,

R[5,  K]7, y R23), por si  so|a no mediaria la uni6n a ZPGPs.    Estas observaciones

suSeren que la cadena liviana no participaria directanente en la uni6n a ZPGPs,

como fue propuesto recientemente (Jansen y cols.,  1998),  sino que seria necesaria

para un correcto plegamiento de la proteina recombinante de P-acrosina permitiendo

que dos o mas regivnes de la mol6cula convejan fomando el dominio de uni6n.

Esta hip6tesis se  apoya ademas en los resultados que muestran la incapacidad de

uni6n de las proteinas recombinantes del extremo amino y carboxilo terminal de P-

acrosina y que concuerdan con resultados anteriores (Jansen y cols.,  1995),  donde

fragmentos  menores  a  aquenos  que  representan  a  la  molecula  completa  de  P-

acrosina tienen rna marcada disminuci6n en la uni6n a ZPGPs.



113

Polifetido Esque- % de Uhidn

Prmrmusina silverfe 100
1399

p§ p2 ai44{55) E= 0,2
4455

ps p3 all-R23) E=123 0,4

PS P4 ov64-rs3) E= 0,76483

ps p6 rv24-M45> 0,2
PR (-2-275) 100

-2                                                                                    275

PR(5l-275)
51                                                              275

25
PR (93-275)

93                                        275
22

PR(179-275) I-I179275 2,0
PR(-2-250)

-2                                                                        250 43
PR(-2-179)

-2                                                                 179
19

PR(102-179) m79 5,0

PR B-arfua 100-I                                                                                    272

PR Sea/Ala222 8-acrosim 100-I                                                                                 272

PRcadenapesrfudeB-ira
21                                                                               272

52
PR Extreno ammotminaldeB-a-

-199
2,5

PR Extreno carborilo 11- I,4temiula de Bunosin 208          272

Figuna 25.   Union refativa a ]2SI-ZPGPs de proacrmina, p5ptidus sintetices y
protefnas rceombinantes de P-aerusina.  Datos obtenidos de esta tesis (en celeste)
y segin Jansen y cots., (1995) en anarillo y rojo.   Se indica el tipo de pchpdyido:
proteina silvestre de proacrusina, p€ptidos sint6ticos a'S), y proteinas recombinantes
Q'R) con los residros que los limitan entre parentesis.   Aden5s se esquematiza la

#i=£fa¥eqfeL:Hesi:Z%]j#]d£=darp::£os]:#:±fpr"osinyel
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Por tltimo, recientemente se han identificado dos grupos de aminoacidos

que comprenden His47, Arg5° y Arg5] junto con Arg25°, Lys252 y Arg253 dentro de |a

molecula  completa  de  P-acrosina  como  los responsables  de  la  uni6n  secundaria

(Jansen y cols.,  1998).    Por mutaci6n  sitio  diririda  se  ha  demostrado  que  estos

aminoacidos son cruciales para mantener la uni6n a las ZPGPs, ya que la deleci6n o

el reemplazo de estos aninoacidos reduce severanente la afinidad de las proteinas

recombinantes a las ZPGPs.

E.       ANALISIS DE MODELAJE DE  P-ACROSINA

Se realiz6 un analisis de modelaje tidinensional de la proteina de  P-acrosina de

cerdo con el fin de deteminar el posible dominio de uni6n o superficies de posible

interacci6n  con  la  zona  pehicida.    Se  realiz6  el  modelaje  para  la  secuencia  de

aminoacidos de  P-acrosina usando el servidor de modelaje  automatico  Q'roMod)

Swiss Model (c6digo de pedido:  SMID AAAa27998),  seguido de un refinamiento

del modelo por  CIIARMm (Peitsch y Jongeneel,  1993;  Pietsch,  1995).  El modelo

generado  se  bas6  en  los  dates  cristalogrfficos  de  distancias  at6micas  de  las

proteinas:  tripsina, protrombina 2 y a-trombina segdn la informaci6n proporcionada

por el sistema (Tabla 6).
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Este analisis result6 en un modelo tridinensional de P-acrosina de cerdo en

donde  todas  sus  cisteinas  se  encuentran  alineadas  para  folmar  los  respectivos

puentes disulfuro.   Esto pemite ademas, un adecuado plegamiento de la mol6cula

para  aproxinar a la triada catalitica  (His7°,  Asp]24,  Sep2)  en un bolsillo  Q]igura

26A).  En las figuras 268 y 26C, se muestra la ubicaci6n de los fragmentos amino y

carboxilo  teminal  en  la  estructura  de  P-acrosina.    En  la Figura  27  se  muestran

ejemplos del analisis de la estructura tridimensional de P-acrosina.   En el esquema

superior (A) se observa que esta molecula, representada como cintas, presenta dos

grupos de hojas beta (flechas amarillo) fomando un barril.   Ademas, se observa la

cadena liviana formando un segmento de alfa h6lice (en rojo) y se representa como

bastones en azul a la triada catalitica.   En los esquemas inferiores (Figura 278 y C)

se  observa  desde  otro  ingulo  a la misma molecula,  donde  se  ha  modificado  la

presentaci6n de los aminoacidos basicos.

Del  modelaje  de  la  proteina  de   P-acrosina  se  puede  concluir  que  los

aminoacidos basicos  que  se  han  identificado  como  los  responsables  de  la  uni6n

secundaria se encuentran expuestos en la mol6cula y cercanos al bolsillo del sitio

catalitico.   Estos corresponden a dos grupos de amino acidos: Ifis47, Arg5° y Arg5[

junto con Arg25°, Lys252 y Arg253 de la molecula de P-acrosina (Jansen y cols., 1998)
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Complejo (Serino proteasa/inhibidor) 27-JUN-94 lHAG IHAG 2
Protrombina 2 (E.C.3.4.21.5) conjugada a Hirugen lIIAG 3

Serino proteasa 31-MAR-92 1AAO
MAST CELL TRITTASE
Modelo te6rico

Ifidrolasa (Serino proteasa) 21-APR-93  1FPH
or-Trombina (E.C.3.4.21.5) conjugada con Hirudina

Complejo (Serino proteasa/inhibidor) 26-MAY-94 1TMU ITMU 2
Ch-Trombina (E.C.3.4.21.5) conjugada con Himdina lTMU 3

Serino proteasa/receptor 18-JAN-941NRO INRO 2
or-Trombina (E.C.3.4.21.5) no covalentemente unida con lNRO 3

Serino proteasa /receptor 18-JAN-94 1NRP INRP 2
or-Trombina (E.C.3.4.21.5) no covalentemente unida a lNRP 3

Serino proteasa 10-JUL-92 1TBS
Tripsina, Serino proteasa inhibida por benzamidina

Tabla 6.  Entradas usadas para el modelaje del Direct Swiss-Model
pedido para   Acro-cerdo.   Se indica el nombre y tipo  de proteina,
fecha y  c6digo  de  entrada,  y  si  se  encuentra  conjugada  a  algin
inhibidor.



Figura  26.     Diagrama  esquemftico  de  la  esfroctura  de  P-acrosina  de  cerdo

¥¥i:tri¥daM£Ltaldffi°ffiTfdis¥]%Lia24rff#:oj#ei:£:i:eHi:°is+dr:
en blanco.  8.  Se muestra la posici6n dentro de P-aerosina que involucra el extremo
amino terminal de la mol6cula en color turquesa.  C.   Se muestra la posici6n dentro
de B-acrosina que involucra el exdemo cafooxilo terminal de la moldeula en color
verde.



Figure  27.     Diagrama  esquematco  de  la  estructura  de  P-acrusina  de  cerdo
produeido en RasMol.   A.   ha molecula se rapresenta como cintas, en donde, las

?aseeiEL=|l:ase=£¥e¥ce::astiTfug£#&§o,lasis¥2¥fias)¥m=
en forma de bastones aztiles y el rests de los residros en blanco.   8. ha misma
presentaci6n que en A pero la triada catalifea se rapresenta en foma llena roja y lus
amino acidus hasicos se rquesenfan llenus (Arg en morado, Lis en turquesa e IIis en
Amarillo).  C. ha misma presentaci6n que en 8 pero toda la moldeula se representa
en fonna llena, observandose asi mejor la ubicacich real de los amino acidos.
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y que para fomar el dominio de uni6n la proteina necesita adoptar su estructura

secundaria y terciaria adecuadamente.   Aunque este modelo de la molecula de  P-

acrosina no es exacto en todas sus distancias at6micas,  nos permite visualizar los

distintos aminoacidos basicos que se encontrarian expuestos en la superflcie de la

proteina.

F.       HOMOLOGIA     DE     SECUENCIAS     DE     AMINOACIDOS     DE
B-ACROSINA DE  SIETE ESPECIES DE MIAMfFEROS

En cerdo, 1a uni6n de proacrosina a las ZPGPs pareceria requerir de mas de

un punto  de contacto  entre las dos proteinas,  a diferencia de conejo  en donde se

requiere un inico punto  de  contacto fomado por s6lo  tres  aminoacidos basicos.

Esta diferencia podria deberse a caracteristicas de especificidad de especie, a pesar

de la alta identidad aminoacfdica de las dos secuencias de P-acrosina.   En vista de

las  sugerentes  diferencias  reportadas  se  analiz6  la  homologfa  de  secuencias  de

aminoacidos de P-acrosina entre siete especies de mandferos, de manera de observar

las  distancias  gerfeticas  entre  estas  especies  que  podrian  correlacionarse  con  la

complejidad  del  sitio  o  dominio  de  uni6n  secundaria  de  P-acrosina  a  la  zona

pelticida   (Figi]ra   28).      La   homologia   fue   analizada   a   trav5s   del   programa

computacional Clustal W  1.6  (Thompson y cols.,  1994)   basado en el m6todo de

"uni6n  de  vecinos"  o  "neighbour-joining"  (Saltou  y  Nei,   1987),  en  donde  el

porcentaje  de  divergencia es calculado  entre  cada par  de  secuencias  alineadas, y
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estos datos usados para construir un drbol filogerfetico.  En la Figura  29 se muestra

un dendograma radial de la homologa de secuencias de P-aerosina de las 7 especies

analizadas.  La secuencia de P-acrosina de bovino no se incoxpor6 al analisis debido

a que  esta no tiene  el extremo  anino  teminal  de  la molecula completo,  1o  que

introduce al sistema de analisis una alta penalidad en el alineamiento mthtiple de

secuencias.    Como  era  de  esperar,  las  secuencias  de  aminoacidos  de  P-acrosina

humana y del orangutan presentan la menor divergencia (0,014 unidades) y estin

ubicados en el dendograna al otro extremo de las secuencias de los roedores, 1os

cuales  estin  agrupados  todos juntos  (rat6n,  rata  y  cobayo).     Por  su  parte,  la

secuencia de P-acrosina de cerdo esfa mas cerca de la rama de los primates que la de

los  lagomorfos,  1os  cuales  estal mas  cerca  de  los roedores.    Las  secuencias  de

aminoacidos  de  P-acrosina  de  conejo  y  cerdo  presentan  la mas  alta  divergencia

(0,259 unidades).

Esta divergencia de las secuencias  de aminoacidos  de  P-acrosina entre las

especies  de  mamfferos  analizada  apoya  la  hip6tesis  que  la  uni6n  secundaria  se

podria  mantener  diferencialmente   de   acuerdo  a  la  especie.     Las  diferencias

reportadas con respecto al sitio de uni6n entre conejo y cerdo concuerdan con los

resultados de divergencia de las secuencias de aminoacidos de estas dos eapecies, la

mas  alta  entre  las  especies  analizadas.   El  porcentaje  de  homologia  de las siete
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ACRO-CONEJO
ACRO-RATA
ACRO-CERDO
ACRO-RATON
ACRO-HUENO
ACRO-COBAYO
ACRO-ORANGUTAN

ACRO-CONEJO
ACRO-RATA
ACRO-CERDO
ACRO-RATON
ACRO-HUENO
ACRO-COBAYO
ACRO-ORZINGUTEN

ACRO-CONEJO
ACRO-RATA
ACRO-CERDO
ACRO-RATON
ACRO-HUENO
ACRO-COBAYO
ACRO-ORANGUTAN

ACRO-CONEJO
ACRO-RATA
ACRO-CERDO
ACRO-RATON
ACRO-HUMENO
ACRO-COBAYO
ACRO-ORANGUTAN

ACRO-CONEJO
ACRO-RATA
ACRO-CERDO
ACRO-RATON
ACRO-HUENO
ACRO-COBAYO
ACRO-ORANGUTAN

---MLPTAVI,LVLVVSVVAKDNATCDGPCGI]RFRQNPQGGFR:VVGGQAAQQGAWPWMVsli

MVEMLPTVVAIIVIAVSVVAKDNTTCDGPCGLRFRQNPQAGIRIVGGQTSSRWAWPWMVSL
---MLPTAVI]I]VLAVSVAARDNATCDGPCGLRFRQKI]ESGMRVVGGMSAEPGAWPWMVSI.

MVEMLPTVAVLVIAVSVVAKDNTTCDGPCGLRFRQNSQAGTRIVSGQSAQLGAWPWMVSL
MVEMLPTAILLVLAVSVVAKDNATCDGPCGLRFRQNPQGGVRIVGGKAAQHGAWPWMVSL
--EMI.PTAAI]I.IIAVSVIARDNTTCDGPCGLRFRQNLQGSVRIIGGQTAQPGAWPWMVsli

MVEMI.PTAII.I]VI]AVSVVAKDNATCDGPCGI]RFRQNPQGGVRIVGGKAAQHGAWPWMVSI.
****           .1c    .'¢    ***    *_**_************         _           *  _  _    *     _  _           ********

QIFTPENNRRYHACGGVIIIINAHWvliTAAIICENNKQKVYEWRMVFGAQEIEYGTDKPVRPP
QIFTSHNSRRYIIACGGSLI]NSHWVI]TAAHCFDNKKKVYDWRI.VFGAHEIEYGENKPVKEP
QIFMYHNNRRYHTCGGILLNSHWVI.TAAHCFENKKKVTDWRLIFGANEVVWGSNKPVKPP
QIFTSHNSRRYHACGGSLLNSIIWVI.TAAIICFDNKKKVYDWRLVFGAQEIEYGRNKPVKEP
QIFRYN-SHRYHTCGGSI]ENSRWVLTAAIICFVGKNNVIIDWRLVFGAKEITYGNNKPVKAP
QIFMAHNNRRYIIACGGII.LNSIIWVLTAAIICFDSKKKVYDWRLVFGAEEIEYGNNKPVRAP
QIFTy--sHRyHTCGGSLI,NSRwvl.TAAHCFVGKNNVHDWRI]vFGarEITyGNNKpvKAp
***                   ***   ***   ***_  _*********       *       *     _**_  _***   *_       *       ***_    *

IjQER¥vEKvvTHDQ¥N¥mEGNDIALLKITPPVpcGPFIGPGCLPNSKAGppKAAQTc¥v
QQERYVQKIVIHEKYNAVTEGNDIALLKVTPPVTCGDIVGPGCLPHFKSGPPRIPHTCYV
LQERFVEEIIIHEKYVSGLEINDIAI]IKITPPVPCGPFIGPGCLPQFKAGPPRAPQTCWV
QQERYVQKIVIHEKYNVVTEGNDIALLKITPPVTCGNFIGPCCLPHFKAGPPQIPHTCYV
I]QERYVEKIIIHEKYNSATEGNDIAIIVEITPPISCGRFIGPGCLPHFKAGLPRGSQSCWV
I.QERYVEKIVII]EKYNIVNEGNDIALLKITPPVSCGPFIGPGCLPTFRAGPPKIPQTCYV
VQERYVEKIIIHEKYNSATEGNDIAI.VEITPPISCGRFIGPGCLPHI-KAGLPRGSQSCWV

***    *                i       *             *    *****_     _***_    **    *_**    ***        __*    *_        __*    *

AGWGYVKENAPRPSPTIMEARVDLINI]ELCNSTQWYNGRITASNI.CAGYPSGKIDTCQGD
TGWGYIKDNAPRPSPVIMEARVI)LIDLDLCNSTQWYNGRVTSTNVCAGYPEGKIDTCQGD
TGWGYI.KEKGPRTSPTLQEARVALIDI]ELCNSTRWYNGRIRSTNVCAGYPRGKIDTCQGD
TGWGYIKEKAPRPSPVI]MEARVDLIDLDLCNSTQWYNGRVTSTNVCAGYPEGKIDTCQGD
AGWGYIEERAPRPSSILMEARVDLIDLDI.CNSTQWYNGRVQPTNVCAGYPVGKIDTCQGD
AGWGYIRERAPRPSPVI]I.EARVELIDI.DLCNSTQWYNGRVMSTNVCAGYPEGKIDTCQGD
AGWGYIEEKAPRPSSII]MEARVDLIDI-DI-CNSTQWYNGRVQPTNVCAGYPVGKIDTCQGD

****               **   *      *   ****   **   *_*****_*****_       _*_*****   *********

SGGPI]MCRENQGEPFVVQGITSWGVGCARAKRPGIYTATWPFLDWIASRIGSN--
SGGPLMCRDTRRQPFVIVGITSWGVGCARAKRPGVYTATWDYLDWIASKIGP-T-
SGGPIIMCRDRAENTFVVVGITSWGVGCABAKRPGVYTSTWPYIINWIASKIGSN--
SGGPLMCRDNVDSPFVVVGITSWGVGCARAKRPGVYTATWDYI]DWIASKIGPN--
SGGPIJMCKDSKESAYVVVGITSWGVGCAliAKRPGIYTATWPYLNWIASKIGS--N
SGGPLMCRDNANSPFVVVGITSWGVGCAEAKRPGIYTATWDYI]DWIASKIGPS--
SGGPLMCKDSKESAYVVVGITSWGVGCABAKRPGIYTATWPYI.NWIASKIGSN--
*******                        *_    **********   *****_**_**     _*   ****_**

Figura 28.  Comparaci6n de las secuencias de aminofcidos de P-acrosina de siete
mamiferos.   Siete  secuencias de aninoacidos de  P-acrosina de  distintos mandferos
fueron analizadas a trav6s del programa de homolotia de secuencias y   alineamiento
de secuencias multiples CLUSTAL W(1.60).   Los aminoacidos identicos se indican
con asteriscos y los  canbios  conservados  con puntos.    Las palabras  a la izquierda
indican a la eapecie de manffero  que  corresponde la secuencia:  conejo,  rata cerdo,
rat6n, humano, cobayo y orangutan.
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Figura 29.  Relaciones fflogen6ticas de secuencias de aminofcidos de P-acrosina
de algunos mamiferos.   Siete secuencias de aminoacidos de P-acrosina de distintos
mamfferos fueron analizadas a .trav6s del programa de homologia de secuencias y
alineamiento  de  secuencias  multiples  CLUSTAL W(1.60)    usando  el m6todo  de
apareaniento  de  vecinos para  constnrir un  dendograma  radial  filogenetico.    Los
rfumeros  de  cada  rana  representan  unidades  de  divergencia  arbitrarias.     Las
secuencias de cada proteina y sus respectivas referencias estin almacenadas en el
banco  de  datos  Swiss-Prot bajo  los  siguientes  c6digos:  Acro-rata P29293,  Acro-
rat6n  P23578,  Acro-cobayo  S29599,  Acro-conejo  P48038,  Acre-cerdo  PO8001,
Acro-orangutan A61022, Acro-humano P 10323.
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secuencias de a-acrosina es de 58,8 %, incrementindose a 74,56 % si se compara la

secuencia humana con la de cerdo.

G.       UNION  DE  P-ACROSINA  RECOMBINANTE  A  LAS  ZONAS
PELUCIDAS i.# fofo

Se    demostr6    que   las   proteinas   yodadas   B-acrosina   recombinante   y

proacrosina nativa se unen a las zonas pehicidas I.# /ofo con la misma capacidad de

uni6n.  Esta uni6n se satura a las tres horas de coincubaci6n y ocurre en forma dosis

dependiente de  la concentraci6n de la proteina recombinante,  al igual que  en los

ensayos  de  uni6n  usando  zonas pehicidas  solubilizadas.    Ademas,  esta  uni6n  es

inhibida  por  10  Hg/inl  de  proacrosina  nativa  no  marcada,  y  por   100  [iM  de

fucoidano,  confimando  los  resultados  de  competencia  realizados  por  dot  blot

obtenidos anteriormente.   Sin embargo, en estos ensayos la inhibici6n no fue total

como  en los  ensayos  de  dot blot.    Esto  podria  deberse  a  que  en  este  ensayo  la

interacci6n ocurre entre una matriz estructurada y proteinas en soluci6n y por lo

tanto al competidor le seria mas dificfl disociar esta uni6n que entre dos proteinas en

soluci6n.

Se detemin6 que la proteina recombinante de P-acrosina se manteria unida a

las  zonas peldcidas  intactas hasta por  12  horas  luego  de  realizado  el  ensayo  de

uni6n.   Esto indica que bajo las  condiciones experimentales usadas la  P-acrosina

recombinante  no   se   activaria  proteoliticamente  desprfes   de   entablar  la  uni6n
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secundaria y no seria capaz de liberarse de su interacci6n con las givcoproteinas de la

zona peldeida.   Esto puede deberse a que la proteina recombinante no se encuentra

anclada en la matriz acrosomal o al hecho que le falte un gatillador de la activaci6n

presente nomalmente en el acrosoma.   Esta observaci6n no invalida el modelo de

uni6n - liberaci6n que explica el proceso de penetraci6n a trav6s de la zona pehicida

ya   que   el   proceso   de   activaci6n  proteolitica  inducido   por   la   uni6n   a   las

glicoproteinas  de  la zona pehicida  es  sobre  el  zim6geno  proacrosina,  el  curl  se

encuentra unido a la matriz del acrosoma a diferencia de la proteina recombinante

que es soluble.

La localizaci6n de la uni6n de las proteinas recombinantes de P-acrosina a la

zona pemcida intacta, mediante los ensayos de uni6n y antoradiografia,  demuestran

que esta uni6n ocurre en la superficie y en todo el grosor de la zona pemcida y que

ademas su distribuci6n inicial es heterogenea Q]igura 18).  Una mayor exposici6n de

las muestras confiqua que la marca se distribnye cubriendo toda la superficie de la

zona pehicida.   Este hecho suSere que en la zona pemcida existirian ligandos para

P-acrosina   distribuidos  heterogeneamente,   de   alta   afinidad   que   se   marcarian

prinero, y ademas, ligandos de menor afinidad que permitirian que se marque el

resto de la zona pemcida.

De todos estos resultados se concluye que P-acrosina recombinante  se une

especffica y selectivamente en la superfroie y todo el grosor de las zonas peldeidas
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intactas.  Estos hechos validen los ensayos para deterinar el papel de P-acrosina en

la penetraci6n espematica a trav6s de la zona pelbcida.

H.       PAPEL DF P-ACROSINA RECOMBINANTE EN LA PENETRAC16N
ESPERMATICA z.# vz.tro

En los ensayos de maduraci6n de ovocitos ovalcos de cerdo  se  determin6

mediante  microscopia  de  epifluorescencia  analizando  el  estado  de  maduraci6n

nuclear o la presencia del primer colpdsculo polar que mas del 90 °/a de los ovocitos

alcanzan la maduraci6n.   Sin embargo,  los porcentajes de fecundaci6n 7.77 v7+ro en

cerdo  son muy variables de ensayo a ensayo y en promedio no  superan el 70 %.

Esto concuerda con las cifras publicadas en la literatura @etancourt y cols.,  1993;

Nagai,  1994;   Suzuld y cols.,  1994;  Abeydeera y cols.,  1998;  Lynham y Harison,

1998), en donde se mencionan porcentajes de alrededor de 70% y un ndmero alto de

poliespermia.  Cuando el ensayo de fecundaci6n J.J! vjfro se realiz6 en presencia de la

proteina recombinante de P-acrosina o la recombinante mutada en el sitio catalftico

o preincubando los ovocitos maduros por tres horas con ellas,  los porcentajes de

fecundaci6n   fueron   inferiores   a   los   controles   pero   que   no   resultaron   ser

estadisticamente significativo s.

Debido a que los porcentajes de fecundaci6n son muy variables, atn en los

controles, no es factible conclulr irrefutablemente respecto  al probable efecto que
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pudieran o no producir la presencia de las proteinas recombinantes de  P-acrosina

durante la coincubaci6n de los ganetos hom6logos de cerdo.  Sin embargo, teniendo

en  cuenta  la  falta  de  significancia  estadistica  de  los  porcentajes  obtenidos,  la

presencia de las proteinas recombinantes pareceria afectar en foma muy discreta o

no  afectar del todo  el proceso  de fecundaci6n I.# vjfro.    Esto  podria explicase  al

memos de tres formas: primero,  estando bloqueados todos los sitios de union para

acrosina,   la  proacrosina  nativa  presente   en  el  acrosoma   del   espematozoide

reaccionado, posea mayor afinidad por sus ligando en la zona pelhcida y desplace a

la recombinante previamente unida.   Segundo, proacrosina al ser capaz de activarse

proteol£ticamente, podria abrirse paso degradando a la proteina recombinante unida.

Tercero, que otras mol6culas presentes en la madiz del espematozoide reaccionado

permiten la uni6n  secundaria y penetraci6n del  espematozoide  hacia  el  espacio

perivitelino.    Esto  thtimo  es  apoyado  por  los  resultados  obtenidos  con  ratones

knock-out del gen de proacrosina (Baba y cols.,  1994; Adham y cols.,  1997), cuyos

espermatozoides  squ  capaces  de  fecundar  aunque  no  presentan  esta  proteina.

Ademis, recientemente se ban descrito en estos mismos espermatozoides dos nuevas

serino proteasas acrosomales que son liberadas despu6s de la reacci6n acros6mica

(Kohno y cols.,  1998).   Al menos una de ellas seria proteolfticamente activa y su

activaci6n seria dependiente de alguna otra proteasa del tipo tripsina ann no descrita.

Por thtimo, a pesar de la alta homologia de aminoacidos encontrada entre P-

acrosina de cerdo y humana en ningdn experimento las proteinas recombinantes de
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P-acrosina de cerdo interfirieron en el proceso de penetraci6n de espermatozoides

humanos a zonas pehicidas cadav6ricas humanas (Figura 24).   A pesar que en los

ensayos   de   fecundaci6n   7.7q   vJ.fro   de   cerdo   en   presencia   de   las   proteinas

recombinantes  (ensayos hom6logos)  no  fue  significativamente  inhibida,  el  efecto

nulo de las proteinas recombinantes sobre la fecundaci6n heter6loga suSere que los

resultados obtenidos en los ensayos hom6logos serian biol6dcamente inportantes y

que el 250/o de no-identidad entre las secuencia aminoacidicas de las dos especies

seria suficiente para determinar la especificidad de especie de la fecundaci6n.
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CONCLUSIONES

1.   Las  proteinas  recombinantes  normal  y  Ser/Ala222  de  P-acrosina  presentan

union especffica a las dicoproteinas de la zona pelbcida, la cual no difiere de

la proteina nativa.

2.   Se  demostr6  que  la  actividad  catalitica  de  la proteina recombinante  de  P-

acrosina no es necesaria para la uni6n secundaria a la zona peldcida.

3.   Se confirm6 que la union de P-acrosina de cerdo a la zona pemcida requiere

de la secuencia completa de P-acrosina y depende de la estmctura primaria,

secundaria y terciaria de la mol6cula.   Por lo tanto,  el sitio de uni6n estaria

fomado por aminoacidos localizados en diferentes porciones de la mol6cula

que convergen formando el doniinio de uni6n.

4.   La  proteina  recombinante  de  P-acrosina  no  s6lo  es  capaz  de  unir  zonas

peldeidas  intactas,  sino  que  se  une  en  foma  especifica,   sobre  toda  la

superficie y grosor de esta.
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5.   Todas  las   anteriores  conclusiones  mos  permiten   sugerir  que   el   sistema

proacrosina/acrosina participa en la uni6n secundaria del espematozoide a la

zona pehicida.

6.   Por hltino, se conclnye que en la uni6n secundaria a la zona peldeida ademas

de acrosina participarian otra u otras mol6culas de uni6n, ya que acrosina a

pesar  de  unirse  a las  zonas  pehicidas  intactas  no  es  capaz  de  impedir  la

penetraci6n espermatica ni la fecundaci6n j# v7.fro.
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