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RESUMEN

Para que ocurra la fecundacion en mamiferos el espermatozoide debe pasar a
través de las células de la granulosa, penetrar la zona pelicida y posteriormente
fusionarse con el ovocito. Los mecanismos moleculares propuestos para explicar la
penetracién a través de la zoma pelicida consideran que: 1) acrosina actiia
directamente como proteasa, digiriendo la zona pelicida y facilitando asi el paso del
espermatozoide; 2) proacrosina se une a las glicoproteinas de la zona pelucida
(ZPGPs) y una vez establecida esta uniéon secundaria, proacrosina se autodigiere
liberando al espermatozoide de esta unién. Asi, la repeticion continua de este

mecanismo facilitaria la penetracién del espermatozoide.

La unién secundaria es esencialmente de tipo i6nico, involucrando grupos
polisulfatos en las ZPGPs y residuos basicos en proacrosina. La densidad y la
orientacién de los grupos sulfato en las ZPGPs parecen ser parametros criticos en
mediar el reconocimiento y la umnién, ya que pequefias variaciones en su
estequiometria serian las responsables de proporcionar la especie especificidad de la
fecundacion. El hecho que tanto proacrosina como B-acrosina presenta la misma
capacidad de unién a los grupos polisulfatos de la zona pelicida sugiere que el
dominio carboxilo terminal de proacrosina tiene poca importancia en la actividad de

union.




En esta tesis se estudié la participacion de P-acrosina en la uni6n
secundaria a la zona pelicida. Para ello, se subclonaron fragmentos de cDNA
derivados del mRNA de proacrosina de cerdo y se expresaron cinco proteinas

a*?), la cadena

recombinantes: B-acrosina, un mutante del sitio catalitico (Ser/Al
pesada, el extremo amino terminal y el extremo carboxilo terminal de B-acrosina.

De ellas, solamente B-acrosina recombinante, una vez liberada de la proteina de

fusion, mostro actividad enzimatica.

La capacidad de unién de las proteinas recombinantes a 121.7PGPs se
evalu6 en un ensayo de dot blot. Solo B-acrosina recombinante, la mutante del sitio
catalitico y la cadena pesada de B- acrosina, se unen a las ZPGPs. La unién es
dependiente de la concentracién de la proteina recombinante e inhibible por
polimeros polisulfatados. Puesto que B-acrosina recombinante y la mutante del sitio
catalitico presentan la misma capacidad de unién, se concluye que la actividad
proteolitica no seria necesaria para el proceso de unién. Por otra parte, como la
cadena pesada de B-acrosina solo une un 52% del maximo y las dos recombinantes
de los extremos amino y carboxilo terminal no unen a ZPGPs, la unién secundaria
en cerdo requeriria de la secuencia completa de B-acrosina para que se forme el

dominio de union.
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Mediante ensayos de union de B-acrosina recombinante yodada a zonas
pelicidas in toto, se determiné que la unién es saturable y estable en el tiempo.
Ademas, puede ser desplazada tanto por proacrosina nativa como por fucoidano.
Por autoradiografia se determind que [-acrosina recombinante se une y localiza en
forma heterogénea en toda la superficie y grosor de la zona peltcida. Lo que sugiere
que los ligandos para B-acrosina no se encontrarian ﬁomogeneamente distribuidos en
la zona pelicida. En conjunto, estos resultados permiten concluir que acrosina
participa en la unién secundaria, uniendose especifica y selectivamente a las

glicoproteinas de la zona pelacida.

Para estudiar la contribucion de acrosina en la unidon secundaria del
espermatozoide a la zona peliicida se realizaron ensayos de fecundacion in vitro
preincubando los ovocitos con las proteinas recombinantes o en presencia de ellas.
En las condiciones experimentales usadas, la unién de las proteinas recombinantes
de B-acrosina de cerdo no afecté la fecundacion homoéloga (cerdo) ni heteréloga
(humano). Estos resultados sugieren la participacion de otras proteinas del
acrosoma del espermatozoide .en la unién secundaria, los cuales reconocerian

ligandos distintos a los que la B-acrosina recombinante bloqueo.
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SUMMARY

In mammalian fertilization the spermatozoa must pass through 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
sperm to pass through it; 2) proacrosin binds the zona pellucida glycoproteins
(ZPGPs) and once this secondary binding is established, proacrosin autodigests itself
leaving the sperm free to bind again. Therefore, continual repetition of this

mechanism will facilitate sperm penetration.

The secondary binding involves ionic interactions between polysulphated
groups of the zona pellucida glycoproteins and basic residues on procacrosin. The
density and orientation of sulphated groups on ZPGPs seem to be critical parameters
mediating recognition and binding, since small changes in the stoichiometry are
responsible for providing the specie specificity of fertilization. The fact that
proacrosin and B-acrosin present the same binding capacity towards polysulphated
groups on ZPGPs suggests that the carboxy terminal end of proacrosin has no

importance in the binding.

In this thesis we studied the participation of the B-acrosin in the secondary

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




derived from boar proacrosin mRNA and expressing as glutathione transferase
fusion proteins the following five recombinant proteins: B-acrosin, a mutant of the

catalytic site, B-acrosin Ser/Ala**?

, B-acrosin heavy chain, amino and carboxy
termini of B-acrosin. Of these only recombinant 3-acrosin, after cleavage from the

fusion protein, showed enzymatic activity.

The binding capacity of the recombinant proteins to ZPGPs was evaluated
with a dot blot assay. Only recombinant B-acrosin, the catalytic site B-acrosin
mutant and B-acrosin heavy chain bind ZPGPs. This binding depends on the
recombinant concentration and is inhibited by sulphated polymers. Since
recombinant B-acrosin and the catalytic site mutant have the same binding capacity,
the proteolytic activity is not necessary for the binding mechanism. However, since
B-acrosin heavy chain has only 52% of the maximal 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 B-acrosin to form the binding domain.

Binding assays in fofo between the iodinated recombinant B-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 determined that the recombinant B-acrosin bind and localize on




the entire surface and thickness of the zona pellucida in a heterogeneous
distribution. = This suggests that the ligands for f-acrosin would not be
homogenously distributed on the zona pellucida. These results permit us to
conclude that acrosin acts on secondary binding, binding specific- and selectively to

the zona pellucida glycoproteins.

To study the contribution of acrosin in the secondary binding of the sperm to
the zona pellucida, we performed in vitro 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 $-acrosin recombinant proteins do not
block homologous (boar) or heterologous (human) sperm penetration These results
suggest that there may be other proteins in the acrosome reacted spermatozoa that
participate in the secondary binding, and that these proteins recognize ligands that

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




INTRODUCCION

La fecundacion es el proceso por el cual el espermatozoide y €l ovocito se unen
para dar origen a un zigoto diploide que es genéticamente distinto a sus progenitores.
Esta forma de reproduccion bisexual, llevada a cabo por la fecundacion de los gametos,
se encuentra representada en muchos metazoarios incluidos los mamiferos. En
mamiferos, el ovocito ovulado estd envuelto en una matriz extracelular
denominada zona pelicida y mas externamente rodeado por una masa de células
de la granulosa. Para que ocurra la fecundacion, el espermatozoide debe pasar a
través las células de la granulosa, penetrar la zona peliicida y una vez en contacto
con el ovocito, se produce la fusion de las membranas gaméticas. Esto activa al
ovocito, iniciando cambios citoplasmaticos que permiten finalizar su meiosis €

iniciar el desarrollo embrionario.

La zona pelicida media el reconocimiento inicial entre el espermatozoide
y el ovocito y, en la mayoria de los mamiferos, la penetracion de la zona pelicida
por el espermatozoide es especie-especifica. La zona pelicida juega un
importante papel en los subsecuentes eventos del proceso de la fecundacion,

como son el constituir la barrera especie-especifica, ser la responsable de la




induccién de la reacciéon acrosémica del espermatozoide y del bloqueo a la

poliespermia.

El espermatozoide por su parte, debe suftir dos procesos claves antes de
fecundar al ovocito: expresar una motilidad hiperactivada y sufrir la exocitosis
acrosomal o reaccion acrosémica. Ambos eventos se producen como
consecuencia de la "capacitacion" espermatica y son un requisito indispensable
para la penetracion espermatica a través de la zona pelicida. La motilidad
hiperactivada consiste en que el movimiento del espermatozoide deja de ser
progresivo y las ondulaciones del flagelo presentan una mayor amplitud y un
menor radio de curvatura y frecuencia (Katz y cols., 1978). Estos cambios en el
movimiento flagelar, facilitarian el paso del espermatozoide por las células de la
corona radiada y la penetracion a través de la zona pelicida. La reaccion
acrosémica expone y/o libera el contenido acrosomal, €l cual contiene una gran
variedad de enzimas hidroliticas (Tabla 1). De estas, hialuronidasa y acrosina
han sido las mas estudiadas y caracterizadas. La reaccion acrosémica permite no
so6lo que el espermatozoide cruce a través de la zona pelicida sino que ademas
determina cambios en la membrana plasmatica de la regién ecuatorial del

espermatozoide que la vuelven fusogénica a la membrana plasmatica del ovocito.




Hialuronidasa Galactosidasa
Proacrosina/acrosina Glucoronidasa
Fosfolipasa A Catepsina D
Fosfolipasa C Catepsina L
Arilsulfatasa Calpaina II
Arilamidasa Metaloendoproteasa
Colagenasa L-Fucosidasa
N-Acetilexosaminidasa Peptidilpeptidasa
N-Acetilglucosaminidasa Ornitin decarboxilasa

Tabla 1. Listado de algunas enzimas acrosomales (Yanagimachi, 1994).




A. CAPACITACION ESPERMATICA

El espermatozoide de mamifero recién eyaculado es métil pero incapaz de
fecundar a un ovocito, pues no puede alcanzar el estado hiperactivado ni suffir la
reaccidn acrosémica inmediatamente. El espermatozoide requiere de un periodo
de tiempo durante el cual tienen lugar cambios moleculares intracelulares y en la
superficie de su membrana plasmética que le permiten una adecuada interaccion
con la zona pelicida y posteriormente con la membrana plasmatica del ovocito.
Este proceso de adquisicién de la capacidad fecundante dependiente del tiempo
fue originalmente definido como "capacitacion” (Austin, 1951; Chang, 1951,
Austin, 1952; Yanagimachi, 1994). Se han descrito muchos cambios
intracelulares en el espermatozoide capacitado, por ejemplo, en la concentracion
de iones intracelulares (Mrsny y cols., 1984; Hyne y cols., 1985), en la actividad
glicolitica 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.la actividad de proteina quinasas dependientes de
cAMP (Visconti y cols., 1995a; Visconti y cols., 1995b; Leclerc y cols., 1996) y
en la remocion o alteracién de agentes estabilizadores de la membrana plasmética
del espermatozoide adsorbidos durante su permanencia en el epididimo o
provenientes del plasma seminal (Weinman y Williams, 1961). Estos agentes

estabilizadores incluyen por ejemplo, a los llamados factores descapacitantes



(Oliphant, 1976; Fraser y cols., 1990), a la caltrina (Coronel y Lardy, 1992), a
glicoproteinas de 15, 16 y 23 kDa (Parry y cols., 1992), a espermina (Rubinstein
y Breitbart, 1991) y a las proteinas estabilizadoras del acrosoma (Oliphant y

cols., 1985; Wendy y cols., 1986).

A.l. Lugar donde ocurre ir vivo la capacitacién.

El criterio usado para indicar que un espermatozoide se ha capacitado es
cuando es capaz de sufiir la reaccién del acrosoma y ha fecundado un ovocito.
La capacitacion ocurre normalmente en el tracto femenino y el lugar exacto
depende de donde es depositado el semen durante la cépula. Por ejemplo, en los
bovinos, ovinos, primates y el conejo, el semen es eyaculado en la parte anterior
de la vagina, mientras que en la mayoria de los roedores, en el cerdo, el caballo y
el perro, la mayor parte del semen es forzado a través del cervix y depositado
directamente en el Gtero. En ambos casos, casi todos los espermatozoides son
eliminados del tracto femenino o no tienen acceso directo al sitio de la
fecundacion. En el ratén o en el hamster, la razon espermatozoide - ovocito en el

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

Cummins y Yanagimachi, 1982).




En las especies donde los espermatozoides son depositados en la vagina,
la primera barrera fisica es el moco cervical del cuello uterino. La estructura del
moco cervical permite seleccionar a los espermatozoides impidiendo el paso a los
morfologicamente anormales (Barros y cols., 1984b). Es en el moco cervical
donde los espermatozoides iniciarian el proceso de capacitacién desprendiéndose,
contra las fibras del moco, del material descapacitante adsorbido en la membrana
plasmatica durante su almacenamiento en el epididimo y del plasma seminal

durante la eyaculacion.
A.2. Capacitacion espermitica in vitro.

Originalmente se demostré que espermatozoides epididimarios de hamster
podian ser capacitados in vitro usando el contenido oviductal de hembras recién
ovaladas (Yanagimachi y Chang, 1964). Actualmente, no es necesario
suplementar los medios de capacitacién con ningin componente del tracto genital
femenino. Fn la mayoria de las especies de mamifero estudiadas, los medios
definidos que permiten la capacitacion espermatica in vitro necesitan, aparte de
un suplemento de fuente energética apropiada (lactato, piruvato) y de albiimina
sérica, de al menos dos componentes en su composicion, Ca™ y la razén HCO5
/CO5. ElCa™ es necesario no solamente para la reaccion acrosémica (Batros,

1974; Fraser, 1982) sino también para la expresion de la motilidad hiperactivada




del espermatozoide, pardmetro considerado para la capacitacion (Yanagimachi,

1981; Fraser y Ahuja, 1988).

En los espermatozoides no capacitados los niveles de Ca™ intracelular se
mantienen bajos, tanto en la cabeza como en la cola del espermatozoide, debido a
la presencia de una bomba Ca'" ATPasa, un transportador que intercambia Na’
por Ca™ y un sistema intercambiador de Ca™/H', todos presentes en la
membrana plasmatica del espermatozoide (Breitbart y cols., 1984; 1985;
Bradley y Forrester, 1980; Rigoni y cols., 1987; Roldan y Fleming, 1989).
También podrian participar en la mantencion de estos niveles bajos el
almacenamiento de Ca™ en las mitocondrias (Irvine y Aitken, 1986) o
relacionarse con los niveles de calmodulina (Noland y cols., 1985). Es claro que
los niveles de calcio intracelular aumentan durante la capacitacion (Coronel y

Lardy, 1987; Baldiy cols., 1991).

Por otro lado, la razén HCOs3/CO, causa rapidos cambios en la
arquitectura lipidica de la membrana plasmatica del espermatozoide (Shi y
Roldan, 1995; Harrison y cols., 1996). Estos cambios estan asociados con la
desestabilizacion de la membrana plasmatica que eventualmente llevan a la
reaccién acrosémica. Por lo tanto, actualmente al estado capacitado se le
considera una ventana de la desestabilizacién en la cual el espermatozoide al

interactuar con la zoma pelicida es inducido a sufrir la reaccion acrosoémica




(Harrison, 1996). Si un espermatozoide no encontrara al ovocito y prosigue su
desestabilizacién, ocurrir4 la reaccién acrosomica espontanea y con el tiempo una

desestabilizacién total de la membrana y la muerte celular.

B. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA ZONA PELUCIDA

La zona pelticida es la cubierta glicoproteica que rodea al ovocito y al
zigoto durante su paso por el oviducto antes de implantarse en el atero. Se le
adjudican varias funciones, como por ejemplo el constituir la dltima barrera que
debe enfrentar el espermatozoide fecundante (Yanagimachi, 1994), impidiendo la
poliespermia (Austin y Braden, 1956) y determinando en la mayoria de los
mamiferos la barrera para la especificidad de especie (Yanagimachi, 1994).
También se le atribuye la proteccion contra el dafio fisico (Nichols y Gardner,
1989) y el impedir que los blastomeros se disgreguen o se adhieran varios zigotos
(Edwards, 1964) o que el embrién se adhiera e implante en el oviducto

(Tarkowski, 1959; Bronsony McLaren, 1970).

La zona pelicida se forma durante la ovogénesis y sus constituyentes son
depositados entre €l ovocito y las células de la granulosa que lo rodean (Lee y
Dunbar, 1993). En los roedores, las glicoproteinas que conforman la zona

peliicida son expresadas exclusivamente por el ovocito, pero en otros mamiferos




(conejo y cerdo) estas son expresadas tanto por el ovocito como por las células de
la granulosa. Diversos anélisis moleculares han demostrado que las proteinas de
la zona peliicida y sus respectivos mRNA se encuentran dentro de ovocitos de
foliculos primordiales en ovarios de conejos de 2 semanas de edad, indicando que

estas se sintetizan muy temprano durante la ovogénesis (Dunbar y cols., 1994).

Se ha demostrado en raton, rata, hamster, congjo, caballo y humano que la
zona pelicida estd formada por tres familias diferentes de glicoproteinas
denominadas ZP1, ZP2 y ZP3 (Bleil y Wassarman, 1980; Greve y Wassarman,
1985; Araki y cols., 1992; Ahujay Bolwell, 1983; Dunbar y cols., 1980; Miller y
cols., 1992; Sacco y cols., 1989). Durante el proceso de fecundacitn, la
interacci6n inicial entre el espermatozoide y la zona pelicida del ovocito es
mediado por un ligando espermatico en la zona pelicida, la glicoproteina ZP3
(Wassarman, 1988). Este ligando espermatico juega un papel muy importante en
los primeros pasos de la interaccion gamética, pues permite la unién primaria del
espermatozoide al ovocito y es 12 molécula responsable de la induccion de la
reaccion acrosémica. Por otro lado, ZP2 ha sido implicada como ligando
espermético secundario, que une al espermatozoide a la zona peliicida después de

haber sufrido la reacci6n acrosémica (Bleil y cols., 1988).
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C. UNION PRIMARIA DEL ESPERMATOZOIDE A LA ZONA

PELUCIDA.

Los espermatozoides de mamifero se unen fuertemente a la zona pelicida
antes de penetrarla e inclusive antes de haber sufrido la reaccién acrosémica.
Esta interaccién es debida a moléculas de adhesién de la membrana plasmatica
del espermatozoide y ligandos en la zona peliicida. Muchas evidencias existen
sobre moléculas espermaticas con capacidad de union a la zona peliacida
(Gwatkin y Williams, 1977). FEstos autores realizaron un ensayo in vitro con
espermatozoides capacitados de hamster preincubados con zonas pelacidas
solubilizadas, y observaron que estos eran incapaces de unirse a la superficie de
zonas peliicidas intactas sin afectar su motilidad. Actualmente se ha demostrado
que ZP3 en ratén (y la proteina homologa en las otras especies) es el ligando
primario que se une especificamente a la superficie de la membrana plasmatica
sobre el acrosoma de espermatozoides no reaccionados (Bleil y Wassarman,
1988; Vasquez y cols., 1989). La capacidad de unién de ZP3 esta asociada sdlo a
sus residuos glicosidicos (Florman y cols., 1984; Wassarman, 1987). Ofra
caracteristica importante de ZP3 es que es la molécula responsable de la
induccién de la reaccién acrosémica (Florman y Wassarman 1985; Wassarman,
1990), pero siendo en este caso la porcién aminoacidica la responsable de esta

actividad (Vésquez y cols., 1989).
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Se han descrito muchas proteinas espermaticas como candidatos en esta
interaccién inicial con la zona pelicida, aunque para ninguna de ellas existen
evidencias claras de esta interaccién. Asi por ejemplo, se tiene a la a-~1,4-
galactosil transferasa que uniria residuos oligosacaridos de la ZP3 (Miller y cols.,
1993) o autoantigenos espermaticos como la proteina Spl7 de conejo o sus
homélogos en ratén y humano (Richardson y cols., 1994) o un grupo de proteinas
espermaticas de bajo peso molecular (~ 15 kDa), denominados "espermadesinas”,
que tienen capacidad de union a ]a zona pelicida (Calvete y cols., 1992; Topfer-
Petersen y cols., 1993). Por otro lado, en la rata se ha identificado al antigeno
2B1 como el ligando a la zona pelicida (Jones y Jansen, 1993). El antigeno 2B1
se expresa postmei6ticamente en el testiculo como una glicoproteina de 60 kDa
que se localiza en la membrana plasmatica de las espermatidas redondas.
Durante la elongacién de las espermétidas, esta proteina es excluida de la cabeza
del espermatozoide y se le observa solamente sobre la cola espermatica. Durante
la maduracién del espermatozoide en la cola del epididimo, la proteina 2B1 sufre
un procesamiento endoproteolitico especifico (Arg312) para producir una proteina
heterodimérica (de 40 y 19 kDa) unida por puentes distlfuro (Jones y cols.,
1996). En este momento 2B1 es capaz de migrar hacia la membrana plasmatica
sobre el acrosoma. La proteina 2B1, también posee actividad hialuronidasica,

sugiriendo que ésta podria ser otra proteina espermética bifuncional, con posibles
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roles en la dispersién de la corona radiada y en la adhesion a la zona pelicida

(Hou y cols., 1996).

Estos resultados apoyan la hipétesis que de los antigenos espermaticos,
que son importantes para las interacciones gaméticas, son sintetizados como
precursores en el testiculo o en las glandulas anexas. Estos serian adsorbidos
durante la maduracién epididimaria y luego activados o removidos durante la
capacitacion, asegurandose asi que estas moléculas estén completamente
funcionales en el sitio de la fecundacién. Por ofro lado, todas estas moléculas
presentes en la membrana plasmética del espermatozoide, al interactuar con la
zona pelicida, inician el proceso de interacciones gaméticas y permiten progresar

al segundo paso de la fecundacion: la inducci6n de la reaccién acrosomica.

D. REACCION ACROSOMICA

La reaccién acrosémica involucra la fusion en miltiples puntos entre la
membrana plasmética y la membrana acrosomal externa, lo que permite la
exposicion y liberacién del contenido acrosomal al medio. Desde la primera
demostracion de la existencia de esta nvesiculacion” en el hamster y conejo
(Barros y cols., 1967), muchos investigadores lo han confirmado en estas y ofras

especies. La aposicién de la membrana plasmética y la membrana acrosomal
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externa subyacente ocurre €n muchos puntos (Yanagimachi, 1994), lo que
conlleva a que los miiltiples poros formen un continuo y que dependiendo de la
especie, se pierdan las pequefias vesiculas de membranas hibridas o que el
espermatozoide se libere del capuchén acrosémico completo. Durante la
reaccion acrosomica el segmento ecuatorial del acrosoma no participa de esta
vesiculacion, ya que esta region es necesaria posteriormente para la fusion de
membranas entre el espermatozoide y el ovocito (Barros y cols., 1967, Barrosy

Franklin, 1968).

D.1. Induccion de la reaccién acrosémica in vivo.

La induccién de la reaccién acrosomica por la zona pelicida del ovocito
fue propuesta originalmente en el espermatozoide de hamster (Franklin y cols.,
1970) y con posterioridad en el ratén (Bleil y Wassarman, 1983; Florman y
Wassarman, 1985). Se la ha relacionado con la interaccién de proteinas de la
membrana plasmatica de la region acrosémica del espermatozoide con una de las
glicoproteinas de la zona pelicida, ZP3 (Bleil y Wassarman, 1983; Florman y
Wassarman, 1985). En esta union participaria una proteina espermatica de 95
kDa, denominado ZRK (“zona receptor kinase”), que ha sido identificada como
el posible receptor espermatico en la interaccion con la zona pelacida (Leyton y

Saling, 1989). Esta proteina presenta actividad tirosina quinasa y su contenido en
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fosforilacién en tirosina aumenta después que el espermatozoide interacciona con
la zona pelicida (Leyton y cols., 1992). La participacion de esta proteina se ve
apoyada por el hecho de que inhibidores de tirosina quinasas interfieren con la
reaccion acrosémica e inhiben la fecundacién (Leyton y cols., 1992). Ademas,
esta proteina ha sido encontrada en membranas de espermatozoides humanos y

posee las mismas propiedades que su homéloga de ratén (Naz y Ahmad, 1991).

D.2. Participacién de proteinas reguladoras durante la reaccion
acresémica.

La presencia de proteinas reguladoras que unen GTP, o proteinas G, ha
sido demostrada en espermatozoides de distintas especies; los subtipos
preponderantes de proteina G son G y G, no encontrandose 1a presencia de Gg
(Kopf y cols., 1986). En el espermatozoide de ratén la proteina Gj esta
localizada en la membrana plasmética y en 1a membrana acrosomal externa (Kopf
y Gerton, 1991) y un potente inactivador de esta prot—éixia, la toxina de Bordetella
pertussis, es un potente inhibidor de la reaccién acrosomica inducida por la zona
pelicida (Endo y cols., 1987; 1988). Los cambios en el pH y niveles de Ca™
intracelular que preceden la reaccion acrosémica inducida por la zona pelicida,
también se ven bloqueados por la toxina pertussis, sugiriendo que la proteina G;
espermatica estaria involucrada en la regulacién de estos cambios ionicos (Kopf

y Gerton, 1991). Ademds, se ha demostrado que zonas pelicidas solubilizadas
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activan proteinas G; de membranas espermaticas de raton. Esta activacion es
especifica (Ward y cols., 1992; Wilde y cols., 1992) y selectiva para dos subtipos

de proteinas Gj, Gi1 y Gj2, pero o Gy3(Ward y cols., 1994).

La participacion de la proteina quinasa C (PK-C) en la reaccion
acrosémica inducida por la zona pelicida ha sido demostrado al usar activadores
especificos de esta proteina quinasa, como son los ésteres de forbol y el
diacilglicerol (Lee y cols., 1987). El calcio intracelular, activador de PK-C,
juega un papel muy importante en la induccion de la reaccién acrosomica por
parte de la zona pelicida. El aumento de los niveles de [Ca™];, detectado con
una sonda fluorescente para calcio fluo-3 (Minta y cols., 1989), es inhibido por
tres inhibidores distintos de la reaccion acrosémica inducida por la zona pelicida

(Storey, 1995).

D.3. Modelos del mecanismo molecular de la reaccién acrosomica.

Existen varias evidencias y modelos de los eventos moleculares que llevan
a un espermatozoide a suffir la reacci6n acrosémica. Dos modelos que tratan de
explicar el mecanismo molecular de 1a reaccién acrosémica seran descritos aqui.
El primero considera que un espermatozoide no capacitado e incapaz de suffir la

reaccién acrosémica presenta altas concentraciones de colesterol en su
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membrana, lo que la hace poco fluida. Ademas, presenta un factor
descapacitante que ancla a los receptores para 7P3 en la membrana. Cuando un
espermatozoide se ha capacitado su membrana se vuelve mas fluida, debido a la
pérdida de colesterol y la remocién de factores descapacitantes, lo que le permite
a los receptores para ZP3 moverse libremente por la membrana. Al unirse el
espermatozoide a la zona pelicida, ZP3 se uniria a sus receptores causando la
agregacién y activacién de éstos (Leyton y Saling, 1989). Los receptores
activados gatillarian una respuesta intracelular a través de proteinas tirosina

quinasas que llevan finalmente 2 la reaccidn acrosomica.

El segundo modelo involucra la participacion de proteinas G en donde el
receptor a ZP3 activado (ain no identificado) estimularia, a través de la proteina
G, a la fosfolipasa C en la membrana espermética. La fosfolipasa C hidroliza
fosfatidilinositol difosfato (PIPz) en diacilglicerol y fosfatidilinositol trifosfato
(IP3). Por un lado, IP; incrementaria las concentraciones de [Ca™];, liberandolo
desde depositos intracelulares. El aumento del [Ca™1j y el diacilglicerol
permitirian la activacion de la PK-C. Parte del IP; formado es convertido en IP4,
lo que regularia la apertura de canales de Ca™ dependientes de voltaje (Florman
y cols., 1992) y permitiria la entrada de grandes cantidades de calcio extracelular.
Por otro lado, la proteina G activada originalmente, también estimularia a la

fosfolipasa A2 la cual hidroliza fosfatidilcolina en lisofosfatidilcolina y 4cido
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araquidénico, ambos de caracteristicas fusogénicas (Flemming y Yanagimachi,

1981; 1984).

Sin embargo, ya que la reaccion acrosdmica es un evento que ocuire
rapidamente, es posible que los espermatozoides utilicen un sistema menos
complejo de transduccioén de sefiales que las células somaticas 0 que estos dos
modelos presentados podrian actuar en conjunto de manera de garantizar que la
reaccion acrosbmica ocurra en el lugar y el tiempo apropiado. En resumen, los
datos disponibles sugieren que durante la reaccién acrosomica existe la
participacion de un sistema de transduccién de sefiales que involucra: a) la
activacion de uno o mas tipos de receptores para una glicoproteina de la zona
pelicida, ZP3; b) la activacion de una proteina G;; ¢) 1a induccién de actividad
tirosina quinasa; d) el aumento en los niveles intracelulares de diacilglicerol; e)
el aumento en los niveles de calcio intracelular; y f) la fusion de las membranas

plasmaticay acrosomal externa.

D.4. El espermatozoide reaccionado pierde la capacidad de unién primaria
pero atn asi se mantiene unido a la zona pelucida.

El espermatozoide despues de suffir la reaccién acrosémica se desprende

del capuchén acrosémico (Franklin y cols., 1970) y eventualmente queda libre de

toda uni6n con la zona pelicida. Sin embargo, después de ocurrida la reaccion
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acrosémica el espermatozoide se mantiene unido a la zona pelicida mediante un
sistema de unién secundaria. En raton, ZP2 actia como la molécula de unién
secundaria a la zona pelicida (Bleil y cols., 1988). La naturaleza de su ligando
complementario en el espermatozoide es ain discutida, pero existen una serie de
evidencias que indican que el sistema proacrosina/acrosina estaria involucrado.
Primero, estas proteinas (pro-, o~y B-acrosina) presentan una gran afinidad por
las glicoproteinas de la zona pelicida (Jones y Brown, 1987; Jomes, 1991; Urch
y Patel, 1991). Segundo, inhibidores de serina proteasas bloquean la fecundacién
in vitro (Stambaugh y cols., 1969; Saling, 1981) e impiden la penetracion
espermitica a través de la zona pelacida (Fraser, 1982; Liu y Baker, 1993).
Tercero, anticuerpos monoclonales anti-acrosina bloquean la penetracion
espermatica de la zona pelicida (De loannes y cols., 1990). Estos anticuerpos,
permiten la union primaria del espermatozoide y la digestion inicial de la zona
pelacida (evidenciado por la presencia de capuchones acrosomicos y muescas
sobre la zona pelicida), mas no la penetracion.  Cuarto, el sistema
proacrosina/acrosina ha sido - inmunolocalizado en varios espermatozoides
reaccionados de mamifero (Capote y cols., 1991; Barros y cols., 1992; Valdivia

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

Acrosina (EC 3.4.21.10) es la principal proteasa presente en el acrosoma
de los espermatozoides de mamifero. Se encuentra cOmo zimégeno inactivo y
por autoactivacion se transforma en acrosina activa durante la reaccion
acrosomica (Baba y cols., 1989a). Es una serina proteasa con una especificidad
del tipo tripsina, sin embargo, cuando se la compara con el resto de las serino
proteasas, presenta caracteristicas estructurales diferentes, lo que podria estar

relacionado con su funci6n en la fecundaci6n (Hedrick y cols., 1988).

Se ha aislado el cDNA de proacrosina de varios mamiferos y de la
secuencia deducida de aminodcidos se ha elaborado un modelo general de su
estructura (Baba y cols., 1989a; 1989b; Adham y cols., 1989; Adham y cols.,
1990; Klemm y cols., 1991; Engel y cols., 1993). La molécula de proacrosina
presenta tres dominios principales: el dominio zimégeno, el catalitico y el
carboxilo terminal (Figura 1). El dominio zimogeno de proacrosina de cerdo esta
compuesto por el péptido sefial (16 aminoécidos) y por la cadena liviana (23
aminoacidos). Los dominios catalitico (263 aminoacidos) y carboxilo terminal
(113 aminoécidos) forman la cadena pesada de la molécula de proacrosina de

cerdo. El dominio catalitico contiene los aminoédcidos del sitio activo, His”’,
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Asp'**y Se 22 v el domino carboxilo terminal es particularmente rico en prolinas
(34%). Ademss, la molécula presenta dos sitios de posible N-glicosilacion, As’®
y Asn'??, y doce cisteinas responsables de su plegamiento. Dos puentes
disalfuro, formados por Cys10 y Cys6 de la cadena liviana y Cys136 y Cys143 dela
cadena pesada, son los responsables de mantener unidas ambas cadenas de la

molécula después de su activacion.

En resumen, proacrosina (55 kDa) esta presente en el acrosoma como una
glicoproteina de una sola cadena y que después de ocurrida la reaccion
acrosomica se autoactiva por un solo sitio de corte en el enlace peptidico entre
Arg®y Val®*. Esto resulta en la formacion de una glicoproteina de dos cadenas
polipeptidicas unidas por dos puentes disalfuro, llamada o-acrosina (55 kDa;
Engel y cols., 1993). Posteriormente, a-acrosina sufre 2 a 3 cortes en su extremo
carboxilo terminal generandose una proteina denominada B-acrosina (38 kDa)
(Topfer-Petersen y cols., 1990; Engel y cols., 1993). Se han sugerido dos
funciones para acrosina durante la fecundacién: participar en la unién secundaria
a la zona pelicida y facilitar enzimaticamente el paso del espermatozoide a

través de la zona pelicida.
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PS CL Dominio catalitico Extremo C-terminal

-16 1 23 H® p'* ¢ 286 399
Proacrosina (55 kDa)
a-Acrosina (55 kDa)

e R

B-Acrosina (38 kDa)

R e

Figura 1. Esquema que representa el modelo de la estructura proteica del
sistema proacrosina/acrosina. Este modelo esta basado en la secuencia deducida
de aminoécidos de la proteina de proacrosina, en donde se representa al péptido
sefial (PS), la cadena liviana (CL) y a la cadena pesada (formada por el dominio
catalitico y el extremo carboxilo terminal), los nimeros indicando los aminoacidos.
Ademas se indica en negrita a la triada catalitica, formada por los aminoacidos H'’,
D'y $”2. En la parte inferior, en celeste, se muestran las proteinas proacrosina
(55 kDa), a-acrosina (55 kDa) y B-acrosina (38 kDa), en donde la cadena liviana y
pesada permanecen unidas por los aminoacidos C® y C'° de la cadena liviana y C'®
y C" de la cadena pesada.




F. UNION SECUNDARIA A LA ZONA PELUCIDA
F.1. Participacién del sistema proacresina/acrosina.

Después de inducida la reaccion acrosémica, parte de proacrosina es
liberada desde el acrosoma uniéndose a la superficie de la zona pelicida
(Kopecny y Flechon, 1987; Tesarik y cols., 1988), otra parte permanece en el
capuchén acrosémico (Capote y cols., 1991; Barros y cols., 1992) y el resto
permanece en la matriz acrosomal remanente sobre membrana acrosémica interna
del espermatozoide (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 interna del acrosoma del espermatozoide mantendria unido al
espermatozoide reac;cionado sobre la zona pelicida. Una evidencia que apoya
este hecho, es que las tres forn'mas de acrosina (pro-, o~ y $-) tienen una fuerte
capacidad de unién a la zona pelicida (Jones, 1991; Urch y Patel, 1991). Por
otro lado, existen espermatozoides de mamifero, como es el caso del cobayo, que
se unen a la zona pelicida después de ocurrida la reaccién acrosomica (Huang y
Yanagimachi, 1985) y por lo tanto carecen de membrana plasmatica para realizar

la uni6n primaria. Ademés, Kuzan y colaboradores (1984) encontraron que
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espermatozoides perivitelinos de conejo eran capaces de fecundar ovocitos
frescos. Estos espermatozoides se unen a la zona pelicida a través de la matriz
acrosomal remanente sobre la membrana acrosomal interna. Por lo tanto, este
tipo de espermatozoides harian uso del sistema espermatico de uni6n secundaria
a la zona pelicida del ovocito que ha sido asociado al sistema
proacrosina/acrosina (Wassarman, 1992; Jones y Jansen, 1993; Valdivia y cols.,
1994, Valdivia, 1996). Existen evidencias inmunocitoquimicas que apoyan este
modelo, ya que se detecté la presencia del sistema proacrosina/acrosina en la
matriz acrosomal remanente sobre la membrana acrosémica interna de
espermatozoides 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 unién secundaria a la zena pelicida.

Se ha demostrado que la interaccién espermatozoide - zona peliicida
involucra interacciones entre carbohidratos y proteinas, ya que el uso de diversos
aziicares inhibe esta uniéon en diferentes grados. Se ha propuesto que este
proceso es esencialmente una interaccién entre carbohidratos de ZP2 y
proacrosina (Jones y cols., 1988). El mecanismo de unién involucra grupos

sulfatados en las glicoproteinas de la zonma pelicida con uma orientacion
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estereoquimica muy restringida (Jones, 1991). Fucoidano, un heteropolisacarido
de fucosa sulfatada, inhibe la unién espermatozoide - zona pelicida en diferentes
mamiferos, a una concentracién de 50 pg/ml (Miller y Ax, 1990). Por lo tanto,
fucosa sulfatada podria ser parte de la sefial de reconocimiento de la interaccion
de gametos en humano y en otros mamiferos (Sepiilveda y cols., 1993; Moreno y
cols., 1998). Estos resultados sugieren la presencia de un sitio de unién de
polisulfatos en el espermatozoide y la presencia de glicoproteinas ricas en fucosa
sulfatada en la zona peliicida. Topfer-Petersen (TOpfer-Petersen y Henschen,
1987; Topfer-Petersen y cols,, 1990) demostré que la proteina del
espermatozoide que se une a columnas de afinidad de fucoidano corresponde a
acrosina. Ademas, se ha propuesto que aminodcidos basicos en la superficie de
la molécula de B-acrosina de cerdo son los responsables de la union a ZPGPs
(Jones, 1991; Urch y Patel, 1991). La participacion de los aminoécidos bésicos
ha sido recientemente confirmada mediante modificaciones quimicas de grupos
especificos de aminoacidos bésicos de proacrosina de cerdo (Jansen y cols.,
1995). Al incubar proacrosina con fenilglioxal 10 mM o 2,3-butanodiona 100
mM (que modifica argininas), DEPC 5 mM (que modifica histidinas) o anhidrido
citracénico 9 mM (que modifica lisinas) se inactivd cuantitativamente la
capacidad de proacrosina de unirse a 151 7PGPs. Los experimentos de
proteccién, realizados por el mismo grupo, usando ZPGPs preunidas a

proacrosina y luego incubando este complejo con los agentes modificadores,
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confirmaron sus conclusiones, ya que no se logré desplazar la unién previa de las

ZPGPs.

Recientemente, y junto con la realizacién de esta tesis, se han publicado tres
trabajos que confirman la participacién de B-acrosina de cerdo en la unién a ZPGPs.
En el primero (Jansen y cols., 1995), mediante el uso de péptidos sintéticos y
proteinas recombinantes de B-acrosina de cerdo, se encontré que un ﬁagmento que
cubre los residuos 3 a 275, era capaz de unir a 1251.ZPGPs al igual que la proteina
nativa. Sin embargo, proteinas recombinantes de menor tamafio se unian en mucho
menor proporcion. En el segundo trabajo (Crosby y cols., 1998, que involucra parte
de los resultados de esta tesis), se confirmé mediante la expresién de proteinas
recombinantes que era necesaria la molécula completa de B-acrosina de cerdo para
obtener unién a ZPGPs equivalente a la proteina nativa, més atin se demostr6 que la
actividad catalitica de B-acrosina no forma parte de las condiciones necesarias para
mantener la unién a ZPGPs. El tercer trabajo demostré por mutacién sitio dirigida
que dos grupos de aminoé4cidos que comprenden His", Arg® y Arg’ junto con
Arg®™®, Lys™ y Arg® son cruciales para mantener la unién a las ZPGPs, ya que la
deleciéon o el reemplazo de estos aminodcidos bésicos reduce severamente su
afinidad (Jansen y cols., 1998). El modelaje molecular de proacrosina muestra que
estos residuos estan localizados en la superficie de la proteina y en dos asas

expuestas que se proyectan sobre el sitio catalitico.




Otro grupo de investigadores también localiz6 en acrosina de conejo el
supuesto sitio de unién a la zona peliicida, mediante la expresion de varias proteinas
recombinantes de B-acrosina (Richardson y O'Rand, 1996). Estos autores,
expresaron una proteina recombinante de B-acrosina de conejo conteniendo
solamente 48 aminoacidos, capaz de unir a ZPGPs con un 50,4 % del méximo de
uni6n (Richardson y O'Rand, 1996). Usando mutacién sitio dirigida, estos autores
identificaron tres argininas (Arg47’ 30¥ 31y como residuos criticos para la uni6n a la
zona pelicida. Ademas, por modelaje de la proteina de B-acrosina de conejo,
también se sugiere que estos residuos basicos se encuentran en la superficie de la
molécula en un asa muy cercana al sitio catalitico. Todos estos resultados apoyan la
hipétesis de que los sitios de union a polisulfatos en proacrosina estan formados por
un restringido niimero de aminoécidos basicos en la superficie de la proteina, con
una orientacién especifica que es complementaria a los grupos sulfato en las

glicoproteinas de la zona pelicida.

G. PENETRACION ESPERMATICA DE LA ZONA PELUCIDA

En mamiferos el mecanismo de penetracidn espermatica a través de la

zona pelcida atn no esta totalmente claro. Por el contrario, en los




espermatozoides de las aves y algunos marsupiales, las enzimas acrosomales
liberadas después de ocurrida la reaccion acrosémica abren un hoyo en la zona
pelicida por donde los espermatozoides nadan libremente (Okamura y
Nishiyama, 1978; Rodger y Bedford, 1982). En mamiferos parece ser mucho
més complicado y se han propuesto dos mecanismos de penetracion de la zona

pelacida: el mecanico y el enzimatico.

G.1. Hipétesis mecanica.

La hipdtesis mecéanica propone que el espermatozoide es capaz de penetrar
la zona peliicida simplemente mediante su fuerza mecénica y que las enzimas
acrosomales presentes no juegan ningiin papel en este proceso. La tnica funcion
de la reaccion acrosémica, requisito indispensable para la penetracion, es la de
exponer el perforatorium. Esta estructura es simplemente la membrana
acrosémica interna reforzada por el material subyacente rico en puentes
distlfuro. El aguzado y puntiagudo perforatorium abre la zona peliicida mientras
el espermatozoide bate su cola vigorosamente. La fuerza de la motilidad

espermatica es el imico requisito para la penetracion a través de la zona pelicida.
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G.2. Hipotesis enzimaitica.

Por el contrario, en la hip6tesis enziméitica cada paso en la interaccion de
los gametos es dependiente de la actividad enzimética y la motilidad espermatica
es de menor importancia. Se ha propuesto que acrosina es la responsable de este
proceso, ya que tiene propiedades Gnicas. Primero, acrosina hidroliza las
glicoproteinas de la zona pelicida de la misma manera que la tripsina, pero al
contrario de la tripsina no destruye la estructura macroscépica de la zona
peliicida (Dunbar y cols., 1985; Brown y Cheng, 1985; Dunbar y cols., 1991) ni
destruye los sitios de unién del espermatozoide a la zoma pelicida, por el
contrario, aumenta la habilidad de unién de los espermatozoides a la zona
peliicida (Jones y cols., 1988). Segundo, los inhibidores de serino
proteasas inhiben la fecundacién in vitro, sin inhibir 1a unién primaria de los
espermatozoides a la zona peliicida, ni la reaccion acrosémica, ni la proteolisis
inicial de la zona pelicida (De Ioannes y cols., 1990). Las huellas dejadas sobre
la superficie de la zona pelécida, vistas al microscopio electronico de barrido, son
evidencias adicionales que en presencia de inhibidores o anticuerpos anti-
acrosina, los espermatozoides fueron incapaces de penetrar la zona pelacida (De

Ioannes y cols., 1990).
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Por otro lado, se demostré que la autoconversion catalitica de proacrosina
en la forma enzimaticamente activa, o-acrosina es disminuida por altas
concentraciones de las glicoproteinas de la zona pelicida (Topfer-Petersen y
Cechova, 1990). Por lo tanto, si el espermatozoide reaccionado se encuentra
sobre o atravesando la zona pelicida, proacrosina presente en la matriz
acrosomal se convertiria progresiva y lentamente en ca-acrosina. Esta forma
enzimaticamente activa, a-acrosina, hidrolizaria la zona pelicida (Urch y cols.,
1985a; 1985b), abriendo camino para que el espermatozoide reaccionado pueda
penetrar la zona pelicida. La subsecuente activaciéon de a-acrosina en [-
acrosina, que afn es proteoliticamente activa, pero ahora carente del exiremo
carboxilo, liberaria a PB-acrosina de la matriz acrosomal y permitiria al
espermatozoide que estuvo unido a traves de pro- y a-acrosina se suelte y prosiga
avanzando a través del grosor de la zoma pelicida. Otras moléculas de
proacrosina desde la matriz acrosomal contindan los mismos ciclos, y la
penetracién prosigue poco a poco hasta que alcanzaria el espacio perivitelino.
Este es el principio del modelo Ilamado hipétesis de la unién - liberacién
(O'Rand y cols., 1986). En esta hipotesis, la motilidad espermatica es
considerada necesaria, pero el grado de motilidad no es importante. Mientras el
espermatozoide sea métil podria pasar a través de la zona pelicida con la ayuda

del sistema proacrosina/acrosina. Tomando todas estas evidencias, se sugiere
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fuertemente que acrosina participaria en la unién secundaria y en la protedlisis de

la zona peliicida, para permitir el paso del espermatozoide a través de ella.

G.3. Evidencias en contra de la participacién de acrosina en la penetracion
espermitica a través de Ia zona pelucida.

Evidencias contrarias a la participacién de acrosina en la penetracion
espermatica provienen de dos trabajos donde se generaron ratones transgénicos
produciendo una mutacion para el gen de proacrosina (Baba y cols., 1994;
Adham y cols., 1997). Los machos homocigotos para esta mutaciéon en
experimentos de cruza natural son totalmente fértiles. Sin embargo, en los
ensayos de fecundacion in vitro, la penetracion espermatica tom6 30 minutos mas
que los controles (Baba y cols., 1994). Estos autores, concluyeron que acrosina
no era esencial para la fecundacién. Sin embargo, en experimentos donde se
pusieron a competir espermatozoides provenientes de machos homocigotos para
la mutacién con espermatozoides de machos normales, todos los ovocitos
fecundados provenian de estos. Gltimos (Adham y cols., 1997). Esto permite
concluir que proacrosina en espermatozoides de raton no es indispensable para la
uni6n de los gametos y la penetracién del espermatozoide a través de la zona
peliicida, pero su presencia le confiere a los espermatozoides una ventaja
significativa en el proceso de la fecundacion. Estas evidencias por lo tanto, no

excluyen la participacion del sistema proacrosina/acrosina durante una




fecundacién normal. Uno esperaria que un fenémeno tan crucial para los
mamiferos, como es la fecundacién, deberia estar protegido con mecanismos

paralelos.

Por lo tanto, debido que afin no existe un mecanismo definido para la
unién del espermatozoide reaccionado a la zona peliicida durante el proceso de

fecundaci6n en mamiferos, resulta interesante estudiar la caracterizacion a nivel

molecular del sistema de union secundaria del espermatozoide a la zona pelucida.
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HIPOTESIS DE LA TESIS

La hipétesis de trabajo considera que en el proceso de fecundacién en

mamiferos, la acrosina participa en la unién secundaria del espermatozoide a la zona

pelacida.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis es estudiar la participacion de acrosina
recombinante de cerdo en la unidn secundaria a la zona pelicida y determinar las

regiones de esta proteina que son necesarias para esta funcion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Subclonar el ¢cDNA de B-acrosina de cerdo en el vector de expresion
procarionte y expresar en bacterias ésta proteina recombinante asi como una

proteina mutada y tres proteinas truncas derivados de este cDNA.

2. - Determinar la capacidad de unién in vitro de las proteinas recombinantes de

B—acrosina a las glicoproteinas de la zona pelicida y a la zona pelucida intacta.
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3. - Determinar si los proteinas recombinantes de B—acrosina tienen la capacidad de
competir con el espermatozoide fecundante, por la union secundaria a la zona

peliicida durante ensayos de fecundacion in vitro.

4. - Determinar la especie - especificidad de las proteinas recombinantes de cerdo
en la penetracion de espermatozoides humanos a través de zonas pelacidas

cadavéricas humanas.




MATERIALES Y METODOS

A. REACTIVOS

De Sigma Chemicals Co., se obtuvo Trombina, EDTA, DEPC, MOPS, BAEE,
Percol, Sigmacote, Triton X-100, Hoescht, BSA, HSA, MgCl,, NaCl, aceite
mineral, citrato y acetato de sodio.

De Amersham Int. se obtuvo la emulsién autoradiografica Hypercoat LM-1°,

De Fluka Biochemica, se obtuvo isopropanol, D-(+)-sacarosa.

De Merck, se obtuvo acido borico, NaOH, acetona, acido acético glacial,
etanol absoluto, cloruro de magnesio.

De Life Technologies, se obtuvo acrilamida, persulfato de amonio, agarosa,
urea, Tris, TEMED, proteinasa K, los medios de cultivo HTF y TCM 199%,
los kit para marcacién del DNA por el método del “Random Primer
Labelling System” ® y para el de secuenciacién de DNA “dsDNA Cycle
Sequencing System” ®,

De Pharmacia, se obtuvo la resina Glutathion Sepharose®.

De Pierce Chem. Co. Se obtuvo Iodogen ®.

De FMC BioProducts, se obtuvo agarosa SEAKEM GTG® (N° 50072),
SEAKEM ME® (N° 50012) y NUSIEVE GTG®.

De Promega. Inc., se obtuvo Tag DNA polimerasa, fosfatasa alcalina de ternera

(CIP®), T4 DNA Ligasa®, desoxinucletidos dATP, dGTP, dTTP, dCTP y

los kit para transcripcion reversa “AMV-RT”®, para la purificacion de




DNA “Wizard™ PCR Preps Purification Systems™ ® ¢ para Western blot
"ProtoBlot II AP system"®.

De Bio-Rad Laboratories, se obtuvo la bisacrilamida y el SDS.

De Schieicher & Schuell, se obtuvo la membrana Nytran de 0,45 p.

De Stratagene, se obtuvo el bromuro de etidio.

De New England Biolabs, se obtuvieron las endonucleasas de restriccion Hinf
I, Hin DIII, Bam HI, Nar 1, Alwn 1, los vectores Lambda y pBR322, T,
polinucledtido quinasa.

De Whatman Ltd., se obtuvo papel filtro niimero 3.

De DuPont, se obtuvo pelicula autorradiografica Reflection NEF-495™ de
203x254 cm. y 35,6x43,2 cm., Na['?I], [y’’PJATP con una actividad
especifica de 6000 Ci/mmol y [o**P]dATP de actividad especifica 3000

Ci/mmol.

De Polaroid, se obtuvo pelicula instantanea en blanco y negro tipo 667.

En el centro de sintesis y analisis de biomoléculas Oligopéptido del Dpto. de
Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, se
sintetizaron los oligonucleétidos usados como partidores para amplificar

por PCR y secuenciar.
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B. OLIGONUCLEOTIDOS

Se disefiaron doce partidores de acuerdo a la secuencia nucleotidica de cerdo
segin Adham 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 restriccion para la enzima Bam
HL Los partidores M1 y M2 fueron disefiados con una mutacion que genera un
cambio en el codon 222 del cDNA, reemplazando la serina del sitio catalitico por
una alanina. Esta mutacién se generara con el fin de eliminar la actividad proteasica
de acrosina. Los oligonucledtidos P8, P9, P10, P13 se crearon para ser utilizados
como partidores de secuenciacién. En la Tabla 2 se describe cada uno de los
partidores indicando su secuencia, Tm, tamafio y ubicacion, 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

fragmentos de DNA de proacrosina, los cuales se muestran en la Tabla 3.
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Tamaiio Ubicacion
Partidor P1: Tm=62°C
5' TAT GGATCC GCC AGA GAT AAC GCCACGTC3' 28mer -3alé
Partidor P2: Tm=62°C
5' AATT GGATCC TTA ACC AAT CTT GGA AGC AAT CCA 3' 34mer 816 a 796
Partidor P3: Tm=60°C
5" TAT GGATCC ATG CGT GTG GTT GGC GGC 3' 27mer 63a 81
Partidor P4: Tm = 62°C
5'TAT GGATCC AGA ACT GCC CGCCTCCTIGA3 28mer 1200 a 1181
Partidor P5: Tm = 60°C
5' AG ATT GGATCC AAT GCC TTG CAG 3' 23mer 810 a 833
Partidor P6: Tm=66°C
5' TATA GGATCC ATG CTG CCA ACT GCC GTT CTG 3' 31mer -48 a -28
Partidor P8: Tm = 60°C
5' CGC ACT GGG TGC TCA CTG 3' 18mer 185 a2 202
Partidor P9: Tm = 60°C
5' GGC TGC CTG CCCCAGTIT 3' 18mer 427 a 444
Partidor P10: Tm = 60°C
5' CCT GGA CCC TCC CAG CAA 3' 18mer 926 3 943
Partidor P13: Tm=70°C
5TAT GGA TCC TCA GCG GGA CCC AGGTTG CTG 3’ 30 mer 1024 2 1041
Partidor M1: Tm=60°C
5' GGG GAC GCC GGC GGG CCT 3' 18mer 627 a 675
Partidor M2: Tm=66°C
5" AGG CCC GCC GCT GTC CCC 3’ 18 mer 675 a 627

TABLA 2. Partidores utilizados en la amplificacién de los distintos fragmentos de
B-acrosina de cerdo. Se indica la secuencia, Tm, tamafio y ubicacién dentro del

c¢DNA de proacrosina.




Partidor Partidor Tamafio del Fragmento de DNA de:

en sentido | antisentido fragmento _
Pl P4 1203 pb Proacrosina
P1 P2 819 pb B-acrosina
P3 P2 754 pb Cadena pesada de B-acrosina
M2 P2 190 pb Extremo 3’ de B-acrosina con la

mutacién Ser/Ala”?

P1 M1 674 pb Extremo 5° de P-acrosina con la

mutacion Ser/Ala?>
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TABLA 3. Estrategia de uso de los distintos partidores para generar los fragmentos
de B-acrosina de cerdo. Se indica la pareja de partidores usados para generar un
determinado fragmento y su tamaiio en pares de bases.
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ATC
Ile

ACC
Thr

CCG
Pro

AGG
Arg

ACC
Thr

GCT
Ala

GTT
Val

ATC
Ile

CCT
Pro
ccc

Pro

ACG
Thr

CGC
Arg

ATG
Met

ARC
Asn

CAC
His

GTG
Val

ATT
Ile

CCT
Pro

AGA
Arg

TCA
Ser

TGG
Trp

CCA ACT GCC
Pro Thr Ala

Partidor P6-—————m=—=-=

GGC CCC TGC
Gly Pro Cys

AGT GCA GAA
Ser Ala Glu

CGG AGG TAC
Arg Arg Tyr

TGC TTC ARG
Cys Phe Lys

TGG GGA AGC
Trp Gly Ser

CAT GAA ARA
His Glu Lys

GTT CCA TGC
Val Pro Cys
GCG CCC CRG

Ala Pro Gln

CCT ACA CTG
Pro Thr Leu

TAC AAT GGG
Tyr Asn Gly

CCG
Pro

CAC
His

ARC
Asn

AAT
Asn

TAC
Tyr

GGG
Gly
ACA

Thr

CAG
Gln

CGA
Arg

GGC
Gly

ACG
Thr

Lys
AAG
Lys

GTT
Val

ccc
Pro
TGC
Cys

GAG
Glu

ATT
Ile

GCC
Ala

TGC
Cys

Lys
CCG
Pro

TCA
Ser

TTC
Phe

TGG
Trp

GCA
Ala

CGT
Arg

GTC
Val

TTC
Phe

TGG
Trp

GGG
Gly

Lys
GTG
Val

GGG
Gly

ATC
Ile
GTG

Val

CGT
Arg

TCA
Ser

CTG
Leu

AGG
Arg

cce
Pro

GGC
Gly

GTT
Val

RAAG
Lys

TTA
Leu

GGA
Gly
ACT

Thr

GTG
Val

ACT
Thr

GCA
Ala

CAG
Gln

TGG
Trp

ATC
Ile

ACT
Thr

CCA
Pro

GAG
Glu

CCA
Pro
GGC

Gly

GCC
Ala

AAT
Asn

GIG
Val

Lys

ATG
Met

TTG
Leu

GAC
Asp

CcCcC
Pro

ATA
Ile

GGC
Gly

TGG
Trp

CTC
Leu

GTG
Val

TCT
Ser

TTA
Leu

GTC
Val

CTG
Leu

TGG
Trp

CTG
Leu

AAT
Asn

TGC
Cys

GTG
Val

GAG
Glu

AGC
Ser

CAG
Gln

GAC
Asp

CTG
Leu

GCG GCC AGA GAT AAC GCC
Ala Ala Arg Asp Asn Ala
——————— Partidor P1-

TCA GGC ATG CGT GTIG GTT
Ser Gly Met Arg Val Val
—————— Partidor

CTC CAG ATC TTT ATG TAC
Leu Gln Ile Phe Met Tyr

TCG CAC TGG GTG CTC ACT
Ser His Trp Val Leu Thr
~~Partidor P8 —=————=--

CTG ATT TTC GGA GCA AARC
Leu Ile Phe Gly Ala Asn

CAG AGA TTT GTT GAG GAG
Gln Arg Phe Val Glu Glu

ATT GCT CTC ATA AAG ATC
Ile Ala Leu Ile Lys Ile

CCC CAG TTT AAG GCA GGC
Pro Gln Phe Lys Ala Gly

Partidor P9—————==—

GGC
Gly

ATC
Ile

TGC
Cys

TAC
Tyr

GAC
Asp

GCA
Ala

TTA AR3 GAG AAA GGC CCC
Leu Lys Glu Lys Gly Pro

CTC GAA TTA TGT ARC TCG
Leu Glu Leu Cys Asn Ser

GGG TAT CCT AGA GGC AAG
Gly Tyr Pro Arg Gly Lys

75
25

138

201
67

264

327
109

390
130

453
151
516
172

579
193

642
214

Figura 2. Ubicacién de los partidores en la secuencia del ¢cDNA de
proacrosina de cerde. Las lineas discontinuas representan los distintos
partidores. Los aminoécidos en cursiva definen al péptido sefial de la
preproenzima y los aminoéacidos en negrita indican a la triada catalitica del

sitio activo. Los nameros a la derecha de la secuencia indican las

posiciones de los nucledtidos y aminoacidos.
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ATT GAC BACC TGC CAG GGG GAC AGC GGC GGG CCT CTC ATG TGC AGA GAC AGA GCG GAA AAC ACC 705
Ile Asp Thr Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Met Cys Arg Asp Arg Ala Glu Asn Thr 235
—————— Partidor Mi ---—-
------ Partidor M2 ———=-
TTT GTG GTC GTG GGC ATC ACA AGC TGG GGG GTA GGC TGC GCC CGA GCT AAG CGC CCT GGA GIC 768
Phe Val Val Val Gly Ile Thr Ser Trp Gly Val Gly Cys Ala Arg Ala Lys Arg Pro Gly Val 256
TAC ACG TCT ACC TGG CCC TAT CTG ARAC TGG ATT GCT TCC ARG ATT GGT TCT ART GCC TTG CAG 831
Tyr Thr Ser Thr Trp Pro Tyr Leu Asn Trp Tle Ala Ser Lys Ile Gly Ser Asn Ala Leu Gln 277
———————— Partidor P2 —===-—-
---------- Partidor P5 =-——=—=—=--
ATG GTT CAA CTG GGC ACC CCT CCC CGT CCT TCT ACT CCA GCA CCC CCT GTC AGA CCC CCC TCT 894
Met Val Gln Leu Gly Thr Pro Pro Arg Pro Ser Thr Pro Ala Pro Pro Val Arg Pro Pro Ser 298
GTT CAG ACT CCT GTT CGC CCA CCT TGG TAC PTC CAA CGC CCT CCT GGA CCC TCC CAG CAA CCT 957
Val Gln Thr Pro Val Arg Pro Pro Trp Tyr Phe Gln Arg Pro Prc Gly Pro Ser Gln Gln Pro 319
——-—Partidor P10 —-=—===———-

GGG TCC CGC CCC CGC CCC CCA GCT CCC CCC CCT CCC CCG CCC CCC CCG CCC CCC CCA CCC CCA 1020
Gly Ser Arg Pro Arg Pro Pro Ala Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro 340
Partidor P13 —--

CCG CCT CCA CCA CCC CCA CCC CCA CCC CCA CAG CRA GTT TCC GCT AAA CCT CCC CAA GCA CTIT 1083
Por Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Gln Gln Val Ser Ala Lys Pro Pro Gln Ala Leu 361
TCC, TTT GCC AAG CGA CTG CAG CAG CTC ATA GAG GCC CTG AAG GGG ACG GCA TTC TCT AGT GGA 1146
Ser Phe Ala Lys Arg Leu Gln Gln Leu Ile Glu Ala Leu Lys Gly Thr Ala Phe Ser Ser Gly 382
AGG AGC TAT TAT GAA ACG GAG ACC ACA GAC CTC CAR GAA CTG CCC GCC TCC TGA 1200
Arg Ser Tyr Tyr Glu Thr Glu Thr Thr Asp Leu Gln Glu Leu Pro Ala Ser Stop 399

—————— Partidor P4 —-—-————

Figura 2. (continuacion).




C. EXTRACCION Y ANALISIS DE RNA TOTAL

C.1. Extraccién de RNA total. Se toma el testiculo de cerdo recién
sacrificado y con la ayuda de un bisturi se retira la tanica albuginea y la capa
externa del tefido. Se cortan trozos de tejido de aproximadamente 1 mm’, se
depositan en tubos de 1,5 ml y se congelan directamente en Nitrogeno liquido.

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

Se aisl6 el RNA total segim Chomczynski & Sacchi (1987) que consiste en lo
siguiente. Se colocan 100 mg de tejido de testiculo congelado en 1 ml de Solucion
D (tiocianato de guanidinio 4 M, sarcosyl 0,5 %, B-mercaptoetanol 100 mM,
citrato de sodio 25 mM, pH 7.0 en agua DEPC) en una placa de Petri y con la
ayuda de dos bisturies se troza fino. Se homogeniza el tejido en un homogenizador
Potter y se alicuotan 500 pl en tubos de 1,5 ml a los cuales se agrega
secuencialmente mezclando por inversién: 50 pl de acetato de sodio 2 M, 500 |
de fenol saturado en agua DEPC y 100 pl 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 min a 4°C y la fase acuosa superior se transfiere a un tubo
limpio. Se agrega 0,5 ml 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 ml de Solucién D. Se agrega 0,3 ml de isopropanol e incuba por 45 min a -
20°C. Se centrifuga a 10.000 xg por 15 min, se lava el precipitado con etanol 75%
(frio), se seca y resuspende en 20 a 50 ul de agna DEPC. El RNA se almacena a -

80°C.

C.2. Anilisis por electroforesis del RNA. El RNA extraido del testiculo
se analiza por electroforesis en gel de agarosa. Para ello, se prepara un gel de
agarosa 0,8% que contiene formaldehido al 17,5% en tampoén MOPS (MOPS 200
mM, acetato de sodio 50 mM, EDTA 10 mM, pHS8,0). La electroforesis se realiza a
un voltaje constante de 25 V por 16 horas 0 50 V por 3 horas. El RNA se visualiza

en un transiluminador UV.

C.3. Analisis por Northern. Se realiza una electroforesis con 10 pg de
RNA total en un gel de formaldehido agarosa al 0,8%. Una vez realizada la
electroforesis el RNA se transfiere a una membrana de nylon utilizando el tampén
SSC 10X (NaCl 0,2 M, citrato- de sodio 0,2 M, pH 7,0) toda la noche. Una vez
transferida 1a muestra, la membrana se lava en tampon SSC 2X (NaCl 30 mM,
citrato de sodio 30 mM, pH 7,0) y luego se fija el RNA a la membrana colocandola
en un horno a 80°C por 2 horas. La membrana se prehibrida por 15 min a 65°Cy
luego se hibrida por 24 horas a 65°C con la sonda marcada radiactivamente en un

tampén de hibridacion (NaFHpPO4 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 tampén SSC 2X con SDS
0,1 % a temperatura ambiente y luego por 30 min en tampén SSC 0,1X con SDS 0,1
9% a 55°C. La membrana se envuelve en un papel plastico y se expone a una placa

autoradiografica (ReﬂectionTM NEF-496).

C.4. Marcacién de la sonda por el método 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 enfria rapidamente en hielo.
Se agrega 6 U de la enzima Klenow, 50 uCi de [a-32P]dATP y una mezcla de
dCTP 20 pM, dGTP 20 pM, dTTP 20 pM. Se incuba a 25°C por 1 hora. Se
precipita la sonda agregando acetato de sodio 0,3M y 3 volimenes de etanol al
100% e incubando a -80°C por 30 min. El DNA se centrifuga en una
microcentrifuga a 14.000 xg por 15 min y el precipitado se resuspende en 50 pl de
tampon TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0). Finalmente se determina la
actividad especifica de una alicuota de la sonda marcada en un contador de

centelleo liquido.

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

continuacién el protocolo basado en el método modificado para AMV-RT. Se
desnatura 1 pg 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 una mezcla de dNTPs 2 pM en el tampdn AMV (MgClh 1,5 mM,
KCl 50 mM, Tris-HC1 10 mM, pH 8,3) en un volumen final de 20 pl. Se incuba a
50° C por 1 hora. Luego se adiciona la "Mezcla de PCR" que consiste en: 0,5 U de
Taq DNA Polimerasa®, 20 pmoles del partidor P1, una mezcla de ANTPs 1 pM en
el tampon de PCR (MgClp 1,5 mM, KC1 50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,3). Le
reaccion de PCR se realiza con la siguiente programacién: 95° C por 3 min, 30
ciclos de 95°C por 1 min, 52° C por 1 min 'y 72° C por 1 min, y una extension final

de 72° C por 10 min.
D. PRODUCCION DE LOS FRAGMENTOS DE ¢cDNA DE B-ACROSINA.

Para la obtencién de los distintos fragmentos de cDNA que cubren
parcialmente la secuencia de proacrosina se realizan reacciones de PCR utilizando
los partidores previamente descritos. El fragmento de cDNA correspondiente a la
cadena pesada de B-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 B-acrosina, de un tamafio esperado de 192 pb.

D.1. Reaccién de amplificacién por el método de PCR. Las reacciones de

e bt v A S A A T e o awenr s o o v ey cm——— O

amplificacién se realizan en un volumen final de 50 pl. La mezcla de reaccion

contiene: 100 pg de cDNA, 25 pmoles de cada partidor, 2,5 U de Taq Polimerasa®,
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la mezcla de los 4 ANTPs (a una concentracién final de 200 pM cada uno) y tampon
de PCR (MgCly 1,5 mM, KC1 50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,3). La reaccion se
realiza con la siguiente programacién: 95°C por 5 min, 30 ciclos de 95°C por 1
min, 55°C por 1 min y 72°C por 1 min y finalmente 72° C por 10 min. Los
productos de la reaccion se resuelven en un gel de agarosa al 0.8% y se visualizan

en un transiluminador UV.

D.2. Produccién del fragmento de cDNA de f-acrosina mutante. La
mutacién sitio dirigida se realiza por el método de "sobreposicion” ("overlap
method", Ho y cols., 1989) de manera de obtener el cDNA de B-acrosina mutado y
asi producir una proteina mutante en el sitio catalitico, sustituyendo la Ser*?? por
Ala. Para ello, se realizan dos reacciones separadas de amplificacion por PCR
usando los partidores PI y M1 para obtener el extremo 5" (678 pb) y M2 y P2 para
obtener el extremo 3° (159 pb) de B-acrosina. Los partidores M1y M2 se aparean a
la misma secuencia de DNA pero fueron disefiados en direcciones opuestas y
llevando 1a mutacién nucleotidica deseada. Los dos productos de PCR se purifican y
se usan como molde en una tercera reaccién de PCR, usando los partidores P1y P2,
de manera de obtener la secuencia de DNA de B-acrosina mutada. Para esto se
agrega 1 ng de cada DNA, , 25 pmoles de cada partidor, 2,5 U de Taq Polimerasa®,
1a mezcla de los 4 ANTPs (a una concentracién final de 200 uM cada uno) y tampon

de PCR (MgCly 1,5 mM, KC1 50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,3). La reaccion se
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realiza con la siguiente programacion: 95°C por 5 min, 30 ciclos de 95°C por 1
min, 55°C por 1 min y 72°C por 1 min y finalmente 72° C por 10 min. El producto

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

del DNA de B-acrosina mutada.

E. ANALISIS DE LOS FRAGMENTOS DE ¢cDNA DE B-ACROSINA.

E.l. Electroforesis en geles de agarosa. Se utiliza agarosa de grado
electroforético distinto: SEAKEM GTG® para geles de purificacién, SEAKEM
ME® para geles de resolucion o SEAKEM ME + NUSIEVE GTG® para fragmentos
de DNA menores de 300 pares de bases. Para realizar geles de purificacion se
preparan usando tampén TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 2 mM) y para realizar
geles de resolucién con tampén TBE (Tris 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA 2
mM, pH 8,0). Se separan los fragmentos de DNA por electroforesis en un gel de
agarosa al 0,8% en tampon TAE o TBE segim el caso, suplementado con 0,5 pg/ml
de bromuro de etidio. Se utilizan como estandares de peso molecular el DNA del
plasmidio pBR322 digerido con la enzima Hinf1, para fragmentos menores a 2 kb o
el DNA del bacteriofago A digerido con la enzima Hin DIHI para fragmentos de
mayor peso (Tabla 4). La electroforesis se realiza a un voltaje constante de 80 V
durante 1 hora. El DNA es visualizado en un transiluminador UV (312 nm) y

fotografiado.
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E.2. Purificacién de fragmentos de ¢cDNA. Los productos de PCR se
purifican mediante el método de las columnas “Wizard PCR Preps DNA
purification system”®. Para esto, se agrega 1 ml de resina "Wizard" a los
fragmentos de DNA en solucién o al trozo de agarosa conteniendo la banda del
fragmento de DNA separado electroforéticamente, — se mezcla e incuba a
temperatura ambiente por 5 min. Con la ayuda de una jeringa de 3 ml se aplicaala
columna "Wizard" todo el volumen (DNA + resina) y se lava con 2 ml de
isopropanol al 80 %. La columna 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 pl de tampén TE PCR (Tris-HC1 10 mM pH 7,4; EDTA 0,1 mM pH 8,0). Se

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

el DNA purificado.
/ Hin DIII pBR322 / Hinf
0,5 g 0,5 pg

pb ng pb Ng
23,130 240 1,632 185
9,416 100 517/506 130
6,682 70 396 45
4,369 45 344 39
2,322 20 298 34
2,027 20 221/220 50
546 5 154 17

Tabla 4: Estandares de peso molecular.
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E3. Secuenciacién de DNA. La técnica de secuenciacion se basa en el
método de "dsDNA Cycle Sequencing System® (LIFE TECHNOLOGIES), una
modificacién del método de Sanger que permite secuenciar directamente fragmentos
de DNA de doble hebra, sin la necesidad de realizar el subclonamiento en un vector.

Este método consta de las siguientes etapas:

E.3.a. Purificacién de fragmentos de DNA a ser secuenciados.  Los
fragmento de DNA a ser secuenciados se purifican utilizando el kit "Wizard"®

(Promega Co.) como se describe anteriormente.

E.3.b. Marcacién del partidor. El partidor se marca en su exiremo 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 polinucleétido quinasa y 2 pmoles [y-
32p]JATP en un tampén que contiene (MgCly 10 mM, KC1 20 mM, Tris-HC] 60
mM, pH 7,8) en un volumen final de 5 pl.  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 reaccién: A un tubo de 0,5 ml se adiciona 50 a 100 ng

del fragmento de cDNA que queremos analizar, 1 pmol de partidor marcado, 1,25 U




de la enzima Tag DNA polimerasa® (LIFE TECHNOLOGIES) en el tampén de
secuenciacién (MgCly 5 mM, KCl1 30 mM, W-1 0,5%, Tris-HC1 30 mM, pH 9,0) y

alcanzando un volumen final de 36 pl. Se mezcla y conserva en hielo.

E3.d. Reaccién de secuenciacién. La mezcla de reaccién se distribuye
equitativamente en cuatro tubos rotulados con las letras A, T, G y C, a los que
previamente se les agrega 2 il de la mezcla de terminacién correspondiente a cada
base (ANTPs 100 uM cada uno méas ddATP 2 mM o ddCTP 1mM o ddGTP 0.2 mM
0 ddTTP 2 mM). Se mezcla, se cubre con una gota de aceite mineral y se mantiene
en hielo. Finalmente los tubos se colocan en el termociclador 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.

E3.e. Terminacién. Una vez terminado el programa, los tubos se colocan
en hielo y se les agrega 5 pul de la solucion de detencion (95% formamida, 0,1%
azul de bromofenol, 0,1% cyanol xileno, EDTA 10 mM, pH 8,0). Se mezcla y se
almacenan a —20°C. El producto de la secuenciacién se resuelve en un gel de alta
resolucién en condiciones desnaturantes (poliacrilamida 6 %, urea 8M) y luego se

visualiza con una autoradiografia.
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EJ3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida de alta resolucién en
condiciones desnaturantes. Para resolver las reacciones de secuenciacién de DNA
se realizan geles de poliacrilamida 6 % (acrilamida:bis-acrilamida, 19:1), urea 8M
en tampon TBE (Tris 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0). El gel
se precalienta 30 min a 1800 V para obtener una temperatura de 50°C uniforme en
todo el gel. Las muestras se desnaturan por 5 min a 95°C y se carga 4 ul 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 una

pelicula autoradiografica (Reflection NEF-495°%).

F. PREPARACION DEL DNA PLASMIDIAL Y SUCBLONACION.

F.1. Digestion y desfosforilacion. Todos los fragmentos de DNA de
B-acrosina se purifican y se subclonan en el vector de expresién pGEX2T (Figura 3)
en marco de lectura con el gen de la glutation S-transferasa. Para ello, se digiere
cada producto de PCR y el véctor pGEX2T con la enzima Bam HI en las
condiciones recomendadas por el proveedor. La desfosforilacion del extremo 5° del
vector se realiza incubando 10 pg del vector pGEX2T en presencia de 10 U de
fosfatasa alcalina de ternera (CIP®) en tampén CIP (MgCly 1 mM, ZnCl, 0,1 mM,
espermidina 1 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 9,3) por 20 min a 37° C. La reaccion se

detiene incubando a 65° C por 15 min. Finalmente se realiza una extraccién con
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fenol:cloroformo y se precipita el DNA agregando 0,3 voliimenes de acetato de
sodio 3 M y 3 volamenes de etanol al 100%. La mezcla se incuba a —20°C por 2
horas, se centrifuga a 12.000 xg por 10 min y el sedimento se lava con etanol al
70%. Finalmente el DNA se resuspende en agua estéril a una concentracion final de

0,1 a 1 mg/ml

F.2. Ligacién de fragmentos de DNA al vector pGEX2T. Los fragmentos
del gen de B-acrosina obtenidos se purifican utilizando el kit "Wizard" descrito
anteriormente. Para la realizar la reaccién de ligacion, 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 tampén L (MgCly 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1 mM, Tris-HCl
30 mM, pH7,8) por aproximadamente 18 horas a 15° C. Luego de la incubacion la

mezcla de ligacion se usa directamente para transformar las bacteria competentes.

F.3. Preparacién de bacterias competentes.

F.3.2. Método del CaCl;: Se toma una alicuota 50 pl de bacterias DH5a
(almacenadas a -20°C en LB-glicerol 50%; genotipo: supE44, AlacU169
(¢placZAM15) hsdR17 recAl endA1l gyrA96 thi-1 relAl) y se cultivan en 3ml de
medio LB (Bacto-triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 0,171 M) a 37° C
durante 16 horas con agitacion vigorosa. Se toman 0,5 ml de este cultivo, se

agregan 12,5 ml de LB y se incuba aproximadamente por 3 horas, hasta obtener una

o
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densidad optica de 0,35 — 0,4 a 600 nm. Las células se centrifugan a 500 xg por 2
min y el sedimento se resuspende suavemente en 6,5 ml de un medio hiposmético,
Tris-CaCly (Tris-HCl 10 mM, CaCl, 50 mM). Se deja reposar por 1 a 2 horas en
hiclo. Las bacterias se sedimentan por centrifugacion a 500 xg por 2 miny el
sedimento se resuspende en 1,25 ml de Tris-CaCl,. Asi, las bacterias competentes

pueden ser guardadas por 24 horas a 4° C.

F.3.b. Método de Hanahan: Se siguen los primeros pasos del protocolo
anterior hasta obtener un cultivo de una D.O. de 0,35 — 0,4 a 600 nm. El cultivo se
centrifuga a 500 xg por 5 min y las bacterias se resuspenden en 4 ml de medio TFB
(K-MES 10 mM pH 6,3, RbCl3 100 mM, MnCly-4H20 45 mM, CaCly-2H70 10
mM, CoCl3 3 mM). Se incuba en hielo por 15 min. Las bacterias se sedimentan
por centrifugacion a 500 xg por 2 min y el sedimento se resuspende en 1 ml de

medio TFB. Se agrega 35 pl de la solucién DD (DTT 15,3 % en DMSO) gota a

gota y se incuba 10 min en hielo. Se agregan 35 pl de la solucién DD y se incuba

en hielo por 20 min. En este momento las bacterias pueden ser transformadas.
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Trombina

r ¥ l

CTG GTT CCG CGT GGA,TCC CCG GGA ATT CAT

Figura 3. Esquema del vector de expresion pGEX2T. Se indica el origen de
replicacién del plasmidio pBR322 y los genes para la proteina que confiere
resistencia a ampicilina (Amp"), la proteina que permite la induccion de la expresion
por IPTG (lac 1%y la proteina glutation S-transferasa (GT), la cual formara parte de
la quimera con la proteina que se exprese de los fragmentos subclonados. Ademas,
se muestra en la parte superior del esquema la secuencia de nucledtidos de la caja de
clonaje, indicandose la secuencia de reconocimiento de la enzima Bam HI y los
codones que permitiran el reconocimiento de la trombina.
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F.4. Transformacion de bacterias competentes. Alicuotas de 0,2 ml de
bacterias competentes se incuban con 20 ul de la mezcla de ligacion por 1 hora en
hielo. Se realiza un "shock" térmico durante 90 segundos a 42° C y luego se
colocan en hielo por 5 min. Se agrega 0,8 ml de medio LB y las bacterias se dejan
recuperar durante 1 hora en un bafio a 37° C sin agitacion. La suspencion
bacteriana se centrifuga por 30 segundos en una picofuga y el sedimento se

resuspende en 0,2 ml de medio LB.

F.5. Seleccién de bacterias transformadas. Se siembra una fraccion de la
preparacién de bacterias transformadas (50 ul o 200 ul) en placas de Petri con LB-
agar 1% sélido, autoclavado y suplementado con ampicilina 100 pug/ml.  Se deja 12
horas incubando en estufa a 37° C. Se pican al azar algunas de las colonias
crecidas, se adicionan 3 ml de LB-ampicilina 100 pg/ml y se incuban de 3 a 6 horas.

Se realiza una minipreperacién de plasmidio para confirmar la presencia del inserto.

F.6. Minipreparacion de DNA plasmidial. Las bacterias se centrifugan a
500 xg por 2 min y el sedimento se resuspende en 0,3 ml de tamp6n P1 (0,1 pg/mi
de RNAsa, Tris-HC1 50mM, pH 7,5). Se agrega 0,3 ml de tampo6n P2 (NaCl 200
mM, SDS 1%) y se incuba 5 min. Se agrega 0,3 ml de tampon P3 (acetato de
potasio 3 M, pH 5.5) fiio y se incuba 10 min en hielo. Se centrifuga a 10.000 xg

por 15 min a 4° C, se remueve el sobrenadante que contiene el DNA plasmidial. Se




precipita el DNA agregando 0,7 volimenes de isopropanol puro. Se centrifuga a
10,000 r.p.m. por 30 min a 4° C y el sedimento se lava con 1 ml de etanol frio al 70
%. Se deja secar al aire por 15 min y se resuspende en 10 a 30 ul de agua o tampon

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

F.7. Determinacion de la presencia y orientacién del inserte. La
presencia del inserto en el plasmidio purificado se determiné digiriendo el vector
con Bam HI, que corresponde al sitio de restriccion donde fue subclonado el cDNA.
Para determinar la orientacién del inserto se pueden realizar dos tipos diferentes de
ensayos. Uno de ellos consiste en la digestién del plasmidio purificado con una
enzima de restriccién que corte solo una vez en el plasmidio y solo una vez en el
inserto, de tal forma que al realizar una electroforesis de los productos de la
digestién en un gel de agarosa 1% se observan dos bandas, que dependiendo de la
orientaci6n del inserto son de distintos tamafios. En este caso se usa la enzima Nar
I, que corta el vector en la posicion 4286 y el inserto de B-acrosina en la posicion
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 estd sentido inverso, las bandas

que se observan son 3505 pby 2269 pb.

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

del vector utilizando un partidor sentido (5° GGCGACCATCCTCCAAAA 3°) que




corresponde a la posicién 894 a 911 del plasmidio y el partidor II antisentido del
inserto complementario al cDNA de B-acrosina (ver Tabla 2). Esto permite solo la
amplificacién de aquellos insertos que se encuentren en sentido correcto. La
reaccion de amplificacion se lleva a cabo segin el siguiente programa: a) 5 minutos
a 95°C; b) 30 ciclos de 1 minuto a 95°C; 1 minuto a 60°C; 1 minuto a 72°C; y ¢) 10
minutos a 72°C. Por dltimo, y con el fin de determinar posibles errores de la Taq
DNA polimerasa, se confirma la secuencia correcta del inserto por secuenciacion de

DNA.

G. EXPRESION Y PURIFICACION DE LAS PROTEINAS
RECOMBINANTES DE B-ACROSINA

G.l. Expresiéon de las proteinas recombinantes.  Las bacterias
transformadas se incuban en medio LB suplementado con 100 pg/ml ampicilina por
tres horas o hasta que alcance una D.O. de 0.5- 0.6 a 600 nm. Se agrega IPTG 1
mM v se cultiva por 2 horas a 37°C y agitacion. Se centrifuga el cultivo a 4.000 xg
por 5 min y se resuspende el sedimento en 50 volimenes de tamp6n TT100 (Tritén
X-100 1%, PMSF 0,0025%, Tris-HCI 50 mM, pH 8,0). La suspencion 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 fraccion se analiza por electroforesis

en gel de poliacrilamida al 12 % en presencia de SDS.
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G2. [Electroforesis de las proteinas recombinantes en geles de
poliacrilamida. El analisis electroforético de las proteinas recombinantes de [3-
acrosina se realiza en geles de poliacrilamida al 12% en presencia de SDS de
acuerdo al método de Laemmli (1970). Las proteinas expresadas son tratadas con el
tamp6n que contiene: Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8, SDS al 1%, glicerol al 10%, 2-
mercaptoetanol al 5% 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 cilculo de los pesos moleculares se usan como estandares las siguientes
proteinas: fosforilasa B (P.M.= 97.000), alblimina sérica de bovino (P.M.= 66.200),
glutamato deshidrogenasa (P.M.= 55.000), ovoalbiimina (P.M.= 42.700), aldolasa
(P.M.= 40.000), anhidrasa carbonica (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
una solucién que contiene: 4cido acético al 10%, metanol al 50% y azul de
Coomasie al 0,1% durante 1 hora. Los geles son destefiidos en una solucion de

acido acético al 10% y secados.

G.3. Purificacién de la proteina recombinante. Se descongela en hielo el
sobrenadante del extracto bacteriano que contiene la proteina recombinante

sobrexpresada y se lleva a pH 8,0. El sobrenadante se somete a una cromatografia

en una columna de 2 ml de Glutathion Sepharose®. Se cargan 100 ug de la proteina

total, se lava con 30 ml de tampén TT100 y se eluye con 20 ml de tamp6n Tris-

;
|
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glutatién (glutatién 25 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 8,0) colectando fracciones de
1ml. Cada fraccién se analiza electroforéticamente en un gel de poliacrilamida al

12 %.

G.4. Separacién de la proteina quimérica por digestién con trombina. A
cada fraccién eluida de la columna de Glutathion Sepharose® y que contiene la
proteina recombinante, se le agrega 5 U de trombina en tampon TNC (Tris-HCl 50
mM, pH 7,5, NaCl 150 mM y CaClp 2,5 mM) y se incuba a 37°C por 2,5 horas.
Luego, se dializa contra Tris-HC1 50 mM, pH 8,0 y se purifica nuevamente a través
de una columna de glutatién-sefarosa. Las proteinas recombinantes asi purificadas
fueron usadas en todos los ensayos posteriores de actividad enzimatica, union a las

ZPGPs y zonas peliicidas intactas y competencia de la fecundacion in vitro.

H. PURIFICACION DE PROACROSINA Y DE ZONAS PELUCIDAS DE
CERDO
H.1. Purificacién de proacrosina de espermatozoides de cerde. Con el
fin de utilizar a la proacrosina obtenida de espermatozoides de cerdo como control
en los ensayos de actividad enzimatica y en los ensayos de union y competencia a
las glicoproteinas de la zona peliicida y a zonas pelicidas i folo, la proacrosina se
extrajo desde espermatozoides de verraco segun lo descrito por Polakoski & Parrish

(1977). Para esto, se toman 2 ml de un concentrado de espermatozoides




epididimarios de cerdo, se colocan sobre 10 ml de la solucién SBA (sacarosa 1 M,
benzamidina 50 mM vy azida de sodio 0,02 %) y se centrifuga por 30 min a 600 xg
a temperatura ambiente. El sedimento de espermatozoides se resuspende en HCI 1
mM, glicerol 10 %, benzamidina 50 mM y azida de sodio 0,02 % a pH 2,8 y se
incuba toda la noche a 4° C. La mue;tra se centrifuga a 10000 xg por 30 min’'a 4°
C. El sobrenadante se dializa conira HCl 1 mM y se almacena a -40°C. Este
extracto acido analizados electroforéticamente presenta varias bandas proteicas,
encontrandose el sistema proacrosina/acrosina enriquecido en aproximadamente un
90 %. Por otro lado, se ha determinado que este tipo de extracto acido espermatico
presenta la misma capacidad de unién especifica a las ZPGPs que la proteina nativa

proacrosina purificada (Jones, 1991).

H.2. Purificacién de las glicoproteinas de la zoma pelicida. Para
determinar la capacidad de unién de las formas recombinantes de B-acrosina a la
7ZPGPs se obtienen zonas pelticidas 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 pelicidas se aislan a través de mallas plasticas de
distintos tamafios de poro como lo describe Hedrick y Wardrip (1986). Las zonas
pelticidas se purifican por una gradiente de Percol (SIGMA) y se solubilizan a 70° C

por 30 min (Jones, 1991). Finalmente, las ZPGPs se almacenan a —40°C.
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L ENSAYOS DE ACTIVIDAD PROTEASICA, INMUNOREACTIVIDAD

Y CAPACIDAD DE UNION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

DE 3-ACROSINA

L1. Actividad proteolitica. La actividad esterasica de las proteinas
recombinantes y de la proacrosina de espermatozoides de cerdo se determina
espectrofotométricamente siguiendo la hidrélisis del N-benzoil-L-arginina-etil-ester
(BAEE) a 253 nm (Sillerico y cols., 1996). Para esto, el ensayo se realiza en un
volumen final de 0,5 ml conteniendo al sustrato BAEE 0,5 mM en Tris-HC1 50
mM, pH 8,0 y CaClp 50 mM a 25° C. La absorcion molar del BAEE es 1150 M
cm’! (Whitaker & Bender, 1965). Una mU de actividad se define como la cantidad

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

1.2. Inmunodeteccién de las proteinas recombinantes de B-acrosina. Las
proteinas recombinantes purificadas o los extractos crudos bacterianos se separan
electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 12% y se electrotransfieren a
membranas de nitrocelulosa (0.45 pm) segin el método descrito por Towbin y cols.
(1979). Las membranas se incuban con una solucion de PBS suplementada con
BSA 1%, se lavan en PBS tres veces por 10 min cada vez y se incuban por una hora
con el anticuerpo policlonal anti-acrosina de cerdo a-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, la inmunoreactividad se

visualiza con el kit comercial "ProtoBlot Il AP system"®
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L3. Unién de proteinas recombinantes a 1257 ZPGPs y ensayo de
competencia. La cuantificacion de la union especifica de las proteinas
recombinantes de B-acrosina a las 1251.7PGPs se realiza usando un ensayo de dot
blot modificado (Jones, 1991). Para esto, concentraciones crecientes de las
proteinas recombinantes se inmovilizan dejandolas secar sobre circulos de
membrana de nitrocelulosa (0,4 cm® de didmetro), se incuban por 3 horas a
temperatura ambiente con una solucién estéril de PBS suplementada con BSA 5 %.
Luego, se lavan 3 veces en PBS por 10 min cada vez. En los ensayos de
competencia, una cantidad constante (10 pmoles) de la proteina recombinante
inmovilizada y blogueada se incuba por una hora con concentraciones crecientes de
competidor (ZPGPs no marcadas, fucoidano, dextran sulfato 500 K y 5K).
Aproximadamente, 10 pg de ZPGPs se yodan con Na['*1] y Todogen ® segin lo
descrito por Jansen y cols. (1995). Las proteinas recombinantes inmovilizadas se
incuban por una hora con 100.000 cpm de la sonda radioactiva (‘**’I-ZPGPs; 4, 1x10°
cpm/pg) en 100 ul de PBS estéril. Se lavan tres veces en PBS y la radioactividad

unida se detecta en un contador gama (LKB Wallac 1261 Multigamma Counter).

La uni6n no especifica se define como la cantidad de sonda remanente en los
circulos de nitrocelulosa en ausencia de la proteina blanco. La unién especifica se

define como la cantidad de sonda unida menos la union inespecifica. La union
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méxima se define 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
grafican como la cantidad de unién especifica (cpm) a niveles saturantes de la
sonda, o como el porcentaje de unién méxima. Todos los experimentos se realizan

en duplicado y al menos tres veces.

L4. Unién de B-acrosina recombinante yodada a zonas pelicidas in toto y
ensayo de competencia. Aproximadamente, 10 ng de las proteinas recombinantes
se yodan con Na['?’I] y Iodogen ® segfm lo descrito por Jansen y cols. (1995). La
cuantificacién de la unién especifica de B-acrosina recombinante yodada a las zonas
pelicidas in toto se realiza incubando concentraciones crecientes de la proteina
recombinante yodada con 100 zonas pelicidas colectadas por el método de Hedrick
y Wardrip (1986). El ensayo se realiza en tubos pretratados, por 3 horas a
temperatura ambiente, con una solucion estéril de PBS suplementada con BSA 5 %.
En los ensayos de competencia, 100 zonas peliicidas se incuban por una hora con
proacrosina no marcada 10 pg/ml o fucoidano100 pM. Las muestras se incuban por
una hora con concentraciones crecientes de la proteina recombinante de B-acrosina
yodada (35,8 x 10° cpm/pg) en 100 pl de PBS estéril, se lava tres veces y la
radioactividad unida se detecta en un contador gama (LKB Wallac 1261

Multigamma Counter).




La uni6n especifica se define como la cantidad de sonda unida menos la
unién inespecifica. La unién méxima 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 uni6n especifica (cpm)
a niveles saturantes de la sonda. Todos los experimentos se realizaron en duplicado

y al menos tres veces.

L.5. Ensayos autoradiogrificos de la union de B-acrosina recombinante
yodada a zonas pelicidas in foto. Para determinar la localizacion de B-acrosina
recombinante yodada unida a zonas peliicidas in foto se disefi6 un sistema de micro-
autoradiografia de las muestras procesadas como se menciona en el parrafo anterior.
Para esto, las zonas peliicidas son incubadas con 100.000 cpm de la proteina
recombinante yodada (en presencia o no de competidor) y se fijan con
glutaraldehido al 2,5% por 15 min. Luego, se lavan y las zonas pelicidas se fijan a
porta objetos cubiertos previamente con polilisina 0,05%. Finalmente, los porta
objetos se cubren con la emulsién autoradiografica Hypercoat LM-1°, se exponen y
se revelan segin indicacion del fabricante. Las imagenes autoradiograficas se
analizan con un microscopio de campo claro Olympus BH-2A acoplado a una
camara de video CCD IRIS/FGB Sony. Las imagenes se digitalizan a través del

programa Xclaim™ Video Player 1.0 (ATI Technologies Inc.) y utilizando el




64

programa Scion Image (Scion Corporation) se realiza una densitometria

tridimensional de las imagenes para evidenciar la intensidad de la union.

J. ENSAYOS DE PENETRACION ESPERMATICA Y DE FECUNDACION
in vitro.

J.1. Medios de cultive.  El medio MT de lavado de ovocitos y
espermatozoides (Suzuky y cols., 1994) consiste en NaCl 120 mM, Hepes 20 mM,
pH 7,58 a 25° C, KH,PO,4 0,3 mM, KC1 3,1 mM, CaCl, 2 mM, MgSO; 0,4 mM,
glucosa 5 mM, lactato de sodio 21,7 mM, piruvato de sodio 1 mM, rojo fenol 20
pg/ml, kanamicina 100 pg/ml y BSA 3 mg/ml (Fraccién V, Sigma A4378). Para
realizar la capacitacién espermatica se usa el medio de capacitacion MC (Suzuky y
cols., 1994) que consiste de NaCl 90 mM, NaHCO; 15 mM, pH 7,4 a 38° C, Hepes
20 mM, KH,PO, 0,3 mM, KCl1 3,1 mM, CaCl, 2 mM, MgSO, 0,4 mM, glucosa 5
mM, lactato de sodio 21,7 mM, piruvato de sodio 1 mM, rojo fenol 20 pg/ml,

kanamicina 100 pg/ml y BSA 3 mg/ml (Fraccién V, Sigma A4378).

La coincubacion de los espermatozoides y las zonas pelicidas se lleva a cabo
en el medio de fecundacion MCC (Suzuky y cols., 1994) que esta compuesto del
medio de capacitacion suplementado con cafeina 2 mM. Para capacitar y coincubar
gametos humanos se usa el medio BWW (Biggers y cols., 1971) que consiste de

NaCl 94,88 mM, KCI 4,78 mM, lactato de calcio 1,71 mM, KH,PO, 1,19 mM,
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MgSO, 1,19 mM, piruvato de sodio 0,25 mM, lactato de sodio 21,56 mM, glucosa
556 mM, NaHCO; 25,07 mM, rojo fenol 5 pg/ml, penicilina60 pg/ml,
estreptomicina 50 pg/ml y BSA 3 mg/ml (Fraccién V, Sigma A4378) para lavar los
ovocitos o con albamina sérica humana 35 mg/ml (HSA, Sigma) para la

coincubacion de los gametos.

Fl medio de maduracién M-199 consiste d¢ TCM 199® suplementado con
suero fetal de bovino al 10 %, piruvato de sodio 0,2 mM, estradiol 1ug/ml y las
hormonas HCG y FSH 1,5 mU/ml cada una. La osmolaridad de todos los medios es
de aproximadamente 300 mOsmoles’kg. Los medios con bicarbonato se equilibran

con COy 5% en aire, de manera que los medios mantienen el pHa 7,42 37° C.

J.2. Colecta de semen y lavado de espermatozoides de cerdo. Con el fin
de realizar los ensayos de penetracién de zonas peltcidas y de fecundacion in vitro
en cerdo, se colecta la fraccién rica en espermatozoides del semen de verracos de
raza Large White de probada fettilidad desde el criadero de la Sociedad Agricola El
Monte. El semen se filtra a través de una gasa y se determina la concentracion
espermatica. Se juntan tres eyaculados de distintos verracos y se diluye la muestra a
una concentracién de 300 x 10° espermatozoides/ml con el diluyente MR-A®

(Kubus S.A.). Esta suspencion se mantiene a 15° C y a oscuras hasta por tres dias.

Para obtener espermatozoides vivos y moétiles, alicuotas de 2 ml de semen diluido

—
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se colocan sobre una gradiente de percol (2ml de percol 35%, 1 ml de percol 70%) y
se centrifuga por 5 min a 200 xg seguido de 15 min a 500 xg (Harrison y cols.,
1992). Después de la centrifugacion, se aspira el sobrenadante hasta dejar
aproximadamente 0,2 ml de percol 70%, donde los espermatozoides son facilmente

resuspendidos.

J.3. Colecta de zonas pelicidas de cerdo. Las zonas pelacidas de cerdo a
ser utilizadas en los ensayos de penetracion espermatica, se exiraen desde ovarios
de cerdo como lo describe Hedrick y Wardrip (1986). Para esto, se colectan los
ovarios en el matadero Lo Valledor y se llevan al laboratorio en el lapso de dos
horas. Las zonas peliicidas se aislan a través de mallas plasticas de distintos
tamafios de poro, se purifican por una gradiente de Percol (SIGMA), se lavan en

PBS y se almacenan a -40° C hasta su uso (no mayor de 15 dias).

J.4. Ensayo de penetracién de zonas peliicidas y de competencia de las
proteinas recombinantes. Para investigar el efecto de las proteinas recombinantes
en el proceso de penetracion espermatica a través de la zona pelacida, los
espermatozoides lavados se capacitan a una concentracion de 50x10°
espermatozoides/ml en el medio de capacitacién MC a 38° C y 5% de CO; en aire
por 3 horas. La motilidad de los espermatozoides se evaliia y se continia el

experimento solo si es que ésta es superior al 80%. Las zonas peliicidas de cerdo se




67

lavan tres veces en medio de fecundacién MCC y se colocan 20 a 30 zonas en gotas
de 50 pul. En los ensayos de competencia, las zonas se preincuban por al menos 3
horas con 15 pmoles de proteina recombinante y luego se lavan tres veces en medio
de fecundacién. La coincubacién se realiza a 38° C y 5% de CO; en aire por 12
horas a una concentracién de 5x10° espermatozoides/ml. Finalmente, las zonas se
lavan en PBS usando una pipeta Pasteur adelgazada, de manera de eliminar todos
aquellos espermatozoides débilmente unidos y se fijan en glutaraldehido 2,5 % para
ser evaluados por microscopia elecironica de barrido o se tifien con 1 pg/ml de
Hoescht supravital N° 33258 y se analizan en un microscopio de epifluorescencia

Nikon Optiphot-2.

J.5. Ensayos de penetracin espermaitica y competencia de las proteinas
recombinantes con espermatozoides humanos y zonas pelicidas cadavéricas
humanas. Para investigar la especie especificidad del efecto de las proteinas
recombinantes en €l proceso de penetracidn espermitica a través de la zona
peliicida, espermatozoides humanos lavados por el método de “swim up” (Barros y
cols., 1988) se incuban en el medio BWW a37° Cy 5% de CO; en aire por 3 horas
a una concentracion de 1x10° espermatozoides/ml. La motilidad de los
espermatozoides se evaliia y se continia el experimento sblo si es que ésta es
superior al 80%. Las zonas pelicidas cadavéricas humanas se lavan tres veces en

medio de fecundacién y se colocan 2 a 4 zonas en gotas de 50 pl. En los ensayos de
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competencia, las zonas se preincuban por al menos 3 horas con 15 pmoles de
proteina recombinante y luego se lavan tres veces en medio de fecundacion. La
coincubacién se realiza a 37° C y 5% de CO, en aire por 3 horas a una
concentracion de 1x10° espermatozoides/ml. Finalmente, las zonas se lavan PBS
usando una pipeta Pasteur adelgazada, de manera de eliminar todos aquellos
espermatozoides débilmente unidos y se fijan en glutaraldehido 2,5 % para ser
evaluados a microscopia electrénica de barrido o se tifien con 1 pg/ml de Hoescht y

se analizan en un microscopio de epifluorescencia Nikon Optiphot-2.

J.6. Obtencién y maduracién ir vitro de ovocitos oviricos de cerdo. Con
el fin de realizar los ensayos de fecundacion in vitro, 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 diametro. El liquido folicular absorbido se deposita en tubos de 15 ml. El
liquido folicular se transfiere a una placa de cultivo y bajo un microscopio
estereoscopico se recuperan los ovocitos que muesiran una capa de células
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 inmaduros en gotas de 50
pl de medio de maduracion M-199 bajo aceite mineral y se incuban a 38° Cy 5 %

de CO, en aire. Después de 48 horas de incubacion, los ovocitos con las células del
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camulo expandidas se retiran de la gota de maduracién y se colocan en un tubo de
1,5 ml en 300 pl de medio de lavado MT. El tubo conteniendo los ovocitos se agita
5 min en vortex para retirar las células del ciimulo ooforo. Finalmente, se
seleccionan todos los ovocitos y se colocan en grupos de 20 ovocitos en gotas de 50
ul de medio de fecundacion HTF bajo aceite mineral y se incuban a 38° Cy 5% de

CO, en aire, estando listos para ser inseminados.

J.7. Fecundacién in vitro y competencia de las proteinas recombinantes
con espermatozoides de cerdo y ovocitos madurados ir vitro. Para investigar el
efecto de las proteinas recombinantes en el proceso de fecundacioén in vitro de
cerdo, se agregan los espermatozoides de cerdo lavados y capacitados a una
concentracién de 5 x 10° células/ml en una gota de 50 pl de medio fecundacion
HTF conteniendo los ovocitos maduros sin células del ciimulo. Se coincuban los
gametos a 38° C y 5% de CO; en aire por 18 a 24 horas. Finalmente, se fijan en
glutaraldehido al 2,5 %, se tifien con 1 pg/ml de Hoescht y se analizan en un

microscopio de epifluorescencia Nikon Optiphot-2 o en un microscopio Confocal.

J.8. Andlisis de la unién, reaccién acrosémica y penetracién espermatica
por microscopia electrénica de barrido. Para analizar el estado acrosomal de los
espermatozoides que se encuentran sobre la zona peliicida en los ensayos de

penetracion espermatica y para determinar la penetracion espermatica en las zonas
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peliicidas cadavéricas de cerdo y humano, se deshidratan las zonas pelicidas fijadas
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 CO..
Las muestras se montan en un porta muestras, se cubren con una pelicula de 300 A°
de oro paladio en un sombreador (SEM Coating Unit, PELCO) y se examinan en el

microscopio electrénico de barrido Jeol-JSM-25 SIL.
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RESULTADOS

A. ANALISIS DEL mRNA DE PROACROSINA POR NORTHERN

Se extrajo RNA total a partir de testiculo de cerdo como se indica en métodos
y se analizé por la técnica de Northern. Como sonda se utiliz6 un fragmento de
cDNA del gen de proacrosina obtenido por RT-PCR utilizando los partidores P1 y
P2 disefiados en base a la secuencia descrita (Baba y cols., 1989b) y posteriormente
marcado con [o—2PJATP. La sonda producida presento un tamatio de 819 pb y fue
secuenciada para confirmar su identidad. La Figura 4 muestra una banda tnica de
1,8 Kb, correspondiente al mensajero de proacrosina, como era de esperar (Baba y

cols., 1989b).

B. TRANSCRIPCION REVERSA Y AMPLIFICACION DEL ¢DNA DE
B-ACROSINA
A partir de 0,25 pg de RNA total de cerdo, se amplificé por RT-PCR
utilizando los partidores P1 y P2 un fragmento de cDNA de 819 pb. Analisis de la
secuencia de este fragmento confirm6 su identidad como B-acrosina. Ademas,
utilizando los partidores P1 y P4 se amplifico un fragmento de aproximadamente
780 pb, correspondiente a parte del cDNA de proacrosina. La Figura 5 muestra la

amplificacion de estos dos fragmentos (carriles 2 y 3).




72

-~ -

Figura 4. Anilisis por Northern del RNA total de testiculo de cerdo. A) RNA
total de testiculo de cerdo separado electroforéticamente en un gel de agarosa 1%
tefido con bromuro de etidio;  B) Autoradiografia para detectar el mensajero de
proacrosina utilizando una sonda previamente verificada por secuenciacion. Notese

una sola banda de hibridacion de 1,8 kilobases.
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Los partidores P1 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 determin que correspondia 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 explicacién probable es que estas
regiones forman una horquilla muy estable en el mRNA que impiden una adecuada
amplificacién del cDNA completo de proacrosina. Luego de ensayar diferentes
condiciones se llegd a la conclusién que no era posible amplificar el cDNA de
proacrosina. Estos ensayos involucraron la utilizacion de: 1) tres diferentes fuentes
de la enzima transcriptasa reversa, 2) diferentes concentraciones de partidores, 3)
diferentes concentraciones de glicerol, 4) la presencia de distintas concentraciones
de agentes desnaturantes como formaldehido y formamida, 5) diferentes
temperaturas durante la reaccion de transcripcion reversa y durante la desnaturacion

del mRNA.

Con el fin de obtener suficiente muestra para ser purificada y subclonada se
realizaron reamplificaciones del cDNA de 819 pb obtenido por RT-PCR. Se
purifico este cDNA segim lo descrito en Métodos y después se analiz6 en un gel de
agarosa al 1% (Figura 6). Este fragmento de ¢DNA de B-acrosina se utilizé para su

subclonamiento.
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Figura 5. Andlisis de dos productos obtenidos por transcripcién reversa y
PCR. Los productos obtenidos del RT-PCR se analizaron en un gel de agarosa al
1% vy tefiido con bromuro de etidio. St: estandar pBR322 digerido con Hinf I.
Carril 1: Control positivo del RT-PCR de una muestra control. Carril 2: RT-PCR
de B-acrosina (819 pb) amplificado usando los partidores P1 y P2. Carril 3: RT-
PCR de proacrosina (780 pb) amplificado usando los partidores P1 y P4. Carril 4:
control positivo del PCR de una muestra control.
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Figura 6. Anilisis del cDNA de B-acrosina purificado. El ¢cDNA de B-acrosina
purificado se analizé por electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. St: estaindar pBR322 digerido con Hinf I. Carril 1: ¢DNA de

B-acrosina (819 pb).
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cca aaa tcg ctg gtt ccg cgt gGA TCC
Pro Lys Ser Leu Val Pro Arg Gly Ser

GCC AGA GAT AAC GCC ACG TGT GAT GGC CCC TGC GGG TTA CGG TTC AGG CAG AAA TTA GAG TCA 60
Ala Arg Asp Bsn Ala Thr Cys Asp Gly Pro Cys Gly Leu Arg Phe Arg Gln Lys Leu Glu Ser 20
GGC ATG CGT GTG GTT GGC GGC ATG AGT GCA GRA CCG GGC GCC TGG CCC TGG ATG GTC AGC CTC 123
Gly Met Arg Val Val Gly Gly Met Ser Ala Glu Pro Gly Ala Trp Pro Trp Met Val Ser Leu 41
CAG ATC TTT ATG TAC CAC AAC AAC CGG AGG TAC CAC ACG TGC GGG GGC ATC TTG CTG AAC TCG 186
Gln Ile Phe Met Tyr His Asn Asn Arg Arg Tyr His Thr Cys Gly Gly Ile Leu Leu Asn Ser 62
CAC TGG GTG CTC ACT GCT GCT CAC TGC TTC AAG ARC ARA ARA ARA GTT ACT GAC TGG AGA CTG 249
His Trp Val Leu Thr Ala Ala His Cys Phe Lys Asn Lys Lys Lys Val Thr Asp Trp Arg Leu 83
ATT TTC GGA GCA AAC GAA GTT GTG TGG GGA AGC AAT ARG CCG GTG AAG CCA CCC CTG CAG CAG 312
Ile Phe Gly Ala Asn Glu Val Val Trp Gly Ser Asn Lys Pro Val Lys Pro Pro Leu Gln Gln 104
AGA TTT GTT GAG GAG ATC ATC ATT CAT GAA AAA TAC GTT TCA GGG TTA GAG ATA AAT GAC ATT 375
Arg Phe Val Glu Glu Ile Ile Ile His Glu Lys Tyr Val Ser Gly Leu Glu Ile Asn Asp Ile 125
GCT CTC ATA AAG ATC ACC CCT CCT GTT CCA TGC GGG CCC TTC ATC GGA CCA GGC TGC CTG CCC 438
Ala Leu Ile Lys Ile Thr Pro Pro Val Pro Cys Gly Pro Phe Ile Gly Pro Gly Cys Leu Pro 146
CAG TTT ARG GCA GGC CCG CCC AGA GCG CCC CAG ACA TGC TGG GTG ACT GGC TGG GGC TAC TTA 501
Gln Phe Lys Ala Gly Pro Pro Arg Ala Pro Gln Thr Cys Trp Val Thr Gly Trp Gly Tyr Leu 167
AAA GAG AAR GGC CCC AGG ACG TCA CCT ACA CTG CAG GAG GCA CGT GTG GCC CTC ATC GAC CIC 564
Lys Glu Lys Gly Pro Arg Thr Ser Pro Thr Leu Gln Glu Ala Arg Val Ala Leu Ile Asp Leu 188
GAA TTA TGT AAC TCG ACC CGC TGG TAC AAT GGG CGA ATT CGT TCA ACT AAT GTG TGC GCA GGG 627
Glu Leu Cys Asn Ser Thr Arg Trp Tyr Asn Gly Arg Ile Arg Ser Thr Asn Val Cys Ala Gly 209
TAT CCT AGA GGC AAG ATT GAC ACC TGC CAG GGG GAC AGC GGC GGG CCT CTC AIG TGC AGA GAC 690
Tyr Pro Arg Gly Lys Ile Asp Thr Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Met Cys Arg Asp 230
AGA GCG GAA AAC ACC TTT GTG GTC GTG GGC ATC ACA AGC TGG GGG GTA GGC TGC GCC CGA GCT 753
Arg Ala Glu Asn Thr Phe Val Val Val Gly Ile Thr Ser Trp Gly Val Gly Cys Ala Arg Ala 251
ARG CGC CCT GGA GTC TAC ACG TCT ACC TGG CCC TAT CTG AAC TGG ATT GCT TCC AAG ATT GGT 816
Lys Arg Pro Gly Val Tyr Thr Ser Thr Trp Pro Tyr Leu Asn Trp Ile Ala Ser Lys Ile Gly 272

TAA Gga tcc ccg gga att cat
Stop

Figura 7. Secuencia nucleotidica del fragmento de 819 pares de bases del gen
de acrosina clonado dentro del vector de expresion pGEX2T y la secuencia
amino acidica deducida. Fragmento correspondiente a la proteina B-acrosina en
marco de lectura con el del gen de glutatién transferasa (GST). En miniiscula se
indica parte de la secuencia del gen GST y sus amino acidos en cursiva. Los
nucledtidos en negrita indican la secuencia de los partidores usados para amplificar
el fragmento: partidor P1 y partidor P2. El sitio de corte de la enzima de restriccion
Bam HI que se usé para subclonar se indica en subrayado. La triada catalitica, H'",
D!y §%2 se muestran en negrita.
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C. AMPLIFICACION DE LAS FORMAS RECOMBINANTES DE -

ACROSINA

El fragmento de 819 pb correspondiente a B-acrosina fue subclonado en el
vector de expresion pGEX2T y su insercién determinada por PCR y secuenciacion
(Figura 7). Se utiliz6 este mismo cDNA clonado para la obtencioén de otros dos
fragmentos de este ¢cDNA: la cadena pesada (753 pb) y el extremo carboxilo
terminal (192 pb) de B-acrosina. Estos diferentes fragmentos obtenidos por
amplificacion por PCR se muestran en un esquema en la Figura 9A. En la Figura 9B
(carriles 1,3 y 4) se muestran los fragmentos amplificados y purificados, analizados
en un gel de agarosa al 1% y tefiido con bromuro de etidio. Cada uno de estos
fragmentos fueron secuenciados y subclonados en el vector de expresion pGEX2T,
para luego ser expresados como proteinas de fusion con la proteina glutation S-

transferasa en bacterias E. coli DH50.

Una cuarta proteina recombinante, el exiremo amino terminal de B-acrosina,
se obtuvo por una mutacién no intencional que ocurrié en la posiciéon 297,
generando un codén de termino (TGA) y que fue detectada al secuenciar uno de los
clones analizados de B-acrosina. Como no presentaba ninguna otra mutacion en su

secuencia se también se expresé como proteina de fusion.
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D. PRODUCCION DE LA MUTANTE Ser/Ala”” DE B-ACROSINA

Mediante el método de “sobreposicién” (Overlap method; Ho et al., 1989) de
mutagénesis sitio dirigida se gener6 una mutante en el sitio catalitico (Ser/Alazzz) de
B-acrosina como se indica en Métodos. La Figura 8A muestra un esquema de la
estrategia seguida para la obtencion de este mutante. La Figura 8B 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 reaccion de PCR correspondiente al cDNA de B-acrosina mutada de 819 pb
(carril 3). El fragmento de B-acrosina mutada fue secuenciado y subclonado en el
vector de expresion pGEX2T, para luego ser expresado como proteina de fusién con

la proteina gutatién S-transferasa en bacterias E. coli DH5a.

E. EXPRESION Y PURIFICACION DE LAS DISTINTAS FORMAS
RECOMBINANTES DE B-ACROSINA

Extractos crudos de E. coli conteniendo las proteinas quiméricas
recombinantes sobrexpresadas fueron analizados por electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 12% en presencia de SDS. La Figura 10 muestra las proteinas del
extracto crudo obtenido en cada caso, destacando la sobreexpresion de las proteinas

de fusion. En cada exiracto se observa una banda més intensa que corresponde al

tamafio esperado para la proteina recombinante respectiva: carril 2: B-acrosina 53
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Primera amplificacion:
_ Extremo 3’de B-acrosina (159 pb)

—> Mi . .l
- Segunda amplificacion:
e | Extremo 5°de B-acrosina (678 pb)
Tercera amplificacion:

P1 P2

> Usando como moldes los fragmentos

i de DNA amplificados anteriormente

e i |

Método de Sobreposicién

“overlap”, producto final:
ﬂ B-acrosina Ser/Ala**? (819 pb)

2 3

b

B St
1632-

517-
396 -

208 -
221-

Figura 8. Generaciéon de una mutante del sitio catalitico de B-acrosina. A)
Representacion esquematica de la estrategia utilizada para la generaci(’)n de esta
mutante. En la parte superior se representa el cDNA de proacrosma, en donde se
indica la cadena liviana (CL) y pesada (CP), la triada catalitica His™ (H), Asp** (D)
y Ser’”” (S) y los nimeros representan a los nucledtidos. En la parte inferior se
indican los distintos fragmentos amplificados y en paréntesis el largo en pares de
bases (pb); B) Estos fragmentos amplificados se analizaron en un gel de agarosa al
1% teiiido con bromuro de etidio. St: estindar pBR322 digerido con Hinf I. Carril
1: Extremo 3’de B-acrosina (159 pb). Carril 2: Extremo 5°de B-acrosina (678 pb).
Carril 3: B-acrosina Ser/Ala 22 (819 pb).
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CpP
H 819 1200
= ———————1 B.acrosina recombinante (819pb/273 aa)
E= W1 B-acrosina mutada (819pb/273 aa)
[ 771 CadenaPesada P—acrosina (753pb/251 aa)
== Extremo N-terminal (297pb/99 aa)
Extremo C-terminal (192pb/64 aa)

B St 1 2 3 4

Figura 9. Amplificacién de los distintos fragmentos de DNA de p-acrosina. A)
Representacion esquemadtica de los diferentes fragmentos de DNA de B-acrosina
amplificados desde el cDNA de B-acrosina: En la parte superior se representa el
cDNA de proacrosina, en donde se indica la cadena liviana (CL) y pesada (CP), la
triada catalitica His”® (H), Asp124 (D) y Ser’? (S) y los niimeros representan a los
nucleétidos. En la parte inferior se indican los distintos fragmentos amplificados y
en paréntesis el nimero de amino acidos de la proteina recombinante. B) Estos
fragmentos amplificados se analizaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. St: estandar de peso molecular: pBR322 digerido con Hinf 1.
Carril 1: B-acrosina (819 pb). Carril 2: mutante Ser/Ala™ de p-acrosina (819 pb).
Carril 3: cadena pesada de B-acrosina (753 pb). Carril 4: extremo carboxilo
terminal de B-acrosina (192 pb).
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kDa; carril 3: mutante Ser/Ala’?? de B-acrosina 53 kDa; carril 4: cadena pesada de B-
acrosina 51,7 kDa; carril 5: extremo amino terminal de B-acrosina 39,6 kDa; y carril

6: extremo carboxilo terminal de B-acrosina 36.5 kDa.

F. IMMUNODETECCION DE LAS FORMAS RECOMBINANTES DE B-
ACROSINA

Con el fin de confirmar la identidad de las proteinas expresadas se realizé la
inmunodeteccién de las proteinas de fusion de PB-acrosina con un anticuerpo
policlonal anti-acrosina de cerdo. Como se muestra en la Figura 11A este
anticuerpo reacciona intensamente contra tres de las proteinas recombinantes
sobrexpresadas: B-acrosina (carril 1), mutante del sitio catalitico de B-acrosina
(carril 2) y cadena pesada de B-acrosina (carril 3), que comparten epitopes con
acrosina de cerdo. Los extremos amino (carril 4) y carboxilo (carril 5) terminal de
B-acrosina no son reconocidos por este anticuerpo, asi como tampoco la proteina

glutatién S-transferasa ni ninguna proteina bacteriana.

Las cinco proteinas de fusién de B-acrosina se digirieron con trombina como
se describe en Métodos con el fin de obtener las proteinas recombinantes puras. La
Figura 11B muestra la inmunodeteccién de la proteina recombinante de B-acrosina

antes y después de la incubacién con trombina que permite la liberacién de la

proteina recombinante de B-acrosina.
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Figura 10. Anilisis de la expresién de las formas recombinantes de B-acrosina.
50 pg de extracto crudo proveniente de bacterias E. coli DH5a 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 transformadas. 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: B-acrosina (53 kDa). Carril
3. Mutante Ser/Ala’?* de B-acrosina (53 kDa). Carril 4: Cadena pesada de f-
acrosina (51,7 kDa). Carril 5: extremo amino terminal de B-acrosina (39,6 kDa).
Carril 6: extremo carboxilo terminal de B-acrosina (36,5 kDa). Carril 7: vector solo
(GST) sin inserto.
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Figura 11. Inmunodeteccién de las proteinas recombinantes de B—acrosina con
el anticuerpo policlonal anti-acrosina a-38. 20 pg de extracto crudo (A) o 5 g
de B-acrosina (B) en diferentes etapas de su purificacion, 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 anticuerpo policlonal anti-acrosina a-38. En (A) se muestra: carril 1: B-acrosina
(53 kDa); carril 2: mutante Ser/Ala*? de B-acrosina (53 kDa); carril 3: cadena
pesada de B-acrosina (51,7 kDa); carril 4: extremo amino terminal de B-acrosina
(39,6 kDa); carril 5: extremo carboxilo terminal de B-acrosina (36,5 kDa). En (B) se
muestra: carril 1: quimera B-acrosina (53 kDa). Carril 2: quimera B-acrosina
después de la digestion con trombina. Carril 3: B-acrosina recombinante (30 kDa)
después de una segunda purificacion.
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G. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS FORMAS

RECOMBINANTES DE B-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 Métodos. En el caso de la proteina recombinante de B-acrosina los ensayos de
actividad proteolitica mostraron una curva hiperbolica de activaciéon enzimatica,
tipica de un zimogeno (Figura 12 A). En la Figura 12 A se observa que la velocidad
de la hidrélisis del sustrato aumenta con respecto a la concentracion de la proteina
recombinante y que a concentraciones de 40 pmoles o menores de la proteina
recombinante no se logra observar hidrdlisis del sustrato. Por otro lado, en el caso
de la proteina nativa se observa un progreso lineal (Figura 12 B). La actividad
especifica de B-acrosina es de 3800 U/mg de proteina, 20 veces superior a la
obtenida generalmente en la proteina nativa (155 U/mg). Por el contrario, las
proteinas recombinantes de la cadena pesada, extremo amino terminal, carboxilo
terminal y B-acrosina mutada en el sitio catalitico no presentaron ningin tipo de
actividad proteolitica en los ensayos enzimaticos. La actividad enzimética de la
proteina recombinante de B-acrosina fue completamente inhibida con p-amino-
benzamidina 5 mM (Figura 12 B), TLCK 0,5 mM o benzamidina 5 mM (datos no

mostrados), tal como ocurre para la proteina nativa proacrosina.
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Hidrlisis de BAEE
D.O. (253 nm)

Tiempo
(minutos)

Figura 12. Activacién enzimdtica de la B-acrosina recombinante y de la
proteina nativa proacrosina. A. Concentraciones crecientes de [-acrosina
recombinantes (40 pmoles ¢, 80 pmoles A, 100 pmoles A, 200 pmoles O o 400
pmoles M) se incubaron por diferentes tiempos a 25° C en presencia del sustrato
BAEE 0,5 mM. B. 10 pg de extracto acido espermético (@) o 80 pmoles de f-
acrosina recombinante en presencia de p-amino-benzamidina 5 mM (O) se
incubaron por diferentes tiempos a 25° C, en presencia del sustrato BAEE 0,5 mM.
La actividad esterdsica se determiné siguiendo la hidrolisis del sustrato BAEE a 253
nm.



86

H. UNION DE LAS FORMAS RECOMBINANTES DE B-ACROSINA A
1251 7PGPs

Con el fin de determinar la capacidad de uni6n a 121.ZPGPs, las proteinas
recombinantes de B-acrosina se sometieron a un ensayo unién de dot blot y se uso
como control la proteina nativa proacrosina de cerdo (proveniente de un extracto
4cido espermatico). Para esto se inmovilizaron las proteinas recombinantes
purificadas o la proteina nativa, en una membrana de nitrocelulosa y se incub6 en
presencia de 100,000 cpm de 121.7PGP (4,1 x 10° cpm/pg). En los experimentos
control ni la proteina glutatién 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 PB-acrosina (normal, mutante
Ser/Ala*** y la cadena pesada de B-acrosina) unen a 151.ZPGPs, y su unién aumenta
en proporcién a su concentracién. Las proteinas recombinantes de B-acrosina y la
mutante Ser/Ala®® de PB-acrosina muestran el mismo comportamiento en su
capacidad de unién, con un mé!ximo de 1,2 ng de ZPGPs unida por 0,5 ug de la
proteina recombinante. La proteina recombinante de la cadena pesada de B-acrosina
s6lo alcanza el 52% de la unién de las recombinantes de B-acrosina normal o
mutante Ser/Ala*??, mientras que las recombinantes del extremo amino- o carboxilo

terminal de B-acrosina no tienen la capacidad de unir a la ZPGP.
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Figura 13. Unién de *I-ZZPGPs a las formas recombinantes de B-acrosina.
Cantidades crecientes de las proteinas recombinantes de B-acrosina y de la proteina
nativa proacrosina se inmovilizaron sobre membranas de nitrocelulosa y se
incubaron con 100,000 cpm de 125.7PGP (4,1 x 10° cpm/p.sg). La union se determiné
como se describe en Métodos. Se grafica los cpm de 121.ZPGPs unida versus la
cantidad de cada proteina recombinante o de la proteina nativa proacrosina ( m)
Las proteinas recombinantes se representan como: U B-acrosina normal, @ mutante
Ser/Ala’? de B-acrosina, ¢ cadena pesada de B-acrosina, O extremo amino terminal
de B-acrosinay A extremo carboxilo terminal de B-acrosina. La unién méxima de
B-acrosina recombinante normal fué de 7918 cpm (11392 cmp/pg de proteina) y la
union inespecifica fue de 1960 cpm.

Loy So
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L  ENSAYOS DE COMPETENCIA DE LA UNION A '*I-ZPGPS CON

POLISACARIDOS SULFATADOS.

La unién especifica de las proteinas recombinantes de 3-acrosina a las ZPGPs
fue evaluada mediante ensayos de competencia como se indica en Métodos. La
unién de '*1-ZPGPs a la proteina nativa, a la proteina recombinante de B-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 (Figura 14 y Tabla 5). Las
curvas de inhibicién 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 B-acrosina como a la proteina nativa y que la

a’?? de B-acrosina, no modifica la

mutacién puntual presente en la mutante Ser/Al
especificidad de unién. Solamente polimeros altamente sulfatados compiten en la
unién de ZPGPs a las recombinantes de B-acrosina y al control proacrosina.
Dexirano no sulfatado no inhibe la unién de ZPGPs a la proteina nativa ni a las
formas recombinantes de B-acr.osina (Figura 14 y Tabla 5). Fucoidano y dextran
sulfato (500 kDa) fueron los competidores mas efectivos y las ZPGPs no marcadas
presentaron un ICs; aproximado de 35, 34.3 y 19.8 pug/mi para proacrosina y para las

recombinantes de PB-acrosina y mutante del sitio catalitico de B-acrosina,

respectivamente (Tabla 5).
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Figura 14. Ensayos de competencia entre la unién de 125 ZPGPs a las formas
recombinantes de B-acrosina. Un total de 100 pmoles de B-acrosina (A), de
Ser/Ala??? B-acrosina (B), o 50 pg de la proteina nativa (C) se inmovilizaron sobre
membranas de nitrocelulosa y se realizé el ensayo de competencia asumiendo
saturacién como se describe en Métodos. Se grafica el porcentaje de uni6n
especifica méxima versus el logl0 de la concentracion (uM) de cada competidor.
Los competidores se representan como: A fucoidano, 4 dextran sulfato (500 K),
O dextran sulfato (5 K) y W dextrano.
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Competidor (Mr) B-acrosina g_e;éﬁ:;:: Cag?:;:;izda Prona:tli':),:ina
Fucoidano (~ 100 K) 71.7 pM 65.7 uM 168 uM 50.1 uM
Dextran SO4 (500 K) 69.5 uyM 53.7 M 36.7 WM 63.0 YM
Dextran SO4 (5 K) >200 puM* 200 pM 98.0 pM 199.5 uM
Dextrano (500 K) >200 pM* >200 uM* >200 pM* >200 puM*
ZPGPs no marcada 34.3 ug/ml 19.8 pg/ml N.D. 35.0 ug/ml

TABLA 5. ICs, aproximado dado las condiciones de no saturacion de los

competidores de la union de 151.7PGPs a las formas recombinante de B-acrosina y
a la proteina nativa proacrosina. El simbolo * indica la concentracion mas alta
analizada sin llegar a un 50% de inhibicién. N.D.: no determinado.
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J. UNION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES DE B-ACROSINA A
ZONAS PELUCIDAS in toto

Al haberse demostrado que las proteinas recombinantes se unen a las
glicoproteinas de la zona peliicida solubilizadas, se quiso demostrar si la proteina
recombinante de B-acrosina era capaz de unirse especificamente a las zonmas
peliicidas intactas y cual era el tiempo minimo para obtener la ‘unién maxima. Para
determinar el tiempo minimo necesario para obtener la unién maxima, se agrego
100.000 cpm de *I-B-acrosina a 100 zonas pelicidas intactas por 30 minutos, 3
horas o 12 horas. Las zonas se lavaron y la union se detectd en un contador gamma.
La Figura 15 muestra que la uni6n es méxima a las tres horas de incubacién. Con el
fin de determinar si esta union fue estable, las zonas peliicidas usadas en el ensayo
anterior se incubaron por 12 horas a 37° C. Luego de lavar las zonas pelicidas se
concluyd que esta unién se mantiene hasta por 12 horas después de ocurrida la

interaccion (datos no graficados).

Para determinar la capacidad de unién de las proteinas recombinantes a las zonas
peliicidas intactas, se incubaron en suspensién 100 zonas pelacidas en presencia de
concentraciones crecientes de la proteina recombinante yodada. Como se observa
en la Figura 16, se determiné que la proteina recombinante de B-acrosina es capaz
de unirse a la zona peliicida intacta y esta unién aumenta en forma proporcional a su

concentracion. Se calculé que 0,22 pmoles de proteina recombinante de B-acrosina
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Figura 15. Unién de B-acrosina recombinante yodada a zonas pelicidas in foto
a tres tiempos distintos. 100 zonas pelicidas 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 pelicidas se lavaron y la
cantidad de proteina unida se estimé midiendo la radiactividad en un contador
gamma. Se grafica la cantidad en pmoles de proteina yodada unida versus el tiempo
de coincubacién. Notese que ya a partir de las tres horas de incubacién tanto la
proteina recombinante como la nativa se unen establemente a las zonas pelicidas.
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Figura 16. Capacidad de unién de B-acrosina recombinante yodada a zonas
peliicidas in foto. 100 zonas pelicidas se incubaron por 3 horas a concentraciones
crecientes de la proteina recombinante de B-acrosina yodada. Las zonas pelucidas
se lavaron y la cantidad de proteina unida se estim6 midiendo la radiactividad con
un contador gamma. Se grafica el promedio de la cantidad en pmoles de '*I--

acrosina unida versus la cantidad en pmoles de '*I-B-acrosina agregada.
experimento fue realizado una sola vez en duplicado. La dispersion maxima de los valores
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fue del 5 %. Nétese que la union es saturable.
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se unen por zona pelacida. Por dltimo, para determinar la especificidad de esta
unién, las zonas pelacidas se preincubaron en dos condiciones distintas. Como se
observa en la Figura 17, tanto la unién de B-acrosina yodada como de la proteina
nativa proacrosina yodada a la zona peliicida es desplazada por la proteina nativa
proacrosina no marcada como por fucoidano. Proacrosina a una concentracién de 10
pg/ml, es capaz de inhibir en un 55 % la uni6n de la proteina recombinante y en un
76 % a la proteina nativa. Por otro lado, fucoidano 100 uM inhibe a ambas proteinas

en aproximadamente un 44 %.

Con el fin de localizar la unién de las proteinas recombinantes a la zona
pelicida in toto, se montd el ensayo de micro-autorradiografia. Para esto, 100.000
cpm de la proteina recombinante yodada de B-acrosina y zonas pelicidas intactas
fueron coincubadas por 1 hora, fijadas a portaobjetos y finalmente recubiertas con
una emulsién autoradiografica. La deteccion de la umion de la proteina
recombinante de B-acrosina yodada a la zona peliicida se realiz6 por autoradiografia
segiin se explica en Métodos. Como se muesira en la Figura 18A la marca
radioactiva se encuentra localizada en toda la superficie de la zona pelicida, en
forma heterogénea. Si las zonas pelucidas 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 realizo

un ensayo de competencia, en donde, se preincubaron las zonas pelicidas con
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Figura 17. Especificidad de la unién de B-acrosina recombinante yodada a
zonas pelicidas in foto. 100 zonas peliicidas se incubaron por 3 horas con 100.000
cpm de la proteina recombinante de B-acrosina yodada (10,8 cpm/pmol; barras
achuradas) o la proteina nativa proacrosina yodada (33,5 cpm/pmol; barras blancas)
en ausencia (control) o en la presencia de un competidor. Las zonas pelicidas se
lavaron y la cantidad de proteina unida se estimé midiendo la radiactividad con un
contador gamma. Se grafica el porcentaje de unién especifica maxima versus la
presencia o ausencia del competidor. La unién méxima en las muestras control fue

de 2063 cpm para B-acrosina recombinante y 3030 cpm para proacrosina.
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proacrosina no marcada (10 pg/ml). 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 unién, se realiz6 una densitometria tridimensional

de las imagenes digitalizadas (Figuras 18 B y D).

K. ENSAYOS DE PENETRACION ESPERMATICA HOMOLOGA A
ZONAS PELUCIDAS DE CERDO
K.1. Ensayes de penetracién espermitica a zonas pelicidas de cerde. Con el
fin de determinar el efecto de la presencia de las proteinas recombinantes de B-
acrosina de cerdo en la penetracion de espermatozoides de cerdo a zonas pelicidas
cadavéricas de cerdo, se procedié a montar el ensayo de penetracién espermatica
homologa. Para esto, zonas pelicidas 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 II) con las zonas peliicidas pretratadas. Los
ensayos de penetracion realizados con zonas pelicidas cadavéricas 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
nimero a las zonas pelacidas, inclusive en la presencia de las proteinas
recombinantes (Figura 19) y sin afectar su motilidad. La tabla bajo la Figura 19

muestra el nimero de zonas pelicidas analizadas, el mimero de replicas y el namero
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Figura 18. Localizacién de la unién de 125]_B-acrosina a la zona pelicida in toto.
Zonas peliicidas incubadas con 100.000 cpm de 151_B-acrosina en ausencia (A) o en
presencia de proacrosina no marcada (10 pg/ml) (C), se lavaron e inmovilizaron en
porta objetos. Luego, se cubrieron con emulsién autoradiografica, expusieron,
revelaron y se digitalizaron las imagenes segin se describe en Métodos. En (B) y
(D) se realizé una densitometria tridimensional de las imagines digitalizadas a la
izquierda, a través del programa Scion Image (Scion Corporation, USA) con el fin

de evidenciar la intensidad de la union.




Tratamiento N° de zonas N° de zonas
(hrs. de coincubacion) inseminadas penetradas (%)
(réplicas)
SerieI (3 horas) 663 (8) 0
Serie IT (12 horas) 294 (4) 0

Figura 19. Anilisis de la unién de espermatozoides de cerdo a zonas pelicidas
cadavéricas de cerdo en presencia de las formas recombinantes de B-acrosina.
Fotomicrografias al MEB de zonas peliicidas cadavéricas de cerdo luego del ensayo
A) control, y en presencia de las proteinas
recombinantes de B) B-acrosina C) mutante Ser/Ala**? de B-acrosina D) cadena
pesada de B-acrosina. La tabla indica el niimero de zonas analizadas y la falla en la

de penetracion espermatica.

penetracion espermatica. Aumento X 560.
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de zonas penetradas. Un analisis mas detallado a microscopia electronica de barrido
indicé que existen, en todos los casos, espermatozoides sobre la superficie de la

zona pelicida que han sufrido la reaccion acrosomica (Figura 20).

K.2. Ensayos de fecundacién in vitro en cerdo. Al no poder obtener
penetraciones espermaticas en zonas pelicidas cadavericas de cerdo, se procedié a
realizar ensayos de fecundacién in vitro madurando ovocitos ovaricos de cerdo.
Para esto, se procedi6 a madurar ovocitos ovaricos de cerdo, en donde, ovocitos
cubiertos por mas de dos capas de células foliculares compacta se incubaron por 48
horas en medio de maduracién. En la Figura 21A se muestra un ovocito de cerdo
inmaduro, con sus células foliculares compactadas. La Figura 21B muestra un
ovocito de cerdo luego de 48 horas de incubacién en medio de maduracién. Este
ovocito presenta sus células foliculares expandidas, primer indicador de maduracién
ovocitaria. En la Figura 21C se observa un ovocito de cerdo maduro luego de haber
sido removidas sus células foliculares. Es en estas condiciones, que los ovocitos se
usan para los ensayos de fecundacion in vitro o se fijan para el anlisis del estado de
maduracién nuclear. La maduracion se determiné bajo microscopia de
epifluorescencia analizando Ia desaparicién de la vesicula germinativa (Figura 22A)
y la presencia de cromosomas en prometafase y metafase II o por la presencia del
primer corpiisculo polar (Figura 22B). La tabla bajo la Figura 22 muestra los
resultados obtenidos en los ensayos de maduracion de ovocitos de cerdo. En todos

los ensayos el porcentaje de maduracién fue siempre sobre 90% (Figura 22).
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Figura 20. Anilisis de la reaccién acrosémica de espermatozoides de cerdo
sobre la superficie de las zonas peliicidas cadavéricas de cerdo en presencia de
las formas recombinantes de PB-acrosima. Fotomicrografias al MEB de
espermatozoides de cerdo sobre la superficie de zonas pelicidas cadavéricas de
cerdo luego del ensayo de penetracién espermatica. A) control, y en presencia de las
proteinas recombinantes de B) B-acrosina C) mutante Ser/Ala?®? de B-acrosina D)
cadena pesada de B-acrosina. Se muestra en todos los casos la presencia de
espermatozoides reaccionados. Aumento (A) X 5.400; (B, Cy D) X 12.000.
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Figura 21. Maduracién in vitro de ovocitos de cerdo. Fotomicrografias al
microscopio de contraste de fases donde se observa: A) ovocito de cerdo inmaduro
con las células foliculares que lo rodean compactas; B) ovocito de cerdo maduro y
con las células foliculares que lo rodean expandidas; C) ovocito de cerdo maduro,
liberado de sus células foliculares. Aumento (A 'y B) X 240; (C) X 480.
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ORERPIGS SRSV B O SIS PR

N° de ovocitos

N° de ovocitos

Porcentaje de

puestos a madurar maduros ovocitos maduros
(réplicas) (D.S.)
203 (6) 196 96,5 +4,6

Figura 22. Anilisis microscépico de la maduracién in vitro de ovocitos de
cerdo. Fotomicrografias al microscopio de epifluorescencia de ovocitos de cerdo
libre de las células del cimulo ooforo tefiidos con Hoescht 1pg/ml donde se observa:
A) ovocito inmaduro con la presencia de la vesicula germinativa. B) ovocito
maduro con la presencia de la placa metafésica y el primer polocito (fuera del plano
de observacién). La tabla indica el niimero de ovocitos analizados y el porcentaje de
maduracion. Aumento X 580.
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El ensayo de fecundacién in vitro, consistié en incubar espermatozoides de
cerdo en un medio capacitante por 3 horas y luego coincubarlos en presencia de
ovocitos madurados in vitro sin células del camulo ooforo pretrata';los'con las
proteinas recombinantes. Los resultados de la fecundacion in vitro en cerdo son
muy variables y con una alta tasa de poliespermia. Los ovocitos fecundados se
distinguen por la presencia de cabezas de espermatozoides en el grosor de la zona
peliicida o en el espacio perivitelino (Figura 23A,B y C), la presencia del pronucleo
masculino mas el complemento cromosémico femenino o por la presencia de dos
blastémeros de la primera segmentacién (Figura 23D). Bajo estas condiciones, el
porcentaje de fecundacién control fue de 72,3% y al preincubar los ovocitos con

zona pelicida con B-acrosina recombinante y con B-acrosina Ser/Ala*?, la

fecundacién alcanzd un 56,2% y 63,6%, respectivamente (Figura 23).

L. ENSAYOS DE PENETRACION ESPERMATICA HOMOLOGA A
ZONAS PELUCIDAS CADAVERICAS HUMANAS
Con el fin de determinar la especie especificidad del efecto de las proteinas
recombinantes en el proceso de penetracién espermética a través de la zona
pelticida, nos propusimos realizar ensayos de penetracién espermatica homoéloga a

zonas peliicidas cadavéricas humanas en presencia de las formas recombinantes de
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Tratamiento N° de ovecitos | N° de ovocites Porcentaje de
inseminados fecundados fecundacién
(réplicas) (D.S.)
Control 65 (4) 47 72,3 +31,3
B-Acrosina recombinante 32 (4) 18 56,2 +12,0
B-Acrosina Ser/Ala?? 224 14 63,6172

Figura 23. Andlisis de la fecundacién in vitro de ovocitos de cerdo en presencia
de las formas recombinantes de B-acrosina. Fotografias al microscopio de
contraste de fases (A) y de epifluorescencia (B) tefiido con Hoescht no vital
mostrando un espermatozoide en el espacio perivitelino de un ovocito maduro.
Ademas se observa en microscopia confocal (C) tres espermatozoides penetrando la
zona peliicida y (D) una fotografia al microscopio de epifluorescencia de un embrién
de dos células, donde se puede apreciar la presencia de ambos micleos. La tabla
indica para los distintos tratamientos, el nimero de ovocitos analizados y el
porcentaje de penetracién espermatica. Aumento (A y B) X 700; (Cy D) X 350.
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B-acrosina con capacidad de unién. Para esto, espermatozoides humanos se
incubaron en medio de cultivo capacitante por 3 horas y luego se coincubaron por
tres horas més con zonas pelicidas cadavéricas humanas pretratadas con las
proteinas recombinantes de B-acrosina. La Figura 24 muestra el analisis de las
zonas peliicidas en el microscopio electrénico de barrido, mostrandose que, tanto en
los ensayos de penetracién control, como en aquellos realizados con ovocitos
cadavéricos humanos preincubados con las distintas formas recombinantes de -
acrosina se observa al menos un espermatozoide en el proceso de penetracion de la
zona pelicida. Por lo tanto, se puede concluir que, las proteinas recombinantes de
B-acrosina de cerdo no afectan un proceso heterélogo de fecundacion in vitro,

usando gametos humanos.
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Tratamiento N° de zonas N° de zonas Porcentaje de
inseminadas penetradas penetracion
Control 6 6 100
B-acrosina recombinante 8 8 100
B-acrosina mutada Ser/Ala** 7 7 100
Cadena Pesada B-acrosina 6 6 100

Figura 24. Ensayos de penetracion de zonas pelicidas cadavéricas humanas en
presencia de las formas recombinantes de B-acrosina. Fotomicrografias con el MEB
de zonas pelicidas cadavéricas de humanas luego del ensayo de penetracion
espermitica. A) control, y en presencia de las proteinas recombinantes de B-acrosina
(B y C), mutante Ser/Ala??? de B-acrosina (D y E), cadena pesada de B-acrosina (F).
En todos los casos se observa espermatozoides humanos penetrando total o
parcialmente la superficie de la zona. La tabla muestra los datos del porcentaje de
fecundacion en los distintos tratamientos. Aumento X 12.000.
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DISCUSION

A. EXPRESION DE LAS FORMAS RECOMBINANTES DE B-ACROSINA

A partir del mRNA de proacrosina de cerdo se amplifico el cDNA de B-
acrosina y distintos fragmentos de ella para determinar la participacion de estas
proteinas en la uni6én secundaria a la zona pelicida y determinar las regiones de
proacrosina/acrosina que estarian involucrados en esta unién. Ademas se produjo
una forma de B-acrosina mutada en el sitio catalitico para determinar la participacion
del sitio activo de esta enzima en la unién secundaria a la zona peliucida. Estos
fragmentos de DNA se subclonaron en el vector de expresion pGEX2T en marco de
lectura con el gen de la glutation S-transferasa.  Luego, estas quimeras
recombinantes de B-acrosina se expresaron en bacterias E. coli DH5a, se purificaron
y se separaron de la proteina de fusion. Las proteinas recombinantes expresadas
corresponden a los residuos 1 a 273 (B-acrosina y un mutante del sitio catalitico -
Ser/Ala®®- de B-acrosina), residuos 22 a 273 (cadena pesada de B-acrosina),
residuos 1 a 99 (extremo amino terminal de B-acrosina) y residuos 209 a 273

(extremo carboxilo terminal de B-acrosina) como se muestra en las Figuras 9 y 10.
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Las cinco proteinas recombinantes expresadas presentaron una movilidad
electroforética segin lo esperado y las cantidades obtenidas después de su

purificacién fueron suficientes para la realizacion de los estudios siguientes.

B. INMUNODETECCION DE LAS FORMAS RECOMBINANTES DE

B-ACROSINA

Las tres formas recombinantes de mayor peso molecular: B-acrosina,
mutante Ser/Ala®® de PB-acrosina y la cadena pesada de P-acrosina, fueron
reconocidas por un anticuerpo policlonal dirigido contra acrosina de cerdo. Esto
confirma la presencia de epitopes inmunologicos 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 razén de porque este anticuerpo no reconoce el fragmento amino
terminal de acrosina por si solo se debe a que los anticuerpos usados se prepararon
extrayendo de un gel una banda correspondiente a B-acrosina. Esta banda no
contiene la cadena liviana de B-acrosina por lo tanio gran parte del extremo amino

de la proteina no se usé como inmundgeno. La proteina recombinante del extremo
carboxilo terminal no se reconoce probablemente debido al reducido nimero de

aminoacidos que lo conforman.
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C. ACTIVIDAD ESTERASICA DE B-ACROSINA RECOMBINANTE

Uno de los resultados importantes de esta tesis es que la recombinante de B-
acrosina presenta actividad esterdsica. [Esto fue comprobado en un ensayo
enziméatico usando el sustrato especifico para serino proteasas, BAEE. La
recombinante purificada de B-acrosina presenta una actividad especifica de 3800
U/mg y es completamente inhibida por distintos inhibidores caracteristicos de

serino proteasas (TLCK, p-amino benzamidina y benzamidina).

Estos resultados demuestran que la actividad proteasica de [-acrosina
recombinante no depende del estado glicosilado de esta proteina y que su actividad
se adquiere solamente después de incubarla con trombina para separarla de la
proteina de fusion. Ademas, este tratamiento con trombina podria catolizar la
protedlisis de una fraccién menor de total de las proteinas recombinantes, liberando
la cadena liviana de la pesada, imitando la activacién que normalmente sufre el
zimégeno nativo. ..En un trabajo previo, se expres® una proteina recombinante de
B-acrosina similar a la de esta tesis (Jansen y cols., 1995; Figura 25). Esta proteina
recombinante fue purificada desde cuerpos de inclusion, a diferencia de las proteinas
recombinantes obtenidas durante el desarrollo de esta tesis que fueron purificadas
desde sobrenadantes sonicados de bacterias. En el trabajo de Jansen y cols. (1995),

los cuerpos de inclusién se solubilizaron y las proteinas de interés fueron purificadas
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por electroelusion desde geles de poliacrilamida en ausencia de agentes reductores.
Finalmente, las proteinas fueron desnaturadas en presencia de cloruro de guanidinio
6 M y renaturadas mediante una dilucion rapida con é4cido clorhidrico 1 mM. Este
tratamiento, permitia que las proteinas recombinantes mantuvieran la actividad de
unién a ZPGPs en forma similar al zimégeno nativo, pero carecian de actividad
enzimatica. Esta tiltima caracteristica, sin embargo, sugiere que existe cierto grado
de plegamiento erréneo 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 separacion de la cadena liviana de la pesada.

La actividad enzimética que presenta la proteina recombinante de B-acrosina
después de cuatro minutos de incubacién aumenta abrupta y significativamente en
comparacion a la proteina nativa (Figura 12). Una explicacion podria ser que la
proteina recombinante al no estar glicosilada y no tener el extremo carboxilo
terminal, se autoactive mas rapidamente que la proteina nativa o bien haya perdido
su capacidad de inactivarse. Una segunda interpretacion 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 mas rapidamente que la proteina
recombinante. Por dltimo, en el extracto acido, fuente de la proteina nativa, podrian

existir inhibidores especificos que regulen la actividad de B-acrosina.
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D. UNION DE LAS FORMAS RECOMBINANTES DE B-ACROSINA A
LAS ZPGPs

En esta tesis se demostré que la actividad enzimética de B-acrosina no esta
directamente involucrado en la unién a las ZPGPs. La mutacion realizada en el sitio
catalitico de B-acrosina (Ser’® por Ala) no modifico ni la capacidad ni la
especificidad de unién 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 unién, ya que ella presenta las mismas
caracteristicas de unién que la proteina recombinante mutada en el sitio catalitico.
Puesto que tanto las proteinas recombinantes de B-acrosina (expresadas en
bacterias) como la proteina nativa presentan capacidad y especificidad de union
similares (Figura 14 y Tabla 5) la glicosilacién no seria importante en la unién

secundaria.

Por otro lado, se ha propuesto que aminoacidos basicos en la superficie de la
molécula de B-acrosina de cerdo son los responsables de la unién a ZPGPs (Jansen y
cols., 998). Estos aminoacidos basicos deben tener una determinada orientacion en
1a superficie de B-acrosina que se complemente con la orientacién que presentan los
grupos polisulfatos de las ZPGPs (Jones, 1991; Urch y Patel, 1991). Usando
péptidos sintéticos y proteinas recombinantes de B-acrosina de cerdo, Jansen y cols.

mostraron que sélo una proteina recombinante (residuos 3 a 275) era capaz de unirse
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a ZPGPs con la misma capacidad que la proteina nativa, mientras que las proteinas
recombinantes de menor tamafio se unian en mucho menor proporcion (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 B-acrosina de cerdo (residuos 21 a 272) sélo une un 52 % del
méaximo alcanzado por B-acrosina recombinante, sugiriendo que los residuos 1 a 21,
de la cadena liviana serfan importantes para definir la capacidad de unién méxima
de B-acrosina a ZPGPs. Sin embargo, la proteina recombinante que corresponde al
extremo amino terminal de B-acrosina no tiene capacidad de unirse a ZPGPs. Por lo
tanto, la cadena liviana, a pesar de la presencia de 4 argininas y una lisina (R', R",
R kY y R23), por si sola no mediaria la unién a ZPGPs. Estas observaciones
sugieren que la cadena liviana no participaria directamente en la unién a ZPGPs,
como fue propuesto recientemente (Jansen y cols., 1998), sino que seria necesaria
para un correcto plegamiento de la proteina recombinante de B-acrosina permitiendo
que dos o mas regiones de la molécula converjan formando el dominio de union.
Esta hipétesis se apoya ademas en los resultados que muestran la incapacidad de
uni6én de las proteinas recombinantes del extremo amino y carboxilo terminal de B-
acrosina y que concuerdan con resultados anteriores (Jansen y cols., 1995), donde
fragmentos menores a aquellos que representan a la molécula completa de P-

acrosina tienen una marcada disminucion en la uniéon a ZPGPs.
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Polipéptido Esquema % de Uni6én
Proacrosina silvestre 100
PS P2 (F44-C55) o 0,2
PS P3 (R1-R23) 0,4
PS P4 (W64-L83) 0,7
PS P6 (V24-M45) 0,2
PR (-2-275) P———— —
PR (51-275) 25
PR (93-275) »
PR (179-275) 2,0
PR (-2-250) 43
PR (-2-179) 19
PR (102-179) == 5,0

. ]
PR B-acrosina p. . 100
PR Ser/Ala’ p-acrosina | ] 100
PR Cadena pesada de e e 57
B-acrosina 21 272
PR Exiromn a0 | 15
terminal de B-acrosina -1 99 ?
PR Extremo carboxilo EEEE0 1.4
terminla de B-acrosina 208 272 i

Figura 25. Uni6n relativa a 'I-ZPGPs de proacrosina, péptidos sintéticos y
proteinas recombinantes de B-acrosina. Datos obtenidos de esta tesis (en celeste)
y segun Jansen y cols., (1995) en amarillo y rojo. Se indica el tipo de polipéptido:
proteina silvestre de proacrosina, péptidos sintéticos (PS), y proteinas recombinantes
(PR) con los residuos que los limitan entre paréntesis. Ademas se esquematiza la
ubicacion que abarcan los polipéptidos dentro de la proteina de proacrosina y el
porcentaje de unién a '>I-ZPGPs, relativa a proacrosina silvestre.
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Por dltimo, recientemente se han identificado dos grupos de aminoacidos
que comprenden His¥, Arg y Arg” junto con Arg®’, Lys®? y Arg™ dentro de la
molécula completa de B-acrosina como los responsables de la union secundaria
(Jansen y cols., 1998). Por mutacion sitio dirigida se ha demostrado que estos
aminoacidos son cruciales para mantener la union a las ZPGPs, ya que la delecién o
el reemplazo de estos aminoacidos reduce severamente la afinidad de las proteinas

recombinantes a las ZPGPs.

E. ANALISIS DE MODELAJE DE B-ACROSINA

Se realiz6 un andlisis de modelaje tridimensional de la proteina de B-acrosina de
cerdo con el fin de determinar el posible dominio de unién o superficies de posible
interaccién con la zona pelacida. Se realizé el modelaje para la secuencia de
aminoacidos de B-acrosina usando el servidor de modelaje automatico (ProMod)
Swiss Model (codigo de pedido: SMID AAAa27998), seguido de un refinamiento
del modelo por CHARMm (Peitsch y Jongeneel, 1993; Pietsch, 1995). El modelo
generado se basé en los datos cristalograficos de distancias atomicas de las
proteinas: tripsina, protrombina 2 y a-trombina segiin la informacion proporcionada

por el sistema (Tabla 6).
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Este analisis resulté en un modelo tridimensional de B-acrosina de cerdo en
donde todas sus cisteinas se encuentran alineadas para formar los respectivos
puentes distlfuro. Esto permite ademas, un adecuado plegamiento de la molécula
para aproximar a la triada catalitica (His’’, Asp'®, Ser*”®) en un bolsillo (Figura
26A). En las figuras 26B y 26C, se muestra la ubicacion de los fragmentos amino y
carboxilo terminal en la estructura de B-acrosina. En la Figura 27 se muestran
ejemplos del analisis de la estructura tridimensional de B-acrosina. En el esquema
superior (A) se observa que esta molécula, representada como cintas, presenta dos
grupos de hojas beta (flechas amarillo) formando un barril. Ademas, se observa la
cadena liviana formando un segmento de alfa hélice (en rojo) y se representa como
bastones en azul a la triada catalitica. En los esquemas inferiores (Figura 27B y C)
se observa desde otro angulo a la misma molécula, donde se ha modificado la

presentacion de los aminoacidos basicos.

Del modelaje de la proteina de P-acrosina se puede concluir que los
aminoéacidos basicos que se han identificado como los responsables de la union
secundaria se encuentran expuestos en la molécula y cercanos al bolsillo del sitio

catalitico. Estos corresponden a dos grupos de amino acidos: His”, Arg® y Arg’™

junto con Arg®, Lys?? y Arg”’ de la molécula de B-acrosina (Jansen y cols., 1998)
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Complejo (Serino proteasa/inhibidor) 27-JUN-94 1HAG 1HAG 2
Protrombina 2 (E.C.3.4.21.5) conjugada a Hirugen 1HAG 3

Serino proteasa 31-MAR-92 1AAO
MAST CELL TRYPTASE
Modelo teérico

Hidrolasa (Serino proteasa) 21-APR-93 1FPH
a-Trombina (E.C.3.4.21.5) conjugada con Hirudina

Complejo (Serino proteasa/inhibidor) 26-MAY-94 1TMU 1TMU 2
o-Trombina (E.C.3.4.21.5) conjugada con Hirudina 1TMU 3

Serino proteasa/receptor 18-JAN-94 INRO INRO 2
o-Trombina (E.C.3.4.21.5) no covalentemente unida con INRO 3

Serino proteasa /receptor 18-JAN-94 INRP INRP 2
o-Trombina (E.C.3.4.21.5) no covalentemente unida a INRP 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 codigo de entrada, y si se encuentra conjugada a algin
inhibidor.
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Figura 26. Diagrama esquemadtico de la estructura de P-acrosina de cerdo
producido en RasMol donde la molécula se esenta como espacio lleno. A. Se
muestra a la triada catalitica (His’°, Aspm, Ser”?) en rojo y el resto de los residuos
en blanco. B. Se muestra la posicion dentro de B-acrosina que involucra el extremo
amino terminal de la molécula en color turquesa. C. Se muestra la posicion dentro
de B-acrosina que involucra el extremo carboxilo terminal de la molécula en color
verde.
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Figura 27. Diagrama esquemdtico de la estructura de P-acrosina de cerdo
producido en RasMol. A. La molécula se representa como cintas, en donde, las
flechas amarillas representan a las hojas plegadas beta, las cintas rojas representan
las formaciones en alfa hélice, la triada catalitica (His7°, Aspm, 361222) se muestra
en forma de bastones azules y el resto de los residuos en blanco. B. La misma
presentacion que en A pero la triada catalitica se representa en forma llena roja y los
amino 4cidos basicos se representan llenos (Arg en morado, Lis en turquesa e His en
Amarillo). C. La misma presentacién que en B pero toda la molécula se representa
en forma llena, observandose asi mejor la ubicacion real de los amino acidos.
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y que para formar el dominio de unién la proteina necesita adoptar su estructura
secundaria y terciaria adecuadamente. Aunque este modelo de la molécula de B-
acrosina no es exacto en todas sus distancias atomicas, nos permite visualizar los
distintos amino4cidos bésicos que se encontrarian expuestos en la superficie de la

proteina.

F. HOMOLOGIA DE SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DE

B-ACROSINA DE SIETE ESPECIES DE MAMIFEROS

En cerdo, la unién 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 Gnico punto de contacto formado por sélo tres aminoacidos bésicos.
Esta diferencia podria deberse a caracteristicas de especificidad de especie, a pesar
de la alta identidad aminoacidica de las dos secuencias de B-acrosina. En vista de
las sugerentes diferencias reportadas se analizd la homologia de secuencias de
amino4cidos de B-acrosina entre siete especies de mamiferos, de manera de observar
las distancias genéticas entre estas especies que podrian correlacionarse con la
complejidad del sitio o dominio de unién secundaria de (-acrosina a la zona
pelicida (Figura 28). La homologia fue analizada a través del programa
computacional Clustal W 1.6 (Thompson y cols., 1994) basado en el método de
“unién de vecinos” o “neighbour-joining” (Saitou 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 arbol filogenético. En la Figura 29 se muestra
un dendograma radial de la homologia de secuencias de B-acrosina de las 7 especies
analizadas. La secuencia de B-acrosina de bovino no se incorporo al analisis debido
a que esta no tiene el extremo amino terminal de la molécula completo, lo que
introduce al sistema de andlisis una alta penalidad en el alineamiento miltiple de
secuencias. Como era de esperar, las secuencias de aminoacidos de B-acrosina
humana y del orangutin presentan la menor divergencia (0,014 unidades) y estan
ubicados en el dendograma al otro extremo de las secuencias de los roedores, los
cuales estin agrupados todos juntos (ratém, rata y cobayo). Por su parte, la
secuencia de B-acrosina de cerdo esti mas cerca de la rama de los primates que la de
los lagomorfos, los cuales estdn mas cerca de los roedores. Las secuencias de
aminoacidos de P-acrosina de comejo y cerdo presentan la mas alta divergencia

(0,259 unidades).

Esta divergencia de las secuencias de aminoacidos de B-acrosina entre las
especies de mamiferos analizada apoya la hipétesis que la unién secundaria se
podria mantener diferencialmente de acuerdo a la especie. Las diferencias
reportadas con respecto al sitio de unién entre conejo y cerdo concuerdan con los

resultados de divergencia de las secuencias de aminoacidos de estas dos especies, 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-HUMANO
ACRO-COBAYO
ACRO-ORANGUTAN

ACRO~CONEJO
ACRO-RATA
ACRO-CERDO
ACRO~-RATON
ACRO-HUMANO
ACRO-COBAYO
ACRO-ORANGUTAN

ACRO~CONEJO
ACRO-RATA
ACRO-CERDO
ACRO-RATON
ACRO~-HUMANO
ACRO-COBAYO
ACRO-ORANGUTAN

ACRO~-CONEJO
ACRO—-RATA
ACRO-CERDO
ACRO-RATON
ACRO-HUMANO
ACRO-~COBAYO
ACRO-ORANGUTAN

ACRO-CONEJO
ACRO-RATA
ACRO-CERDO
ACRO-RATON
ACRO-HUMANO
ACRO-COBAYO
ACRO-ORANGUTAN

—==MLPTAVLLVLVVSVVAKDNATCDGPCGLRFRONPQGGFRVVGGQAAQQGAWPWMVSL
MVEMLPTVVALVLAVSVVAKDNTTCDGPCGLRFRONPOAGIRIVGGQT S SRWAWPWMVSL
——-MLPTAVLLVILAVSVAARDNATCDGPCGLRFRQKLESGMRVVGGMSAEPGAWPWMVS L
MVEMLPTVAVLVLAVSVVAKDNTTCDGPCGLRFRONSQAGTRIVSGQOSAQLGAWPWMVSL
MVEMLPTAILLVLAVSVVAKDNATCDGPCGLRFRONPQGGVRIVGGKAAQHGAWPWMVSL
——-EMLPTAALLILAVSVIARDNTTCDGPCGLRFRONL.QGSVRIIGGQTAQPGAWPWMVSL

MVEMLPTAILLVLAVSVVAKDNATCDGPCGLRFROQNPQGGVRIVGGKAAQHGAWPWMVSL
ek e de d ke kkk ok kK kkkkkkkkkkkk | * * 3 de de de o

QIFTPRNNRRYHACGGVLLNAHWVLTAAHCFNNKQKVYEWRMVEGAQEIEYGTDKPVRPP
QIFTSHNSRRYHACGGSLLNSHWVLTAAHCEFDNKKKVYDWRLVEFGAHEIEYGRNKPVKEP
QI FMYHNNRRYHTCGGILLNSHWVLTAAHCFRNKKKVTDWRLI FGANEVVWGSNKPVKPP
QIFTSHNSRRYHACGGSLLNSHWVLTAAHCFDNKKKVYDWRLVFGAQEIFEYGRNKPVKEP
QIFRYN-SHRYHTCGGSLLNSRWVLTAAHCFVGKNNVHDWRLVFGAKEITYGNNKPVKAP
QIFMAHNNRRYHACGGILLNSHWVLTAAHCEDSKKKVYDWRLVFGAEEIEYGNNKPVRAP
QIFTY-~SHRYHTCGGSLLNSRWVLTAAHCFVGKNNVHDWRLVFGAKEITYGNNKPVKAP

d kK .***.*** dededk | dododode ok do ko gk * * _**..*** * * dddk  *

LOERYVEKVVTHDQYNYMTEGNDIALLKITPPVPCGPFIGPGCLPNSKAGPPKAAQTCYV
QQERYVQKIVIHEKYNAVTEGNDIALLKVTPPVTCGDFVGPGCLPHFKSGPPRIPHTCYV
LOERFVEEIITHEKYVSGLEINDIALIKITPPVPCGPFIGPGCLPQFKAGPPRAPQTCWV
QOERYVQKIVIHEKYNVVTEGNDIALLKITPPVICGNFIGPCCLPHFKAGPPQIPHTCYV
LQERYVEKIIIHEKYNSATEGNDIALVEITPPISCGRFIGPGCLPHFKAGLPRGSQSCWV
LQERYVEKIVIHEKYNIVNEGNDIALLKITPPVSCGPFIGPGCLPTFRAGPPKIPQTCYV
VQERYVEKIIIHEKYNSATEGNDIALVEITPPISCGRFIGPGCLPHLKAGLPRGSQSCWV

Fedkede * % d kdkdkdk  _ hkk  kk ok Kk dkk cex K, L

AGWGYVKENAPRPSPTIMEARVDLINLELCNSTQWYNGRITASNLCAGYPSGKIDTCQGD
TGWGYIKDNAPRPSPVIMEARVDLIDLDLCNSTQWYNGRVTSTNVCAGYPEGKIDTCQGD
TGWGYLKEKGPRTSPTLQEARVALIDLELCNSTRWYNGRIRSTNVCAGYPRGKIDTCQGD
TGWGYIKEKAPRPSPVLMEARVDLIDLDLCNSTQWYNGRVTSTNVCAGYPEGKIDTCQGD
AGWGYIEEKAPRPSSILMEARVDLIDLDLCNSTQWYNGRVQPTNVCAGYPVGKIDTCQGD
AGWGYIREKAPRPSPVLLEARVELIDLDLCNSTQWYNGRVMSTNVCAGYPEGKIDTCQGD
AGWGYIEEKAPRPSSILMEARVDLIDLDLCNSTQWYNGRVQPTNVCAGYPVGKIDTCQGD

o Fedekok *k * F* okkkk kk ok kkkkdk dhkkkdk K KR E Ak e de de kK KK ek

SGGPLMCRENQGEPFVVQGITSWGVGCARAKRPGIYTATWPFLDWIASRIGSN~~
SGGPLMCRDTRRQPFVIVGITSWGVGCARAKRPGVYTATWDYLDWIASKIGP~T~
SGGPLMCRDRAENTFVVVGITSWGVGCARAKRPGVYTSTWPYLNWIASKIGSN-~
SGGPIMCRDNVDSPEVVVGITSWGVGCARAKRPGVYTATWDYLDWIASKIGPN-~
SGGPLMCKDSKESAYVVVGITSWGVGCALAKRPGIYTATWPYLNWIASKIGS~~N
SGGPLMCRDNANSPFVVVGITSWGVGCARAKRPGIYTATWDYLDWIASKIGPS—~
SGGPIMCKDSKESAYVVVGITSWGVGCARAKRPGIYTATWPYLNWIASKIGSN——~

dededkdeddek Jx, hdededkekkdkdkdkdk ddddkdk hk _dk d dkdkk dk

Figura 28. Comparacién de las secuencias de aminoacidos de B—acrosina de siete
mamiferos. Sicte secuencias de aminoacidos de B-acrosina de distintos mamiferos
fueron analizadas a través del programa de homologia de secuencias y alineamiento
de secuencias miltiples CLUSTAL W(1.60). Los aminoacidos idénticos se indican
con asteriscos y los cambios conservados con puntos. Las palabras a la izquierda
indican a la especie de mamifero que corresponde la secuencia: conejo, rata cerdo,
raton, humano, cobayo y orangutan.
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ACRO-Orangutan ACRO-Cerdo
q 0.0052

ACRO-Humano
0.0085

ACRO-Cobayo

ACRO-Conejo
0.0534

ACRO-Ratén ACRO-Rata

Figura 29. Relaciones filogenéticas de secuencias de aminodcidos de $-acrosina
de algunos mamiferos. Siete secuencias de aminoacidos de B-acrosina de distintos
mamiferos fueron analizadas a través del programa de homologia de secuencias y
alineamiento de secuencias multiples CLUSTAL W(1.60) usando el método de
apareamiento de vecinos para construir un dendograma radial filogenético. Los
nameros de cada rama representan unidades de divergencia arbitrarias. Las
secuencias de cada proteina y sus respectivas referencias estdn almacenadas en el
banco de datos Swiss-Prot bajo los siguientes codigos: Acro-rata P29293, Acro-
raton P23578, Acro-cobayo S29599, Acro-conejo P48038, Acro-cerdo P08001,
Acro-orangutan A61022, Acro-humano P10323.
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secuencias de B-acrosina es de 58,8 %, incrementandose a 74,56 % si se compara la

secuencia humana con la de cerdo.

G. UNION DE B-ACROSINA RECOMBINANTE A LAS ZONAS

PELUCIDAS in toto

Se demostr6 que las proteinas yodadas [-acrosina recombinante y
proacrosina nativa se unen a las zonas pelacidas in foto con la misma capacidad de
union. Esta unidn se satura a las tres horas de coincubacion y ocurre en forma dosis
dependiente de la concentracion de la proteina recombinante, al igual que en los
ensayos de uniéon usando zonas pelicidas solubilizadas. Ademas, esta unién es
inhibida por 10 pg/ml de proacrosina nativa no marcada, y por 100 pM de
fucoidano, confirmando los resultados de competencia realizados por dot blot
obtenidos anteriormente. Sin embargo, en estos ensayos la inhibicion no fue total
como en los ensayos de dot blot. Esto podria deberse a que en este ensayo la
interaccion ocurre entre una matriz estructurada y proteinas en solucién y por lo
tanto al competidor le seria mas dificil disociar esta unién que entre dos proteinas en

solucion.

Se determiné que la proteina recombinante de $-acrosina se mantenia unida a
las zonas pelacidas intactas hasta por 12 horas luego de realizado el ensayo de
unién. Esto indica que bajo las condiciones experimentales usadas la B-acrosina

recombinante no se activaria proteoliticamente después de entablar la union
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secundaria y no seria capaz de liberarse de su interaccion con las glicoproteinas de la
zona pelacida. 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 activacion
presente normalmente en el acrosoma. Esta observacion no invalida el modelo de
unién — liberacion que explica el proceso de penetracion a través de la zona pelicida
ya que el proceso de activacion proteolitica inducido por la union a las
glicoproteinas de la zona pelicida es sobre el zimégeno proacrosina, el cual se
encuentra unido a la matriz del acrosoma a diferencia de la proteina recombinante

que es soluble.

La localizacion de la union de las proteinas recombinantes de B-acrosina a la
zona pelucida intacta, mediante los ensayos de union y autoradiografia, demuestran
que esta union ocurre en la superficie y en todo el grosor de la zona pelicida y que
ademas su distribucion inicial es heterogénea (Figura 18). Una mayor exposicién de
las muestras confirma que la marca se distribuye cubriendo toda la superficie de la
zona pelicida. Este hecho sugiere que en la zona peliicida existirian ligandos para
B-acrosina distribuidos heterogéneamente, de alta afinidad que se marcarian
primero, y ademas, ligandos de menor afinidad que permitirian que se marque el

resto de la zona pelicida.

De todos estos resultados se concluye que B-acrosina recombinante se une

especifica y selectivamente en la superficie y todo el grosor de las zonas pelicidas




125

intactas. Estos hechos validan los ensayos para determinar el papel de B-acrosina en

la penetracion espermatica a través de la zona pelicida.

H. PAPEL DE §-ACROSINA RECOMBINANTE EN LA PENETRACION

ESPERMATICA in vitro

En los ensayos de maduracién de ovocitos ovaricos de cerdo se determind
mediante microscopia de epifluorescencia analizando el estado de maduracion
nuclear o la presencia del primer corpiisculo polar que mas del 90 % de los ovocitos
alcanzan la maduracién. Sin embargo, los porcentajes de fecundacion in vitro 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 (Betancourt y cols., 1993;
Nagai, 1994; Suzukiy cols., 1994; Abeydeera y cols., 1998; Lynham y Harrison,
1998), en donde se mencionan porcentajes de alrededor de 70% y un niimero alto de
poliespermia. Cuando el ensayo de fecundacion in vitro se realiz6 en presencia de la
proteina recombinante de B-acrosina o la recombinante mutada en el sitio catalitico
o preincubando los ovocitos maduros por tres horas con ellas, los porcentajes de
fecundacion fueron inferiores a los controles pero que no resultaron ser

estadisticamente significativos.

Debido a que los porcentajes de fecundacion son muy variables, ain en los

controles, no es factible concluir irrefutablemente respecto al probable efecto que
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pudieran o no producir la presencia de las proteinas recombinantes de B-acrosina
durante la coincubacion de los gametos homdlogos 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 forma muy discreta o
no afectar del todo el proceso de fecundacion in vitro. Esto podria explicase al
menos de tres formas: primero, estando bloqueados todos los sitios de unioén para
acrosina, la proacrosina nativa presente en el acrosoma del espermatozoide
reaccionado, posea mayor afinidad por sus ligando en la zona pelicida y desplace a
la recombinante previamente unida. Segundo, proacrosina al ser capaz de activarse
proteoliticamente, podria abrirse paso degradando a la proteina recombinante unida.
Tercero, que otras moléculas presentes en la matriz del espermatozoide reaccionado
permiten la union secundaria y penetracién del espermatozoide hacia el espacio
perivitelino. Esto tdltimo es apoyado por los resultados obtenidos con ratones
knock-out del gen de proacrosina (Baba y cols., 1994; Adham y cols., 1997), cuyos
espermatozoides son capaces de fecundar aunque no presentan esta proteina.
Ademas, recientemente se han descrito en estos mismos espermatozoides dos nuevas
serino proteasas acrosomales que son liberadas después de la reaccién acrosémica
(Kohno y cols., 1998). Al menos una de ellas seria proteoliticamente activa y su

activacion seria dependiente de alguna otra proteasa del tipo tripsina ain no descrita.

Por dltimo, a pesar de la alta homologia de aminoacidos encontrada entre -

acrosina de cerdo y humana en ningan experimento las proteinas recombinantes de
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B-acrosina (ie cerdo interfirieron en el proceso de penetracion de espermatozoides
humanos a zonas pelicidas cadavéricas humanas (Figura 24). A pesar que en los
ensayos de fecundacion in vitro de cerdo en presencia de las proteinas
recombinantes (ensayos homdlogos) no fue significativamente inhibida, el efecto
nulo de las proteinas recombinantes sobre la fecundacion heterdloga sugiere que los
resultados obtenidos en los ensayos homdlogos serian bioldgicamente importantes y

que el 25% de no-identidad entre las secuencia aminoacidicas de las dos especies

seria suficiente para determinar la especificidad de especie de la fecundacion.




1. Las proteinas recombinantes normal y Ser/Al

CONCLUSIONES

a*? de B-acrosina presentan

uni6n especifica a las glicoproteinas de la zona pelicida, la cual no difiere de

la proteina nativa.

. Se demostré que la actividad catalitica de la proteina recombinante de B-

acrosina no es necesaria para la unioén secundaria a la zona pelicida.

. Se confirmé que la unién de B-acrosina de cerdo a la zona pelicida requiere
de la secuencia completa de B-acrosina y depende de la estructura primaria,
secundaria y terciaria de la molécula. Por lo tanto, €l sitio de union estaria
formado por aminoacidos localizados en diferentes porciones de la molécula

que convergen formando el dominio de union.

. La proteina recombinante de B-acrosina no solo es capaz de unir zonas
pelacidas intactas, sino que se une en forma especifica, sobre toda la

superficie y grosor de esta.
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5. Todas las anteriores conclusiones nos permiten sugerir que el sistema
proacrosina/acrosina participa en la unién secundaria del espermatozoide a la

zona pelicida.

6. Por tltimo, se concluye que en la union secundaria a la zona pelacida ademas
de acrosina participarian otra u otras moléculas de unidn, ya que acrosina a
pesar de unirse a las zonas pelacidas intactas no es capaz de impedir la

penetracion espermatica ni la fecundacion in vitro.
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