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RESUMEN

En el presente trabajo se han estudiado distintos aspectos relacionados con
la participacion de la proteina epididimaria DE en el proceso de interaccion
de gametas. En primer lugar, se estudio el tipo de asociacion de DE a la
membrana del espermatozoide. Los resultados mostraron que esta proteina
se une con dos afinidades distintas existiendo una poblacién “débilmente
unida’ que se libera del espermatozoide durante la capacitaciéon y otra
“fuertemente unida” que permanece asociada y participa en la interaccion
con la zona pellucida y en el proceso de fusion de gametas. La
secuenciacion de un péptido interno de DE indicd la existencia de una
proteina homodloga en raton, la cual participa en el proceso de fusion
espermatozoide-ovocito tanto en esta especie como en el sistema heterdlogo
raton-rata. La participacién de DE en el proceso de fusiébn de membranas a
través de un mecanismo alternativo al previamente propuesto, indica la co-
existencia de mas de un mecanismo molecular en el proceso de fusién y
brinda las primeras evidencias sobre los mecanismos involucrados en el
proceso de fusiéon cruzada entre especies. Por ultimo, los resultados
indicando que la aparicién de sitios complementarios para DE en el oolema
otorga fusogenicidad al ovocito durante la ovogénesis, estarian brindando
importante informacion sobre los mecanismos por los cuales el ovocito

adquiere su capacidad de fusionarse con el espermatozoide.

Palabras clave: espermatozoide, ovocito, interacciéon de gametas, proteinas
epididimarias, fertilizacion, ovogénesis, fusion espermatozoide-ovocito



ABSTRACT

In the present work we studied different aspects related to the participation of
the epididymal protein DE during sperm-egg interaction. First, we studied the
association of DE to the sperm plasma membrane. Results indicated the
existence of two populations of DE: one “loosely” bound and released during
sperm capacitation, and another one “tightly” bound, which remains on the
sperm and participates in sperm-zona interaction and sperm-egg fusion. The
sequentiation of a tryptic peptide of DE indicated the existence of a mouse
homologue protein, that participates in both mouse-mouse and mouse-rat
sperm-egg fusion. The participation of DE in the membrane fusion process
through a mechanism alternative to the previously described, indicates the
co-existence of different molecular mechanisms in gamete fusion and
provides the first evidence on the mechanism involved in fusion between two
different species. Finally, results indicate that the appearence of DE binding
sites on the oocyte surface mediates the development of fusogenicity during
oogenesis, providing important information on the molecular mechanisms by

which the oocyte acquires its ability to fuse with a spermatozoa.

Keywords: sperm, egg, sperm-egg interaction, epididymal proteins,
fertilization, oogenesis, sperm-egg fusion.
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INTRODUCCION

La fertilizacion es el proceso por el cual las gametas femenina y masculina se
unen para formar la progenie que posee caracteristicas genéticas Unicas,

diferentes a las de sus padres.

Desde el punto de vista de sus genomas, ambas gametas son iguales. Sin
embargo su ciclo de vida y comportamiento son distintos. Ambos tipos de
gametas se producen a partir de células diploides las cuales pueden ser
observadas en estadios embrionarios muy tempranos, previos a la formacién de
las génadas (Byskov, 1982). Estas celulas, a las que se denomina células
germinales primordiales (CGP), son la unica fuente de gametas en el aduilto.
Originalmente se localizan en el endodermo del saco vitelino y migran desde su
posicion original hasta el sitio de desarrollo gonadal. Durante esta migracion las

CGPs se dividen activamente, aumentando mas de mil veces su nimero.

Hasta aqui los eventos son independientes del sexo del embridn, pero a partir
de la colonizacion de los esbozos gonadales, comienzan las diferencias segun
el embrion sea masculino o femenino. Si el embridbn es masculino, se
desarrollan cordones celulares que rodean a las células germinales, las cuales
se diferencian a espermatogonias y por divisibn meidtica daran origen a los
espermatozoides. Este proceso se denomina espermatogénesis. En los
embriones femeninos, en cambio, las células germinales diferenciadas en
ovogonias no permanecen confinadas en cordones celulares y sufren el proceso

meidtico denominado ovogénesis, para dar origen a las gametas femeninas, los

ovocitos.

1.Ciclo de vida de las células germinales

El ciclo de vida de las células germinales es diferente segun se trate del sexo

masculino o femenino (Figura !). En los machos, las divisiones meiéticas no



comienzan hasta un periodo cercano a la pubertad. Una vez alcanzada la
pubertad, los espermatozoides se producen en forma ininterrumpida durante
toda la vida del individuo. Por lo tanto, la cantidad de espermatozoides

producida durante la vida de un macho es ilimitada.

En las hembras, por el contrario, la meiosis comienza muy temprano,
generalmente en la vida embrionaria, o en algunas especies como el hamster y
el gato en la etapa perinatal (Siracusa et al., 1985). La meiosis avanza hasta el
estadio de diplotene y en este estadio se produce un arresto meiético. Con el
advenimiento de la pubertad, y el inicio de los ciclos reproductivos, algunos
ovocitos como asi también los foliculos que los rodean, sufren una serie de
cambios entre los que se incluye el reinicio de la meiosis. Esta vuelve a
arrestarse en los ovocitos que han aicanzado la metafase Il, y es en este
estadio en que se produce la ovulacion. La meiosis sélo se completa si el
ovocito es fertilizado (Wassarman, 1994). Por lo tanto, en las hembras, las
ovogonias poseen un tiempo de vida muy limitado, que no va mas alla del
periodo cercano al nacimiento. Asi, la produccion de ovocitos tiene un limite
maximo, establecido por el nimero de divisiones mitoticas que sufrieron las
células germinales antes de comenzar la meidsis. Considerando ademas, el
hecho de que gran parte de los foliculos ovaricos sufren atresia que lleva a la
degeneracion del ovocito, la cantidad de ovocitos disponibles resulta muy

limitada, sobre todo si se la compara con la produccion en el macho.

2. El ovocito

Como se menciond anteriormente, los ovocitos ovulados se producen mediante

un proceso meiético que transcurre en el ovario denominado ovogénesis.

2.1 Ovogénesis

La ovogénesis puede dividirse en dos etapas: la etapa de crecimiento del

ovocito, que transcurre mientras la meiosis esta detenida en diplotene y la etapa
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Figura I. Ciclos de vida de las células germinales masculinas y femeninas.

Las células germinales de ambos sexos se dividen mitéticamente hasta el
momento cercano a la diferenciacion gonadal. A partir de ese momento, durante
la vida fetal, todas las células germinales femeninas entran en meiosis. Las
células germinales masculinas mantienen una poblacion que se divide
mitéticamente, a partir de las cuales se generaran las células meidticas durante

toda la vida adulta del individuo.




de maduracidn que consiste en el reinicio de la meiosis hasta su nueva
detencion en metafase ll. Si bien el comienzo de la etapa de crecimiento
requiere de gonadotrofinas, el desarrollo posterior de la misma es
independiente de hormonas (Baker, 1982). El ovario de una hembra, ya sea
prepuber o sexualmente madura, contiene en todo momento un 10 % de
ovocitos en crecimiento. La maduraciéon, en cambio, requiere de un pico de
gonadotrofinas. En cada ciclo aquellos ovocitos que hayan completado la etapa
de crecimiento sincronizadamente con el pico de hormonas podran reiniciar la
meiosis, aquellos que lo completen en otro momento degeneran por un proceso

apoptético denominado atresia.

2.1.1.Crecimiento del ovocito

El ovocito de mamifero posee un diametro aproximado de 70 - 120 um segun la
especie (Austin, 1961). Si bien su tamano es relativamente pequefio en
comparacién a los ovocitos de muchos grupos no mamiferos, el mismo resulta
extraordinariamente grande en relacién al tamano de las células somaticas.
Este aumento de aproximadamente 300 veces el volumen de una célula
somatica ocurre mientras el proceso meibtico se encuentra arrestado en la
etapa de diplotene. Esta etapa se caracteriza por una enorme actividad
metabdlica y sintética (Wassarman, 1983), la cual se refleja en un marcado
cambio en la ultraestructura del ovocito. Entre estos cambios se incluye la
remodelacion de estructuras ya existentes y la aparicion de algunas organelas
nuevas que participan en distintos eventos de la fertilizacién y el desarrolio
embrionario temprano, tales como los granulos corticales y la zona pellucida
(ZP) (Blanchette, 1961; Adams y Hertig, 1964, Weakley, 1966; Wassarman et
al., 1978). Algunos de los cambios que acompanan el crecimiento del ovocito

ocurren a nivel de:

e Nucleo: si bien durante la etapa de crecimiento el nucleo o vesicula
germinal (VG) duplica su diametro (Chouinard, 1975; Wassarman et al.,

1978), el paralelo crecimiento del ovocito resulta en un marcado cambio en



la relacién de volumen citoplasma:nucleo, aumentando de 8:1 en ovocitos

pequefios a 64:1 en ovocitos que han completado su crecimiento.

Nucleolo: la VG de los ovocitos en crecimiento contiene un unico nucleolo
grande o, dos nucleolos mas pequenos. Durante el crecimiento, los
nucleolos aumentan de tamafo y sufren cambios progresivos en la
estructura fina de los mismos indicativos de un periodo de intensa sintesis
de ARN ribosomal (Chouinard, 1971; Hartung y Stahl, 1978).

Mitocondrias: el crecimiento del ovocito esta acompaiiado no sélo por un
aumento en el numero de mitocondrias presentes, sino también por
marcados cambios en la ultraestructura de las mismas (Stem et al., 1971;
Wassarman et al, 1978). Los ovocitos pequenos poseen mitocondrias
elongadas con numerosas crestas orientadas transversalmente. Durante el
crecimiento se acumulan mitocondrias con formas mas redondeadas u

ovaladas con crestas de aspecto columnar.

Aparato de Golgi: al igual que las mitocondrias, el aparato de Golgi sufre
grandes cambios ultraestructurales indicativos de una alta actividad
secretoria (Wassarman et al, 1978). Durante los primeros estadios del
crecimiento, las cisternas presentan un aspecto achatado y a medida que el
proceso avanza, las mismas adoptan una apariencia vacuolar y estan

rodeadas de una gran cantidad de vesiculas secretorias.

Ribosomas: paralelamente a los cambios en el nucleolo, en el citoplasma de
los ovocitos en crecimiento se acumula una gran cantidad de ARN ribosomal
(Garcia et al.,, 1979). Sin embargo, la densidad de ribosomas disminuye
enormemente. El numero de ribosomas presentes en polisomas aumenta
durante el crecimiento, lo cual es consistente con los cambios en la

velocidad de sintesis de proteinas que se dan durante esta etapa.



Membrana plasmatica u oolema: durante la etapa de crecimiento aparecen
las microvellosidades caracterisiticas de la membrana plasmatica del
ovocito. Estas estan distribuidas uniformemente en toda la superficie del
ovocito (Ebensperger y Barros, 1984). Ha sido descripto que la membrana
plasmatica de los ovocitos de hamster y de ratdén adquieren la capacidad de
fusionarse con el espermatozoide durante la etapa de crecimiento (Zuccotti
et al, 1991; Zuccotti et al, 1994). Sin embargo, ain se desconoce el

mecanismo por el cual dicha capacidad es adquirida.

Tal como se menciond anteriormente aparecen en el ovocito en crecimiento

estructuras nuevas como lo son los granulos corticales y la zona pellucida.

Granulos corticales: los granulos corticales son pequefas organelas
esféricas, rodeadas de membrana que se localizan en la regién cortical del
ovocito maduro (Gulyas, 1980; Ducibella et al., 1988; Ducibella et al., 1994).
Estos granulos se fusionan con la membrana del ovocito luego de la
fertilizacidn, liberan su contenido mayormente compuesto por proteasas,
participando asi en el mecanismo de prevencion de polispermia. La
aparicion de los granulos corticales esta asociada a la expansion del aparato
de Golgi. Distintos estudios morfolégicos indican que existen poblaciones
heterogéneas de granulos corticales con respecto a su contenido, que
podria estar reflejando una heterogeneidad funcional de los granulos o
simplemente diferentes estados de maduracion de los mismos.
Recientemente, ha sido descripta una proteina de granulos corticales de 75
kDa (p75) que es sintetizada por los ovocitos en crecimiento (Pierce et al.,
1990; Pierce et al., 1992). Su caracterizaciébn podria aumentar el

conocimiento de la biosintesis de granulos corticales durante esta etapa.

Zona pellucida: la ZP es una matriz extracelular glicoproteica relativamente
gruesa que rodea al ovocito y que aparece durante la etapa de crecimiento,

aumentando su espesor a medida que los ovocitos aumentan de didmetro



(Chiquoine, 1960; Kang, 1974; Haddad y Nagai, 1977). La aparicion de
material de la ZP alrededor del ovocito coincide con el inicio del crecimiento
del mismo. La ZP participa en diversas etapas del proceso de fertilizacion
tales como la union del espermatozoide al ovocito, la induccién de la
reaccion acrosomal, los mecanismos de prevencion de polispermia y, una
vez que ha comenzado el desarrollo embrionario temprano, en el
mantenimiento de los blastomeros unidos hasta el momento de la eclosion e
implantacion (Wassarman, 1983). La ZP esta formada por 3 o 4 tipos de
glicoproteinas que han sido identificadas y caracterizadas en varias
especies (ratéon: Bleil y Wassarman, 1980; porcino: Dunbar et al., 1980; rata:
Araki et al., 1992; equino: Miller et al., 1992; conejo: Lee et al., 1993; bovino:
Noguchi et al., 1994; humano: Bercegeay et al., 1995; mono: Martinez et al.,
1996). Si bien durante muchos anos hubo controversias acerca del origen de
las proteinas de la ZP, ha sido demostrado por estudios de
inmunohistoquimica e hibridizacién in situ que las proteinas que componen
la ZP son sintetizadas y secretadas, exclusivamente, por el ovocito en
crecimiento (Philpott et al., 1987, Roller et al., 1989). En los primeros
estadios del crecimiento, la ZP aparece como “parches” de filamentos finos
entre el ovocito y las células foliculares que lo rodean. A medida que el
ovocito crece, estos “parches” se van uniendo hasta rodear por completo al
ovocito. Sin embargo, el contacto entre el ovocito en crecimiento y la capa
mas interna de células foliculares continua a través de uniones tipo “gap”
formadas entre la membrana del ovocito y extensiones de las células
foliculares que atraviesan la ZP (Anderson y Albertini, 1976; Gilula et al.,
1978). Estas uniones tendrian importancia en el mantenimiento de las
funciones nutricias y regulatorias que ejercen las células foliculares sobre el

ovocito (Wassarman, 1994).

Durante esta etapa los ovocitos adquieren también la capacidad de reiniciar la
meiosis, es decir adquieren competencia meiotica. Esto se aplica tanto a

ovocitos crecidos in vivo como in vitro. En raton, los ovocitos con un diametro



menor a 60 um permanecen arrestados en diplotene aun al ser incubados en
condiciones que favorezcan la reiniciacion de la meiosis (De Smedt et al.,
1994), indicando que los ovocitos deben superar un tamaro critico para poder

reasumir la meiosis.

2.1.2. Maduracién del ovocito

En cada ciclo estral y previo a la ovulacion, los ovocitos que han completado su
crecimiento en ese momento pueden reiniciar la meiosis. Estos cambios a nivel
genomico son acompanados por una serie de cambios a nivel citoplasmatico.El
proceso de maduracion puede ser dividido en las siguientes etapas: ruptura de
la VG, condensacion de cromosomas, formacioén del huso correspondiente a la
metafase I, emisién del primer corpusculo polar, y formacién del huso
correspondiente a la metafase ||l (Wassarman, 1994) que, como ya se
menciono, es el estadio en el que se produce la ovulacién en la mayoria de los
mamiferos. La progresion mas alla de la metafase Il (que implica la separacion
de las cromatidas y emision del segundo corpusculo polar), sélo ocurre si el
ovocito es fertilizado. La reasuncidon de la meiosis hasta metafase |l ocurre in
vivo luego del pico preovulatorio de FSH y LH o, in vitro, por la liberaciéon del
ovocito del foliculo que lo contiene y su incubacion en un medio apropiado
(Baker, 1982, Wassarman, 1994).

Ruptura de la VG: Este proceso comienza con una suave ondulacién de la
envoltura nuclear que podria estar relacionada con la condensacion de los
cromosomas. A partir de ese momento comienza la desaparicién de los poros
nucleares que culmina con la completa desaparicion de la envoltura nuclear. La
membrana que constituia dicha envoltura, pasa a formar parte del reticulo
endoplasmico y podria cumplir algun papel en la formacién de los prontcleos
luego de la fertilizacion. El nucleolo desaparece inmediatamente después de
entrar en contacto con el citoplasma. Esta constituye la unica etapa del proceso
de maduracion que puede ser detectada por simple observaciéon de los ovocitos

por lo que es utilizada como parametro del inicio del proceso de maduracion.
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Condensacion de los cromosomas: En los ovocitos en estadio de VG los
cromosomas presentan un aspecto de cepillo o “lampbrush”, indicativo de una
alta tasa de transcripcion, que desaparece durante la etapa de condensacion.
Cuando esta etapa estd casi completa, los cromosomas bivalentes se
encuentran asociados a los restos de envoltura nuclear. Luego, los cromosomas
se distribuyen en el centro del ovocito perdiendo su contacto con la envoltura

nuclear.

Formacién del huso meibtico I. Mientras transcurren las dos etapas anteriores,
aparecen en el citoplasma los cinetocoros y otras estructuras organizadoras de
microtubulos. Los microtibulos se extienden hacia la VG rota (Calarco et al,,
1972). Aparece entonces el huso meidtico que crece progresivamente. Uno de
los polos del huso esta localizado cerca de la corteza del ovocito. El huso esta
rodeado de un area densa formado principalmente por mitocondrias y vacuolas,
mientras que los granulos corticales estan excluidos de esta region. A medida
que la meiosis prosigue hacia anafase, los bivalentes se mueven hacia los lados
opuestos del huso meiético y el huso rota 90°. Esta rotaciéon involucraria a los

microfilamentos de actina (Wassarman, 1994).

Emisién del primer corpusculo polar. Durante la progresion de la anafase y la
telofase se forma en el ovocito una protuberancia que se convertira luego en el
primer corpusculo polar. Durante la telofase, se forma alrededor de la region
central de! huso un anillo membranoso, vacuolar y basofilico comenzando asi la
separacion del corpusculo (Széliési et al., 1972; Calarco et al., 1972). Ademas
de los cromosomas, el corpusculo polar posee una variedad de organelas que
incluye mitocondrias, ribosomas y granulos corticales (Zamboni, 1970). Si bien
en algunas especies el primer corpusculo polar puede dividirse, en la mayoria
de los casos el huso meidtico no se forma, por lo que el corpusculo puede
desaparecer en forma temprana (rata) o permanecer sin dividirse (conejo,
hamster) (Austin, 1982). La meiosis prosigue hasta metafase ll, estadio en el

cual vuelve a arrestarse.
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Como se menciond anteriormente, durante la etapa de crecimiento el ovocito
esta comunicado con las células foliculares o del cumulus por uniones tipo
“gap”. Si se inyecta colorante en algunas células del foliculo éste se transfiere
entre las células del cumulus y el ovocito, indicando que las células estan
acopladas iénica y metabdlicamente (Gilula et al., 1978; Racowsky y Satterlie,
1985). Sin embargo, durante el proceso de maduracién, existe una disminucion
en el numero de uniones tipo “gap” que, en la mayoria de las especies,
desaparecen por completo en el momento de la ovulacion (Larsen et al., 1986).
En las especies en que ésto ocurre las células del cimulus externas y las de la
corona radiata (la capa de células mas interna, en contacto directo con la ZP)
son morfolégicamente indistinguibles entre si. En cambio, en las especies en
que las uniones “gap” persisten en los ovocitos ovulados (como en el conejo), la
corona radiata es faciimente distinguible del resto de las células (Dickman,
1963). Las células del cumulus comienzan a secretar acido hialurénico
produciéndose el fendmeno de expansidn o mucificacion del cumulus (Eppig,

1982).

2.2 Estructura general del ovocito ovulado

Luego de los procesos de crecimiento y maduracién que se dan dentro del
foliculo ovarico, el ovocito maduro es ovulado y transportado al oviducto, donde
ocurrira la fertilizacion (Harper, 1994). La estructura del ovocito de mamifero
ovulado se muestra en la Figura Il. El citoplasma del ovocito u ooplasma, se
encuentra delimitado por la membrana plasmatica u oolema. ElI ooplasma
contiene las organelas previamente descriptas (ver Crecimiento del ovocito)
como asi también el huso meidtico. La region en la cual se localiza el huso es
deficiente en organelas y rica en microfilamentos de actina (Ducibella, 1991).
Mas aun, la membrana plasmatica que recubre el huso meidtico no posee

microvellosidades. Por lo tanto, el ovocito ovulado es una célula polarizada.
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Figura Il. Diagrama de la estructura general de un ovocito ovulado de
mamifero.
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Rodeando al ovocito se encuentra la ZP. Esta es permeable a macromoléculas
grandes y pequenos virus y consiste fundamentalmente en proteinas y
carbohidratos, variando la proporcion de cada uno de estos componentes segun
las especies. La solubilidad de la zona en condiciones variables de pH,
concentracion idnica, temperatura, y en presencia de detergentes y urea,
permitié establecer un modelo en el cual los componentes glicoproteicos se
encuentran organizados como complejos supramoleculares unidos por fuerzas
no covalentes (Wassarman, 1994). Como se mencioné anteriormente, distintas
familias de glicoproteinas han sido identificadas como componentes de la ZP de
ovocitos de diversas especies. En el raton, una de las especies en que la ZP ha
sido mayormente estudiada, se han identificado 3 glicoproteinas, ZP1, ZP2 y
ZP3, con pesos moleculares respectivos de 200.000, 120.000 y 83.000 (Bleil y
Wassarman, 1980). Las glicoproteinas de la ZP estan organizadas de una
forma muy especifica. La ZP esta compuesta por filamentos largos
interconectados entre si que son polimeros de ZP3 y ZP2 (Greve y Wassarman,
1985; Wassarman y Mortillo, 1991). Los dimeros de ZP2-ZP3 estan localizados
aproximadamente 140 A uno del otro, por lo que esta periodicidad estructural es
visible en microscopias electronicas de ZP solubilizada (Wassarman et al,,
1996). Estos filamentos estan conectados entre si por ZP1, creando una matriz
tridimensional. Por lo tanto, adicionaimente a sus otras funciones, cada

glicoproteina de la ZP juega un papel importante en el ensamblado de la misma.

Entre la ZP y la membrana plasmatica del ovocito se encuentra un espacio lleno
de fluido, el espacio perivitelino. En la etapa previa a la ocurrencia de la primera
division meidtica este espacio es virtual, pero con la emision de cada

corpusculo polar se libera fiuido que llena este espacio.

Rodeando al ovocito con su ZP se encuentra un grupo de células de origen
folicular, mas especificamente derivadas de las células de la granulosa y que en
conjunto forman el cumulus oophorus. Dado que, aunque sin uniones

intercelulares, el cumulus persiste aun luego de la fertilizacion en la mayoria de
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los mamiferos, se cree que el mismo tendria una funcién en la etapa post-
ovulatoria distinta a la funcién nutricia de la etapa pre-ovulatoria. Una posible
funcidén seria la de permitir una eficaz captura del ovocito por parte de las
trompas o, tal vez, debido a la disposicién radial de las células, la de guiar al
espermatozoide hacia el ovocito (Austin, 1982). Cabe mencionar que ha sido
demostrado que el fluido folicular que se arrastra entre las células del cimulus
durante la ovulacion, posee diversos factores que favorecerian la interaccion

espermatozoide-ovocito (Ralt et a/., 1991).

El periodo posterior a la ovulaciéon, durante el cual el ovocito es capaz de
fusionarse con un espermatozoide y dar origen a un embridon normal, es lo que
se conoce con el nombre de vida fértil del ovocito. En general, los ovocitos
permanecen fértiles por un periodo de 24 hs luego de la ovulacién (vaca, oveja,
cerdo, hombre). Sin embargo en algunos casos este periodo no sobrepasa las
12 hs post-ovulatorias (conejo, rata, hamster, raton) (Austin, 1970). Si el tiempo
transcurrido entre la ovulacion y la fertilizacion es mayor que la vida fértil del
ovocito, el desarrollo embrionario puede iniciarse, pero generalmente resuita

anormal y de duracion limitada (Austin, 1982).

3. El espermatozoide

Como ha sido mencionado, el espermatozoide es el producto final de la meiosis
en el macho. Los espermatozoides de las distintas especies varian mucho con
respecto al tamano. Los del hombre, conejo y la mayoria de los animales
domésticos miden alrededor de 50 pm de largo, mientras que los de los

roedores son mucho mas largos, midiendo entre 150 y 250 pm (Setchell, 1982).

Tipicamente, la gameta masculina posee dos componentes principales: |a
cabeza y el flagelo o cola. A pesar de que estas dos estructuras estan
presentes en todos los mamiferos, existe una gran variacion de forma y tamaro

entre los espermatozoides de distintas especies (Yanagimachi, 1981). En la
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mayoria de las especies (ej. humano, conejo, cobayo, toro), la cabeza de los
espermatozoides posee forma espatulada mientras que los roedores poseen en

general, cabeza con forma falciforme.

En la Figura Ill se muestra un esquema de un espermatozoide de mamifero. La
cabeza contiene al nucleo y una estructura denominada acrosoma que posee
las enzimas necesarias para atravesar las envolturas que rodean al ovocito y
fertilizarlo. La cola, por su parte, contiene la maquinaria y fuentes energéticas

necesarias para otorgarle motilidad al espermatozoide.

3.1 Estructura de la cabeza:

La Figura IV muestra un diagrama de un corte sagital de la cabeza de un
espermatozoide tipico de mamifero. La cabeza esta ocupada principalmente por
las dos estructuras anteriormente mencionadas: el nucleo y el acrosoma.
Existen también pequefnas cantidades de citoplasma y componentes del
citoesqueleto, que se localizan en el pequefo espacio entre el acrosoma y el

nucleo y por debajo de la membrana plasmatica.

El nucleo consiste en una masa de ADN altamente condensada en asociacién
con proteinas pequenas, basicas, ricas en cisteinas y argininas, denominadas
“protaminas" (Bellvé y O'Brien, 1983). Estas protaminas son producto de la
expresion del genoma haploide, ya que el ARN mensajero codificante para las
mismas se sintetiza en las espermatidas (Hecht et al., 1986). El complejo
altamente condensado ADN-protaminas, se encuentra estabilizado por la

presencia de puentes disulfuro entre las protaminas (Setchell, 1982).

El nucleo esta rodeado por una envoltura nuclear atipica. La mayor parte de la
misma carece de poros nucleares, y la distancia entre las dos membranas que
la forman es mucho mas pequera que la existente en las células somaticas. Sin

embargo, en la regién mas caudal, existen gran cantidad de poros y la distancia
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Figura lll. Esquema de un espermatozoide tipico de mamifero
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entre ambas membranas es similar a la existente en otros tipos celulares
(Friend y Fawcett, 1974).

El acrosoma se origina en la espermatida a partir del aparato de Golgi y
consiste en una estructura rodeada de membrana que contiene un conjunto de
enzimas necesarias para la penetracién del ovocito (este punto se discutira mas
adelante). El acrosoma se localiza en el extremo anterior de la cabeza,
inmediatamente por debajo de la membrana plasmatica. Debido a que el nicleo
se inserta profundamente en el acrosoma, la membrana plasmatica de éste
queda dispuesta en dos partes: una parte situada inmediatamente por debajo de
la membrana plasmatica, la membrana acrosomal externa, y otra rodeando a la
region anterior de la envoltura nuclear, la membrana acrosomal interna. Entre
ambas se encuentra el contenido acrosomal. Si bien tanto la membrana
acrosomal externa como la interna constituyen una unica membrana, ambas
poseen caracteristicas diferentes. Por ejemplo, la membrana acrosomal interna
del ratén y el conejo resuilta, a diferencia de la externa, sumamente resistente a
la disrupcién quimica y fisica, incluyendo tratamientos con detergentes no-

i6nicos y sonicacion (Rahi et al., 1983; Huang y Yanagimachi, 1985).

El acrosoma consiste de dos segmentos: el capuchdn acrosomal (también
llamado acrosoma anterior) y el segmento ecuatorial. La distribuciéon y tamano
relativo del capuchén acrosomal y segmento ecuatorial varian segun las
especies (Yanagimachi, 1981). En la Figura V se observan las diferencias en los
tamanos relativos de ambas estructuras tanto en espermatozoides con cabeza
espatulada como falciforme. E! término "segmento ecuatorial” resulta apropiado
para espermatozoides cuyas cabezas poseen formas espatuladas ya que, en
estos casos, la regidon mencionada se encuentra formando una banda sobre el
area ecuatorial de la cabeza. Sin embargo, en espermatozoides con cabezas
falciformes, el segmento ecuatorial cubre la mayor parte de la superficie lateral
de la cabeza (Phillips, 1977, Yanagimachi, 1981).



—

19

Capuchon
Acrosomal
Segmento
Ecuvatorial
Region COBAYO

Postacrosomal
TORO CONEJO

F! RATON
HAMSTER RATA

Figura V. Diagramas ilustrando las distintas formas que presenta la cabeza
de espermatozoides de distintas especies como asi también el tamaiio

relativo y relacion topogréafica entre el capuchén acrosomal y el segmento
ecuatorial.
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El acrosoma ha sido descripto como un lisosoma especializado ya que contiene
enzimas encontradas en lisosomas primarios tipicos (Allison y Hartree, 1970;
Hartree, 1975). A su vez, contiene como componentes mayoritarios dos enzimas
exclusivas del espermatozoide, como lo son la hialuronidasa y la acrosina. La
acrosina es una serin-proteasa similar a la tripsina. La hialuronidasa presente
en el espermatozoide es distinta a la lisosomal, y al igual que la acrosina, seria
una isozima especifica de células espermatogénicas (Goldberg, 1977). La
presencia de estas dos enzimas en la matriz acrosomal ha sido demostrada
(Yanagimachi, 1994). Estudios posteriores mostraron la presencia de acrosina
en la membrana acrosomal interna (Capote et al., 1989) y de hialuronidasa en la
membrana plasmatica del espermatozoide (Lin et al, 1994, Overstreet et al.,
1995; Cherr et al., 1996).

En la cabeza del espermatozoide se encuentran también estructuras de
citoesqueleto, que se distribuyen en dos regiones: el citoesqueleto
subacrosomal o perforatorium, localizado entre el acrosoma y el nucleo, el cual
esta compuesto principalmente por material denso (Bellvé y O'Brien, 1983) y su
desarrollo es mas prominente en espermatozoides con forma faiciforme, y el
citoesqueleto postacrosomal, que se localiza entre el nucleo y la membrana
plasmatica de la regién postacrosomal del espermatozoide, el cual esta
compuesto por filamentos ordenados (Koehler, 1970; Courtens et al., 1976,

Fouquet et al., 1992).

3.2 Estructura de la cola

Como se ha mencionado previamente, la cola del espermatozoide, provee la
motilidad necesaria para que la gameta masculina llegue hasta la superficie del
ovocito y penetre sus envolturas. Los segmentos que componen el flagelo son:
la pieza conectora o cuello, la pieza media, la pieza principal y la pieza termi.nal
(Figura lll). La pieza conectora une el aparato motriz de la cola al nucleo. En el

centro de la cola, desde la pieza conectora hasta el extremo, se encuentra el
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axonema, el cual posee la misma organizacién que las cilias y flagelos
presentes en células animales y vegetales. EI mismo consiste de dos
microtubulos centrales rodeados de nueve pares de microtabulos periféricos
(Linck, 1979). Rodeando al axonema se encuentran nueve fibras densas (Kim et
al., 1995), cada una de las cuales corre paralela a uno de los nueve pares de
microtubulos periféricos. En toda la pieza media, rodeando en forma de hélice a
las fibras densas, se disponen las mitocondrias. El nimero de giros que forman
las mitocondrias, asi como el largo de la pieza media varian entre especies
(Phillips, 1977). La pieza principal se caracteriza por ser el segmento mas largo
del flagelo. Esta region no contiene mitocondrias y posee en cambio una
estructura de naturaleza proteica denominada vaina fibrosa, la cual se dispone
inmediatamente por debajo de la membrana plasmatica, rodeando al axonema y
a las fibras densas. Por su parte, la pieza terminal s6lo consiste en los

microtubulos del axonema, rodeados por la membrana plasmatica.

3.3 Dominios de la membrana plasmatica

Una caracteristica unica de los espermatozoides es que su membrana
plasmatica se encuentra subdividida en dominios de limites claramente
definidos que difieren en su composicion y funcidon. Estas diferencias fueron
evidenciadas por la utilizacion de distintas técnicas como microscopia
electrénica (Yanagimachi, 1972), criofractura (Friend y Fawcett, 1974, Suzuki y
Nagano, 1980; Suzuki, 1981), marcacion de los espermatozoides con lectinas
(Nicolson et al., 1972; Koehler, 1981) y anticuerpos mono y policlonales (Gaunt
et al., 1983; Primakoff y Myles, 1983; Villaroya y Scholler, 1987). Las diferencias
de organizacion y composicion entre regiones permitieron establecer el
concepto de que la membrana plasmatica del espermatozoide es un mosaico de
dominios restringidos que reflejan funciones especializadas de los componentes
citoplasmaticos y de superficie del espermatozoide (Eddy y O'Brien, 1994). Es
asi que se han identificado antigenos especificos de las células espermaticas

(Tung y Fritz, 1978, Feutcher et al., 1981, Gaunt et al., 1983; Primakoff y Myles,
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1983; Villaroya y Scholler, 1987) o bien compartidos con otros tipos celulares
(antigeno H-Y, (Koo et al, 1973), antigeno embrionario F9, (Fellous et al.,
1974), galactosiltransferasa, (Lopez et al., 1985)), los cuales se encuentran

restringidos a dominios unicos de la membrana plasmatica.

Los dominios principales de la membrana de la cabeza son: a) el acrosoma
anterior y el segmento ecuatorial, ambos cubriendo las regiones
correspondientes del acrosoma, y b) la regiéon postacrosomal cubriendo la
region de la cabeza posterior al acrosoma. El anillo posterior, situado entre la
cabeza y la cola, formaria un sello entre los compartimentos citoplasmaticos de
estas dos regiones (Eddy y O'Brien, 1994). La membrana de la cola se divide en

los dominios correspondientes a la pieza media y cola posterior.

Si bien no se conocen los mecanismos responsables del establecimiento de los
dominios, es sumamente probable que los mismos se establezcan durante la
espermiogénesis, proceso por el cual la espermatida se diferencia en
espermatozoide (Cowan y Myles, 1993). Entre los elementos involucrados en
este proceso, el citoesqueleto jugaria un papel de importancia ya que se
asociaria a través de proteinas intermediarias a proteinas transmembrana, las
cuales, a su vez, definirian los limites y contenidos de los diferentes dominios
(Eddy y O'Brien, 1994). Por otro lado, las células de Sertoli, a través de sus
uniones especializadas con las espermatidas, podrian favorecer la generacion
de la forma de la cabeza o el mantenimiento de la polaridad necesaria para la

formacioén de los dominios (Russell, 1980).

El hecho de que un antigeno se encuentre restringido dentro de un dominio no
implica necesariamente que el mismo se vea impedido de difundir dentro del
dominio en que se encuentra. Es asi que, por ejemplo, el antigeno de cobayo
PT-1 posee libre difusion en la region distal de la cola pero se encuentra
prevenido de migrar hacia la pieza media (Myles et al., 1984). En la rata se han

descripto dos antigenos presentes en toda la cola que muestran agrupamiento
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inducido por anticuerpo, pero sin que éstos migren a la cabeza (Gaunt et al.,
1983). Finalmente, cabe destacar que no todos los componentes de la
membrana se encuentran restringidos en su migracién entre dominios.
Utilizando la técnica de recuperacion de fluorescencia luego del blanqueo por
luz ("photobleaching"), se observo un libre intercambio de un analogo lipidico
por difusion lateral entre la membrana plasmatica de la cabeza y la pieza media,

y entre la pieza media y la regién distal de la cola (Wolf y Vogimayr, 1983).

4. Maduracion epididimaria

Cuando son liberados del testiculo, los espermatozoides son células altamente
diferenciadas. Sin embargo, no tienen aun capacidad de moverse
progresivamente o de interactuar con el ovocito. Dichas capacidades son
adquiridas durante un proceso de maduracién que ocurre a medida que los

espermatozoides descienden por el epididimo (Bedford, 1979; Austin, 1985).

El epididimo es un conducto unico, largo y muy replegado, que cubre el borde
posterior del testiculo. Convencionalmente, y si bien no existen limites
anatomicos definidos, el epididimo se divide en tres regiones: caput (cabeza),
corpus (cuerpo) y cauda (cola), siendo a su vez divididas cada una de ellas en
proximal y distal. La regién del epididimo en la cual los espermatozoides
adquieren capacidad de fertilizar al ovocito varia segun la especie.
Adicionalmente, existiria una cierta variabilidad entre los espermatozoides de
una misma regién del epididimo, por lo que distintos espermatozoides de una
misma regiéon presentan distinta capacidad de fertilizar al ovocito. Por lo tanto,
se define como la region del epididimo en la que se adquiere capacidad
fertilizante a aquella en que al menos algunos espermatozoides presentan
capacidad de fertilizar al ovocito. En ciertas especies, como el jabali, aparecen
algunos espermatozoides fértiles en el caput, mientras que en otras, como la
rata, dicha capacidad aparece en el segmento distal del corpus (Dacheux y

Paquignon, 1980). Si bien se observa capacidad de fertilizar al ovocito en
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espermatozoides provenientes de regiones proximales, es generalmente
aceptado que en el cauda epididimario de todas las especies, la gran mayoria

de los espermatozoides poseen capacidad fertilizante (Yanagimachi, 1994).

El proceso de maduracién es dependiente de androgenos (Blaquier et al., 1973;
Dyson y Orgebin-Crist, 1973) y consiste en una serie de cambios bioquimicos y
funcionales entre los que se incluyen el desarrollo de la motilidad progresiva y
direccional, cambios estructurales tales como la pérdida de la gota
citoplasmatica y la estabilizacion de la cromatina, y cambios metabdlicos como
el aumento de la tasa de glucdlisis y del consumo de oxigeno. Pero sin lugar a
dudas, la mayor parte de los cambios ocurren a nivel de la membrana
plasmatica. Esto resulta logico teniendo en cuenta que la maduracion
epididimaria trae como consecuencia la adquisicion de capacidad del
espermatozoide de interactuar con el ovocito, interaccidon que ocurre a través de

la superficie de ambas gametas.

Se han caracterizado, en gran parte, los cambios moleculares y bioquimicos
responsables de las alteraciones de las propiedades de la membrana
plasmatica de los espermatozoides. Entre los mismos se incluyen alteraciones
en la carga de superficie, en las propiedades de union de lectinas, en la
distribucion de particulas intramembranosas, en el contenido lipidico, en los
carbohidratos de superficie y en la composicion proteica y glicoproteica (Eddy y
O'Brien, 1994). Estos cambios surgen como consecuencia de adicion de nuevos
componentes a la membrana del espermatozoide y de perdida,
desenmascaramiento y/o modificacion de componentes preexistentes. Es
generalmente aceptado que todos los cambios producidos durante esta etapa

de maduracion son tendientes a estabilizar la membrana del espermatozoide.

Mediante la utilizacion de distintas estrategias experimentales se ha estudiado
la sintesis y secrecion de glicoproteinas de origen epididimario, como asi

también su adsorcién o integracion a diferentes dominios de la membrana
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plasmatica del espermatozoide. Asi, se han detectado nuevos componentes de
la membrana del espermatozoide por marcaciéon vectorial de espermatozoides
provenientes de distintas regiones del epididimo (Jones ef al., 1981; Olson y
Danzo, 1981; Brown et al., 1983; Zaheb y Orr, 1984). Se han estudiado los
cambios en la composicion proteica de espermatozoides de distintas regiones
del epididimo por electroforesis en geles de poliacrilamida en ratén (Cornwall et
al., 1990; Jimenez et al., 1992) rata (Jones et al., 1983; Kaur et al., 1991),
carnero (Vogimayr et al, 1983), toro (Vierula y Rajaniemi, 1980), conejo
(Nicolson et al., 1979), jabali (Russell et al., 1980), chimpancé (Young et al.,
1985) y humanos (Ross et al., 1990). También se han detectado cambios en la
composicion de superficie utilizando estrategias de inmunodeteccion tanto con
anticuerpos mono como policlonales en distintas especies (rata: Cameo vy
Blaquier, 1976; Olson y Hamilton, 1978; Lea et al.,, 1978; Kohane et al., 1980;
Wong y Tsang, 1982; Rifkin y Olson, 1985; Vreeburg et al.,, 1992; Moore et al.,
1994; Eccleston et al., 1994, Siiteri y Hamilton, 1995; ratén: Rankin et al., 1992;
Vierula et al., 1995; conejo: Moore, 1980; hamster. Gonzalez Echeverria et al.,
1982; Bérubé et al.,, 1996; humano: Tezon et al., 1985; Boué et al., 1996).

Si bien los cambios en la composicion proteica de los espermatozoides durante
la maduracion epididimaria han sido ampliamente estudiados, es poca la
informacién acerca de la funcion biologica de las proteinas epididimarias. En
este sentido, la participacion de estas proteinas en la adquisicion de la
capacidad fertilizante que ocurre durante el proceso de maduraciéon ha sido
demostrada a través del aumento de dicha capacidad fertilizante obtenido por el
agregado de proteinas epididimarias a espermatozoides inmaduros (Orgebin-
Crist y Fournier-Delpech, 1982; Gonzalez Echeverria et al., 1984; Cuasnicu et
al., 1984a,c; Moore y Hartman, 1986; Jean et al., 1995), como asi también por el
efecto inhibitorio de anticuerpos especificos contra dichas proteinas sobre la
capacidad fertilizante de espermatozoides maduros (Moore, 1981; Cuasnicu et

al., 1984b; Cuasnicu et al., 1990).
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Es importante aclarar que la capacidad fertilizante adquirida durante la
maduracion epididimaria es tan sblo de caracter "potencial”, ya que los
espermatozoides maduros, como asi también los espermatozoides eyaculados,
deben permanecer en el tracto femenino durante cierto periodo para poder
expresar la capacidad fertilizante adquirida durante la maduracion y, finalmente,
penetrar al ovocito. Es durante este lapso en el que los espermatozoides sufren
una serie de cambios fisiologicos que, en su conjunto, se denominan
capacitacién (Chang, 1952; Austin, 1952).

5. Capacitacion del espermatozoide

A pesar de haber transcurrido casi 40 afios desde el descubrimiento de la
capacitacion, no ha sido posible aun comprender los mecanismos moleculares
intimos involucrados en este proceso. Sin embargo, existen numerosas
evidencias indicando que la remocion y alteracién de sustancias adsorbidas o
integradas a la membrana plasmatica durante la maduracién y/o eyaculacion,
constituirian una parte esencial de dicho proceso (Austin, 1985). Si bien durante
la capacitacién ocurren cambios quimicos y estructurales en el espermatozoide,
ésta es considerada como un proceso que, en general lleva al aumento de la
fluidez y la desestabilizacion de la membrana del espermatozoide
(Yanagimachi, 1994).

El proceso de capacitacion puede ser llevado a cabo in vitro en medios
quimicamente definidos (Toyoda et al., 1971), por lo cual el analisis de los
mecanismos responsables de la capacitacion se ha visto enormemente
simplificado. Sin embargo, algunos autores sugieren tener muy en cuenta que
naturalmente la capacitacion ocurre en el tracto femenino, el cual se encuentra
bajo influencia hormonal y nerviosa (sistema auténomo). Por lo tanto, si bien el
producto final es el mismo, los mecanismos involucrados en la capacitacion in
vivo e in vitro podrian ser distintos (Yanagimachi, 1994). Otros autores postulan

que el proceso de capacitaciéon podria ocurrir como el desplazamiento de un
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equilibrio (Oliphant et al, 1985). La capacitacién ocurriria cuando los
espermatozoides se encuentran en un medio que favorece la disociacion en
masa. In vivo, esto tendria lugar cuando los espermatozoides pasan de un
medio muy rico en factores estabilizantes, tal como el tracto masculino, a un
medio desprovisto de los mismos, como 1o es el tracto femenino. /n vitro, esto se
mimetizaria por la alta dilucion de los espermatozoides en el medio de
incubacién. Los distintos tiempos de capacitacion para las distintas especies
podrian explicarse, segun estos mismos autores, en base a las diferentes

afinidades de los factores mencionados a la membrana de los espermatozoides.

El sitio preciso donde comienza y termina la capacitacién en el tracto de la
hembra varia segun la especie. En las especies donde el semen es depositado
en el utero durante el coito (cerdo, caballo, perro y varios roedores), los
espermatozoides completarian la capacitacidon en el primer segmento del
oviducto, donde serian almacenados hasta el momento de la fertilizacion. En las
especies en las que los espermatozoides son depositados en la vagina durante
el coito (bovino, ovino y primates), la capacitacion comienza mientras los
espermatozoides atraviesan el moco cervical y no es claro aun donde se
completa. De acuerdo a los resultados obtenidos por distintos grupos (Adams y
Chang, 1962; Bedford, 1969; Overstreet et al., 1978; Bedford, 1983) resuita
probable que, en estos casos, los espermatozoides se capaciten parcialmente

en el utero, y luego completen su capacitacion en el oviducto.

Bedford (1967) sugiere que los espermatozoides se capacitan mas
eficientemente si atraviesen el utero y el oviducto. Sin embargo, distintas
evidencias sugieren que la capacitacion no es especifica de érgano (Rowland,
1957; McDonald y Sampson, 1957; Adams y Chang, 1962). Los
espermatozoides incubados en localizaciones ectopicas como el colon, vejiga,
vesicula seminal, o camara anterior del ojo pueden comenzar la capacitacion,
aunque no logran completarla (Noyes et al., 1958; Hamner y Sojka, 1967), lo

cual sugirié en un principio que el tracto genital de la hembra poseia factores
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especificos que favorecian la capacitaciéon. En este sentido, el “potencial
capacitante” del tracto femenino depende en gran medida de la situacion
enddcrina de la hembra. Es asi que ha sido demostrada una inhibicién del
potencial capacitante del utero en el conejo (Chang, 1958; Bedford, 1970) y del
oviducto en el hamster (Viriyapanich y Bedford, 1981) en momentos de! ciclo
dominados por progesterona. Una segunda evidencia a favor de la influencia de
factores especificos presentes en el tracto de la hembra sobre el proceso de
capacitacion, lo constituye el hecho de que el "potencial capacitante” sea
diferente para cada regién del tracto femenino, pudiendo observarse un

sinergismo entre el Utero y el oviducto (Adams y Chang, 1962).

Resulta interesante mencionar que la capacitacion no es un fenémeno especie-
especifico ya que los espermatozoides y ovocitos de una especie pueden
completar la fertilizacion en el tracto genital de una hembra de otra especie
(Saling y Bedford, 1981). Por otro lado, utilizando estrategias experimentales
similares, pudo determinarse que el tiempo de capacitacion es especifico de
especie (Saling y Bedford, 1981). Al considerar el tiempo de capacitacion, es
importante destacar que, similarmente a lo que ocurre durante la maduracion,
todos los espermatozoides de una misma poblacién sometidos a condiciones in
vitro idénticas, no se capacitan al mismo tiempo (Bedford, 1983). El "tiempo de
capacitacion" es solamente una medida del momento en el cual algunos
espermatozoides de una muestra adquieren capacidad de fertilizar un ovocito.
Si bien in vivo estas variaciones podrian deberse a diferencias en la velocidad
de transporte de los espermatozoides en el tracto femenino, in vitro la
asincronia en la capacitacién obsevada in vitro estaria indicando la existencia

de variaciones individuales de los espermatozoides.

Tal como se menciond anteriormente, los cambios mdés prominentes que
ocurren durante la capacitacién consisten en la alteracién en la composicion
proteica de la membrana plasmatica, ya sea por remocion o por modificacion de
sus componentes (Oliphant, 1976; Okabe et al., 1986; Miller y Ax, 1990, Fraser
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et al., 1990). Si bien no se conoce en profundidad la naturaleza de las proteinas
removidas durante la capacitacion, se cree que deberia tratarse de proteinas
periféricas, ya que para la remocion de proteinas integrales de membrana se
requeririan condiciones mas drasticas que las que enfrentan los
espermatozoides durante la capacitacion (Yanagimachi, 1994). Entre los
factores que se liberan del espermatozoide durante la capacitacion se
encuentran la proteina caltrina de 5-10 kDa (Coronel y Lardy, 1992), una
proteina de 6.4 kDa que posee actividad de inhibidor de proteinasas (Boettger-
Tong et al., 1992), un antigeno de ratén de origen epididimario, SMA 4, el cual
se localiza en la cola de los espermatozoides maduros, pero desaparece
durante la capacitacion tanto in vivo como in vitro (Vernon et al., 1982; Vernon et
al., 1985), y distintas proteinas sintetizadas en la vesicula seminal las cuales se
postulan como estabilizadoras de la membrana, tales como el denominado
"factor estabilizante del acrosoma", ASF, (Oliphant et al, 1985) y la a-
lactalbamina (Shur y Hall, 1982).

Las proteinas que son removidas podrian actuar entrecruzando a las proteinas
intrinsecas de la membrana plasmatica, impidiendo su movimiento lateral dentro
de la bicapa lipidica. Por lo tanto, su elucién de la membrana, liberaria a las
proteinas intrinsecas permitiendo su movimiento mas alla del dominio en el cual
se encontraban originalmente localizadas. De este modo podrian explicarse, en
parte, los fenomenos de redistribucibn de componentes proteicos de la
membrana que se han asociado con la capacitacion, entre los que se incluye un
antigeno de la cabeza del espermatozoide humano originalmente localizado en
toda la regién acrosomal y que se relocaliza a la regién postacrosomal
(Villaroya y Scholler, 1987), la proteina PH-20 de cobayo que migra de la regién
postacrosomal a la membrana acrosomal interna (Primakoff et al, 1985), la
galactosiltransferasa de ratén que migra de la regiéon dorsal del acrosoma al
segmento ecuatorial (Lopez y Shur, 1987), el antigeno 2B1 originalmente
localizado en la cola del espermatozoide de rata, posteriormente localizado en

la region acrosomal (Jones et al., 1990) y la proteina epididimaria de rata DE
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originalmente localizada en la regidon dorsal del acrosoma que migra al

segmento ecuatorial (Rochwerger y Cuasnicu, 1992).

La remocion de colesterol de la membrana del espermatozoide, constituye
también un evento importante en el proceso de capacitacion (Bearer y Friend,
1982; Suzuki y Yanagimachi, 1989), lo cual es razonable teniendo en cuenta el
papel que cumple el colesterol en la regulacion de la fluidez de membrana. La
albumina y las lipoproteinas de alta densidad (HDL) presentes en el tracto
femenino serian las encargadas de remover dicho colesterol (Davis et al., 1979;
Ravnik et al., 1992; Ravnik et al., 1993).

Recientemente se ha descripto una asociacion entre la capacitacion y el patron
de proteinas fosforiladas en tirosina (Visconti et al.,, 1995a,b). Sin embargo, no
queda claro aun la naturaleza de las proteinas fosforiladas y, por otro lado, si

estos cambios son causa o consecuencia del proceso de capacitacion.

En 1957, Chang demostré que al incubar espermatozoides capacitados por un
corto tiempo en plasma seminal, lograba la reversidén de los mismos a un estado
de "decapacitacion". Este estado de decapacitacién podia ser revertido al
incubar los espermatozoides nuevamente bajo condiciones capacitantes. Por lo
tanto, este trabajo permiti6 establecer la existencia de factores decapacitantes
en el plasma seminal, los cuales serian removidos durante la capacitacion.
Posteriormente, Weinman y Williams (1964), demostraron que el fluido

epididimario también presenta actividad decapacitante.

Las modificaciones que ocurren en la membrana plasmatica del espermatozoide
durante la capacitacion traen como consecuencia cambios a nivel tanto de la
cabeza como de la cola del espermatozoide. En el primer caso, dichos cambios
permiten que el espermatozoide pueda sufrir la denominada reaccién
acrosomal. Los cambios producidos en la membrana plasmatica de la cola, por
su parte, permiten al espermatozoide desarrollar el fendmeno de

hiperactivacion.
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6. Reaccioén acrosomal

Para que el espermatozoide capacitado pueda penetrar al ovocito es necesaria
la disrrupcion del acrosoma. A este proceso exocitdtico se lo denomina
reaccion acrosomal (Figura VI). Durante la reaccidén acrosomal, la membrana
acrosomal externa y la membrana plasmatica se fusionan, culminando con la
vesiculacion de la regiéon acrosomal anterior o capuchdn acrosomal y liberacion
de la mayor parte del contenido acrosomal. Las vesiculas mixtas de membrana
acrosomal externa y membrana plasmatica se desprenden, fenémeno conocido
con el nombre de "pérdida del acrosoma o del capuchén acrosomal". La
membrana acrosomal interna y la membrana plasmatica que recubre el
segmento ecuatorial persisten hasta la fusion con el ovocito (Yanagimachi,
1994). Se denomina intacto a aquel acrosoma que no presenta ningun tipo de
alteraciones en su morfologia, modificado a aquel que presenta alteraciones
morfologicas tales como hinchamiento o rugosidades y reaccionado a aquel que
presenta ya sea vesiculizacidon del acrosoma o pérdida total del capuchén

acrosomal.

6.1 Significado biolégico de la reaccién acrosomal

Dado que el acrosoma del espermatozoide de mamifero contiene abundante
cantidad de hialuronidasa, se postuld a dicha enzima como la responsable de
digerir la matriz del cumulus oophorus. La acrosina, por su parte, por tratarse
deuna proteasa, favoreceria el pasaje del espermatozoide a través de la ZP.
Aunque hasta el momento no existen evidencias que demuestren
inequivocamente las funciones de estas enzimas, no caben dudas de que la
ocurrencia de la reaccion acrosomal resulta imprescindible para que el

espermatozoide pueda fertilizar al ovocito (Yanagimachi, 1981).
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Figura VI. Diagramas mostrando la progresion de la reaccién acrosomal.
(A): Espermatozoide con el acrosoma intacto. (B): Aparicion de multiples puntos
de fusiéon entre la membrana plasmatica y membrana acrosomal externa, y
posterior vesiculizacion, permitiendo la liberacidon del contenido acrosomal.
(C,D); La reaccion se ha completado. Las vesiculas se desprenden como
consecuencia del avance del espermatozoide. (CA) capuchén acrosomal, (SE)
segmento ecuatorial.
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Es asi que la reaccién acrosomal cumpliria una doble funcién:

a) permitir la liberacion o exposicion de las enzimas acrosomales que, como ya
se menciond, ayudarian en el pasaje del espermatozoide a través de las

envolturas del ovocito;

b) permitir, mediante un mecanismo aun desconocido, un cambio fisiolégico en
el espermatozoide, como consecuencia del cual la membrana plasmatica

adquiere la capacidad de fusionarse con el ocolema.

6.2 Deteccién de la reaccién acrosomal

La reaccion acrosomal de espermatozoides de ciertas especies tales como el
hamster y el cobayo puede ser detectada por microscopia oOptica en
espermatozoides métiles sin ningun tratamiento previo de los mismos (cobayo:
40x, (Yanagimachi, 1972); hamster: 400x, (Yanagimachi y Phillips, 1984)).

Debido a que los espermatozoides de muchas especies tales como raton,
humano, toro y rata presentan acrosomas muy pequenos, resulta dificil la
evaluacion directa de la ocurrencia de la reaccidn acrosomal. Por lo tanto, se
han desarrollado diferentes técnicas de tincidén para la deteccién de la reaccion
acrosomal en espermatozoides fijados. Entre ellas se incluyen: antibiéticos
fluorescentes (Saling y Storey, 1979); colorantes especificos (Talbot y Chacon,
1980; Aarons et al., 1992); uso de lectinas (Cross et al., 1986, Cross y Watson,
1994); anticuerpos contra el contenido acrosomal (Wolf et al., 1985; Moore et
al., 1987) y anticuerpos contra componentes de la membrana acrosomal
(Topfer-Petersen et al., 1987). Dado que la muerte del espermatozoide produce
la liberacion del capuchén acrosomal por un mecanismo que no involucra la
vesiculizacion del mismo (reaccién acrosomal falsa), la tincion para detectar el
estado acrosomal, es acompanada por una tincién vital que permite distinguir

espermatozoides vivos de muertos.
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Cabe aclarar que, a diferencia de lo que ocurre en otras especies, hasta el
momento no se ha desarrollado ninguna técnica que permita evaluar por
meétodos 6pticos la ocurrencia de la reaccion acrosomal en espermatozoides de

rata.

6.3 Inductores de la reaccién acrosomal

Las evidencias encontradas hasta el momento en distintas especies indican que
la gran mayoria de los espermatozoides que nadan libremente en el fluido
oviductal, presentan sus acrosomas intactos. Algunos espermatozoides que
nadan a través del cumulus pueden presentar un estadio inicial de la reaccién
acrosomal (Cummins y Yanagimachi, 1986). Estos resultados estarian indicando
la naturaleza inductora tanto del cumulus oophorus como de la ZP. No existen
dudas acerca de la capacidad de induccién de la reaccidén acrosomal por parte
de la ZP in vitro (Florman y Storey, 1982; Uto et al., 1988; Yoshimatsu y
Yanagimachi, 1988). Inclusive, sus componentes solubilizados son eficientes
inductores de la reaccion acrosomal en todas las especies estudiadas hasta el
momento (ratéon: (Florman y Storey, 1982; Bleil y Wassarman, 1983);
hamster:(Cherr et al., 1986); bovino: (Florman y First, 1988); jabali: (Berger et
al., 1988); conejo: (O'Rand y Fisher, 1987); humano: (Cross et al., 1988)). Como
ya ha sido mencionado, en el raton, la ZP esta compuesta por sélo tres tipos de
glicoproteinas diferentes, llamadas ZP1, ZP2 y ZP3. Es ampliamente aceptado
que la glicoproteina ZP3 seria el receptor para el espermatozoide en la ZP y
seria responsable de la induccidn de la reaccidon acrosomal inducida por ZP. La
actividad de receptor seria ejercida por los residuos glicosilicos que se unirian a
componente/s de la membrana del espermatozoide. Dado que existen varios
sitios glicosilicos por cada cadena polipeptidica de ZP3, y teniendo en cuenta el
aumento de fluidez de membrana que se produce en el espermatozoide durante
la capacitacion, la unién de los oligosacaridos de ZP3 a distintos sitios en el
espermatozoide produciria la agregacion de dichos sitios, fa cual induciria la
reaccion acrosomal (Leyton y Saling, 1989). El hecho de que la incubacion de
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espermatozoides con distintos sacaridos unidos a BSA (neoglicoproteinas)
produzca induccion de la reacciéon acrosomal mientras que los mismos azlcares

libres no tengan efecto (Brandelli et al., 1994), apoyan esta hipétesis.

En cuanto a la naturaleza inductora del cumulus oophorus, existen evidencias
de que la progesterona que se encuentra en el fluido folicular que acompana a
las células del cumulus, tiene la capacidad de inducir la reaccion acrosomal
(Parinaud et al., 1992; Blackmore, 1993; Roldan et al., 1994). Se ha postulado
un efecto sinérgico entre elementos presentes en el cumulus y la ZP sobre el
espermatozoide para completar la reaccion (Cherr et al., 1986). Por lo tanto, no
existiria en el medio de fertilizaciébn un unico componente crucial para el
desencadenamiento de la reaccion acrosomal. Resulta mas probable que el
espermatozoide capacitado se encontrara listo para sufrir la reaccion
acrosomal, y que su induccién se produjera a medida que avanza a través de
concentraciones crecientes de factores estimulantes, durante su acercamiento

al ovocito (Yanagimachi, 1994).

Cabe aclarar que la reaccion acrosomal puede también ocurrir en ausencia total
del ovocito y sus envolturas, a esta reacciéon se la denomina reaccién acrosomal
espontanea. La incidencia de la reaccion acrosomal espontanea depende de
varios factores, entre los que se incluyen la especie y cepa utilizadas (Olds-
Clarke, 1990), la composicidon del medio (Yanagimachi, 1994), el tiempo de
almacenamiento en el epididimo (Bedford y Yanagimachi, 1992) y el tratamiento
pre- y post-eyaculatorio (Alvarez et al., 1988). Dado que la reaccién acrosomal
del espermatozoide fertilizante ocurre normalmente sobre la ZP o en las
cercanias del ovocito, es generalmente aceptado que la reaccion acrosomal
espontanea es un evento no fisiolégico. Si bien en ciertos aspectos esto es
cierto, sobre todo teniendo en cuenta que en el raton los espermatozoides
reaccionados no pueden unirse a la ZP, los espermatozoides que han sufrido la
reaccion acrosomal espontaneamente son capaces de fertilizar ovocitos sin ZP.

A pesar de que el evento disparador de la reaccion acrosomal en el caso de la
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reaccion inducida y la espontanea es diferente en cada caso, los mecanismos
involucrados en los dos tipos de reacciéon parecerian ser de caracteristicas

similares ya que ambas presentan los mismos requerimientos.

Los mecanismos por los que se dispara la reaccién acrosomal han sido
intensivamente estudiados. Los espermatozoides de mamiferos comparten
caracteristicas comunes a otros tipos celulares en los mecanismos de
transduccion de sefales. Los mecanismos propuestos por distintos autores
incluyen la participacién de canales de Ca** voltaje dependientes, de proteinas
G de distintos tipos que activarian tanto a la fosfolipasa C (PLC) que activaria la
via de los fosfoinositidos y protein quinasa C (PK-C), como a una adenilato
ciclasa que aumentaria los niveles internos de cAMP activando una protein
quinasa A (PK-A) (Kopf y Gerton, 1990). Si bien existen controversias entre los
distintos autores en cuanto a la importancia de cada uno de estos mediadores
en la reaccidén acrosomal, es claro que la entrada de calcio extracelular es un
paso esencial para su ocurrencia (Yanagimachi y Usui, 1974). El influjo de este
idn dispararia eventos moleculares intracelulares tales como cambios en las
concentraciones iénicas y/o en el estado de fosforilacidon de proteinas, que
permitirian la fusién de la membrana plasmatica y la membrana acrosomal
externa (Yanagimachi, 1994). Green (1978) demostrd que el ionéforo A23187,
que provoca la entrada masiva de calcio a la celula, es capaz de inducir la

reaccion acrosomal.

7. Hiperactivacion de los espermatozoides

Durante el proceso de maduracion, el espermatozoide adquiere motilidad
progresiva. Sin embargo, este tipo de motilidad no seria suficiente para
atravesar las distintas envolturas del ovocito. Como consecuencia de la
capacitacion, los espermatozoides desarrollan una forma vigorosa y especifica
de motilidad descripta por primera vez en el hamster por Yanagimachi (1969)

quien posteriormente la denominé hiperactivacion (Yanagimachi, 1981). Este
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tipo de motilidad proveeria al espermatozoide de una gran fuerza propulsora
que seria beneficiosa tanto para su migracién dentro del oviducto como asi
también para su pasaje a través de las distintas envolturas que rodean del

ovocito, especialmente la resistente ZP (Yanagimachi, 1981).

La motilidad hiperactivada en el hamster se caracteriza por una sucesién de
periodos de motilidad progresiva y periodos en los que la cola se mueve en
forma de latigazos y la cabeza traza la figura erratica de un ocho. El patron de
movimiento y la frecuencia de batido de la cola del espermatozoide varia en las
distintas especies (Cardullo y Baltz, 1991). No se conoce aun si la
hiperactivaciéon esta limitada a ciertas especies o si se trata de un fenémeno
general en los mamiferos. Sin embargo, el niumero de especies en las cuales se
ha observado este fendmeno ha aumentado considerablemente durante los
ultimos anos: hamster chino, ratdn, rata, cobayo, conejo, delfin, perro, carnero,
toro, cerdo, primates no humanos y humano (Yanagimachi, 1994 y referencias
alli citadas). En las distintas especies se observan distintos patrones de
motilidad hiperactivada. Es importante aclarar que el patron de motilidad
hiperactivada depende también de las caracteristicas quimicas del medio en el

que se encuentran los espermatozoides (Katz et al., 1989; Suarez et al., 1991).

8. Penetracion del espermatozoide a través de las envolturas del ovocito.

El resultado ultimo de la larga serie de cambios que ocurren tanto durante la
maduracioén en el epididimo, como durante la capacitacion en el tracto genital
femenino, es la adquisicidn definitiva por parte del espermatozoide de
capacidad para fertilizar al ovocito. Especificamente, esto implica que el
espermatozoide debe desarrollar la capacidad de llegar al ovocito, penetrar las
distintas envolturas que lo rodean tales como el cumulus oophorus y la ZP, y

finalmente, fusionarse con el oolema para incorporarse al ooplasma.
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9. Penetracién a través del cumulus oophorus

Originalmente se aceptaba que para que un espermatozoide pudiera penetrar el
cumulus era necesario que varios espermatozoides que hubieran sufridos la
reaccion acrosomal y, por lo tanto, que hubieran liberado sus enzimas
acrosomales, nadaran previamente alrededor del mismo de forma tal de que la
matriz del cumulus se dispersara. Esto podria ocurrir in vitro, pero no in vivo ya
que, bajo condiciones naturales, son muy pocos los espermatozoides que se
encuentran en las cercanias del ovocito durante la fertilizacion. Mas adn, en el
momento de la fertilizacién la relacion espermatozoide:ovocito en el oviducto es

1:1 o menor (Cummins y Yanagimachi, 1982).

Austin (1960) demostré que los espermatozoides no capacitados pueden unirse
a la superficie del cumulus, pero no llegan a penetrarlo, indicando que la
capacitacion seria necesaria para que los espermatozoides puedan atravesar el
cumulus oophorus. Resulta interesante mencionar que los espermatozoides que
han completado la reaccién acrosomal tampoco son capaces de penetrar el
cumulus (Talbot, 1985; Cummins y Yanagimachi, 1986). Por lo tanto, sélo
aquellos espermatozoides capacitados con acrosomas intactos son capaces de

penetrar el cimulus.

Entonces, ;,como harian los espermatozoides capacitados para penetran el
cumulus? Una hipétesis postula que se produciria la liberacion parcial de las
enzimas acrosomales en forma previa a la vesiculizacion. Sin embargo, no
existen aun evidencias inequivocas que favorezcan esta hipé6tesis (Nagae et al.,
1986). Otra hipdtesis sugiere que los espermatozoides poseerian hialuronidasa
asociada a la superficie de los mismos y que, seria esta enzima, la que ayudaria
en el pasaje a través de las células del cumulus (Talbot, 1985). En este sentido,
ha sido recientemente descripto que PH-20, una proteina testicular presente en
la superficie del espermatozoide de cobayo (Primakoff et al, 1985), presenta
actividad de hialuronidasa (Lin et al., 1994).
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Para avanzar dentro del cumulus el espermatozoide requeriria también de una
gran fuerza propulsora, la cual seria provista por la motilidad hiperactivada.
Aparentemente, la alta viscosidad de la matriz del camulus impediria a los
espermatozoides desarrollar el movimiento en forma de “latigo” tipico, los cuales
se moverian dentro del cumulus en forma progresiva. De hecho, cuando estos
espermatozoides salen del cumulus, reasumen inmediatamente el movimiento
“hiperactivado” tipico (Katz et al., 1989).

10. Unién a la zona pellucida

Los espermatozoides capacitados se unen firmemente a la superficie de la zona
pellucida en forma especifica de especie (Hardy y Garbers, 1994; Bookbinder et
al., 1995). La existencia de una interaccion entre componentes de superficie del
espermatozoide y del ovocito involucrados en esta unién, fue postulada por
primera vez por Gwatkin y Williams (1977). Desde entonces se han publicado
numerosisimos trabajos dedicados a estudiar las moléculas que participan en

dicha interaccién (ver Yanagimachi, 1994).

La naturaleza de las moléculas de la zona responsables de la interaccién con el
espermatozoide ha sido estudiada con mas detalle en el ratéon. En esta especie,
la ya mencionada proteina ZP3, es el receptor para el espermatozoide intacto o
receptor primario y es la responsable por la especie especificidad de la
interaccion espermatozoide-ZP (Wassarman y Litscher, 1995). El hecho de que
experimentos en los que se anuldé la expresion de ZP3 por recombinacion
homéloga de su gen (“knock out”), resultaran en la produccion de ovocitos sin
ZP (Tong et al., 1995; Liu et al., 1996) y en la infertilidad de las hembras (Liu et
al., 1996), indicaron la relevancia de ZP3 en la estructura y funcionalidad de la
ZP. Como ya se menciond, ZP3 es también responsable de ‘la induccién de la

reaccién acrosomal inducida por zona.
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A pesar de que se ha demostrado la participacion de los oligosacaridos unidos
a serina/treonina (“O-linked”) de ZP3 en la unién del espermatozoide, como asi
también en la induccion de las senales para la ocurrencia de la reaccién
acrosomal, aun no se conoce la estructura de ZP3 esencial para su funcion.
Algunas evidencias sugieren que tanto un residuo terminal gaiactosa (Gal)
unidos en forma a 0 B (Wassarman y Litscher, 1995) como un residuo terminal
N-acetil-glucosamina (GlcNac) unido en B (Miller et al., 1992) cumplirian un
papel importante en esta interaccién. Sin embargo, el hecho de que ratones
deficientes en glicosiltransferasa, enzima que une residuos Gal terminales en
posicion o, sean completamente fértiles muestran que los otros residuos
mencionados serian criticos. La especie especificidad de la uniéon a ZP podria
estar dada por diferencias estructurales en los oligosacaridos presentes en ZP3

(Wassarman et al., 1996).

Numerosos grupos se han dedicado a la caracterizacion de los receptores para
ZP en el espermatozoide, habiéndose identificado varios candidatos para dicha
funcion receptora. Estos estudios han sido realizados principalmente en raton.
Entre estos candidatos se incluye a sp56, una proteina tipo lectina que se
encuentra localizada en la membrana plasmatica de la cabeza del
espermatozoide de raton y que reconoce residuos galactosa presentes en ZP3.
El agregado de sp56 purificada bloquea la interaccion espermatozoide-ZP
(Bookbinder et al., 1995). sp56 ha sido clonada y secuenciada y la presencia de
dominios Sushi demuestra que pertenece a una superfamilia de proteinas
involucradas en la interaccién proteina-proteina. (Bleil y Wassarman, 1990;
Cheng et al., 1994, Bookbinder et al., 1995). La proteina p95 es una forma Unica
de la enzima glicolitica hexoquinasa, la cual es integral de membrana y se halla
fosforilada en tirosina. Esta hexoquinasa es una proteina localizada en la
cabeza y la cola del espermatozoide de ratén, que poseeria actividad de
tirosinquinasa activable por ZP (Leyton y Saling, 1989; Leyton et al, 1992,
Kalab et al, 1994). La proteina B1,4-galactosyltransferasa (GalTase), una
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enzima asociada a la membrana plasmatica del espermatozoide de ratdn,
localizada en la cabeza del espermatozoide y que reconoce residuos GlcNac
terminales presentes en ZP3 (Miller et al., 1992; Youakim et al., 1994). Distintos
anticuerpos contra GalTase inhiben la unién espermatozoide-ovocito (Shur y
Neely, 1988). La sobreexpresion de GalTase en animales transgénicos produce
espermatozoides que unen mas ZP3 radiomarcada y que son hipersensibles a
la induccién de la reaccién acrosomal inducida por zona (Youakim et al., 1994).
PH-20, una proteina localizada en la membrana plasmatica y la membrana
acrosomal interna del espermatozoide de cobayo. Como se menciond
anteriormente, PH-20 presenta actividad de hialuronidasa (Gmachl et a/., 1993;
Lin et al,, 1994), en un dominio distinto al de union a la ZP (Hunnicutt et al.,
1996). También son candidatos varias moléculas de bajo peso molecular
presentes en espermatozoides de cerdo y denominadas spermadesinas
(Calvete et al,, 1993) y el antigeno RSA de conejo (rabbit sperm autoantigen)
(Richardson et al., 1994). Se ha postulado también como candidato a receptor
para la ZP tanto en hamster, cerdo como humano a la acrosina. En este caso,
esta proteina deberia localizarse en la membrana plasmatica del

espermatozoide (Topfer-Petersen y Henschen, 1988; Valdivia ef al., 1994).

Este gran numero de candidatos para el receptor de ZP3 en el espermatbzoide
podria deberse, en el caso de que hubiera un Unico receptor para la ZP, a que
se han utilizado distintas estrategias y distintas especies para su identificacién
(Wassarman, 1995). Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que
existan varios receptores y que la gran cantidad de candidatos represente una
funcién redundante que asegure la ocurrencia de este evento crucial para la
fertilizacion (Snell y White, 1996) o bien, de que la unién a ZP sea un evento en
varias etapas que involucre a mas de un receptor tal como ha sido demostrado
para diversas moléculas de adhesidén en células inmunes (Springer, 1994) y
para ciertas proteinas que responden a ligandos solubles (Schiessinger et al.,
1995).



42

Una vez reaccionados, los espermatozoides se unen a la ZP a través de un
segundo receptor, ZP2 o receptor secundario (Bleil y Wassarman, 1986;
Wassarman, 1987).

11. Penetracion de la zona pellucida

Como ha sido mencionado, es imprescindible que los espermatozoides
completen la reaccion acrosomal atravezar la ZP. Durante este pasaje, para el
cual resulta esencial que los espermatozoides posean una motilidad vigorosa
(Gaddum-Rosse, 1985), los mismos pierden los componentes acrosomales

excepto la membrana acrosomal interna y el segmento ecuatorial.

Yanagimachi (1994) propone dos hipétesis que intentan explicar el mecanismo
de penetracion de la ZP. Una de ellas, hipétesis mecanica, sostiene que el
espermatozoide se abriria paso a traves de la zona en forma independiente de
la actividad de las enzimas acrosomales. En este caso, la reaccién acrosomal
permitiria la exposicion del perforatorium, una estructura rigida, que cortaria la
zona y que conjuntamente con la motilidad hiperactivada presente en los
espermatozoides, favorecerian la penetracion de la ZP. La segunda hipétesis,
hipotesis enzimatica, sostiene que el pasaje a través de la ZP seria dependiente
de la accion de enzimas liberadas con el contenido acrosomal o presentes en el
espermatozoide. Esta teoria sostiene que la mayoria de las enzimas
acrosomales serian liberadas sobre la superficie de la ZP (Saling, 1981; Shur y
Hall, 1982). En particular, la acrosina provocaria la hidrolisis de la zona,
induciendo asi el "ablandamiento” de la misma (Urch et al., 1985). Una
proporcion de la acrosina, y posiblemente otras enzimas acrosomales,
permanecerian unidas a la membrana acrosomal interna y serian las
responsables de clivar las moléculas de la zona a la que el espermatozoide se
halla unido, permitiendo asi el avance a través de la misma. O'Rand y
colaboradores (1986) han propuesto una hipétesis que involucraria ambos

mecanismos. En primer lugar, la zona y el espermatozoide se unirian por una
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unién de alta afinidad. Se produciria entonces la degradaciéon de las moléculas
de la zona participantes de esta interaccion, liberando asi a las proteinas del
espermatozoide que estarian disponibles para interactuar con nuevas moléculas
de la zona. En este punto jugaria un papel importante la motilidad, ya que si el
espermatozoide no se moviera en forma progresiva, la probabilidad de
encontrar nuevas moléculas para interactuar seria muy baja y la penetracion no

se produciria.

12. Fusion del espermatozoide con el ovocito

La fusiéon entre las membranas plasmaticas del espermatozoide y el ovocito
constituyen un evento clave en el proceso de fertilizacion ya que es sélo luego

de la ocurrencia de la fusiéon que un ovocito puede considerarse fertilizado.

Esta fusion ocurre luego de que el espermatozoide ha atravesado la ZP y el
espacio perivitelino. La cabeza del espermatozoide se une a la membrana
plasmatica del ovocito y luego de un breve periodo, que varia segun la especie,
se produce una abrupta declinacion o cesacién del movimiento de la cola
(Gaddum-Rosse, 1985). Finalmente, todo el espermatozoide es gradualmente
incorporado al citoplasma del ovocito (Shalgi y Phillips, 1980). La parte posterior
de la cabeza y la cola son incorporadas a través de fusién de membranas,
mientras que la region anterior de la cabeza es incorporada al citoplasma de un

modo similar a la fagocitosis (Figura VII).

12.1 Unién espermatozoide-ovocito

La unién y fusion de gametas constituyen dos eventos independientes ya que
bajo ciertas condiciones los espermatozoides pueden unirse al oolema sin
fusionarse. Sin embargo, esta generalmente aceptado que la unién es un pre-
requisito para que ocurra la fusién (Myles, 1993). Se ha observado la ocurrencia
de unién no conducente a fusion en el caso de espermatozoides con acrosoma

intactos  (Yanagimachi, 1988) y en ciertos casos de wunion entre
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espermatozoides y ovocitos sin zona de especies distintas (Yanagimachi y
Phillips, 1984). Dado que la presencia de Ca*" es necesaria para la ocurrencia
de la fusién, pero no para de unién, en ausencia de Ca® los espermatozoides

pueden unirse sin fusionarse (Yanagimachi, 1978).

Myles (1993) propone que, teniendo en cuenta que los espermatozoides pueden
unirse al oolema sin que ocurra la fusion, es posible que exista mas de un
mecanismo para el evento de union, en los que se utilicen distintos tipos de
proteinas. Algunos de estos mecanismos de unién podrian no ser conducentes
a fusion. También es posible que se requieran varios eventos de union
sucesivos para que las membranas se fusionen y que los primeros eventos de

unién puedan ocurrir aunque luego la fusién no ocurra.

La interpretacién de los resultados obtenidos por distintos laboratorios con
respecto a la etapa de unién puede resultar engorrosa debido a que la unién es
generalmente evaluada luego de un periodo variable de coincubacion de las
gametas y de una serie de lavados realizados por pipeteo, con el fin de liberar
los espermatozoides débilmente unidos al oolema. Este paso depende
exclusivamente del operador (fuerza de pipeteo, nimero de lavados, etc.)
provocando una gran variabilidad en los resultados obtenidos por distintos
operadores. Por otro lado, si en el momento de evaluar la unién, la fusién ya ha
ocurrido, ésta podria provocar alguna alteracion de la membrana (ver Exocitosis
de granulos corticales) de forma tal que los espermatozoides no se unan de la
misma manera que lo hacian previo a la fusién, provocando asi la liberacion de
los espermatozoides unidos. Mas aun, la ocurrencia de una unién no
conducente a fusion podria estar enmascarando la ocurrencia de la unién

conducente a fusion (Myles, 1993).

12.2 Sitios de iniciacién de la fusién entre el espermatozoide y el ovocito

Las regiones de la membrana plasmatica que inicialmente participan en la

fusién son restringidas tanto en el espermatozoide como en el ovocito. En el
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Figura VIl. Diagrama de las distintas etapas del proceso de fusion.

A) La membrana del espermatozoide entra en contacto con el oolema; B) El
segmento ecuatorial del espermatozoide se fusiona con el oolema; C) El
espermatozoide es incorporado al ovocito; D) Comienza la decondensacion del
nucleo del espermatozoide.

lam: Membrana acrosomal interna; eq: segmento ecuatorial.
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caso del espermatozoide, es aceptado que la membrana plasméatica que cubre
al segmento ecuatorial es la que primeramente se fusiona con el ovocito (Arts et
al.,, 1993, Yanagimachi, 1994). Excepcionalmente, en los casos en que durante
la reaccion acrosomal también se pierde el segmento ecuatorial (por ejemplo,
luego de largas incubaciones en condiciones capacitantes), la fusién puede
iniciarse por la region postacrosomal (Vigil, 1989). Es importante recalcar que el
segmento ecuatorial sélo adquiere capacidad de fusionarse con el oolema una
vez que el espermatozoide ha sufrido la reacciéon acrosomal (Wolf et al., 1976;
Barros y Berrios, 1977, Yanagimachi, 1981; Yanagimachi, 1994). Los
espermatozoides intactos, independientemente de que se encuentren
capacitados, no son capaces de fusionarse con el ovocito (Yanagimachi y Noda,
1970; Yanagimachi, 1981). La motilidad pareceria no ser un requisito absoluto
para la ocurrencia de la fusion, ya que ha sido demostrado que
espermatozoides inmétiles o de muy baja motilidad son capaces de fusionarse

con el ovocito (Yanagimachi, 1994).

En el caso del ovocito, tal como ha sido previamente mencionado, la superficie
del mismo se encuentra polarizada y pueden distinguirse al menos dos
regiones. la region que recubre el huso meidtico, que se halla libre
microvellosidades, y el resto de la membrana del ovocito, que presenta
numerosas microvellosidades. Las proteinas presentes en la region libre de
microvellosidades presentan una mayor movilidad respecto al resto del oolema
(Wolf y Ziomek, 1983). La fusién raramente ocurre por esta regiéon (Johnson et
al., 1975, Phillips y Shalgi, 1980; Shalgi y Phillips, 1980ab). Esto podria deberse
a que el segundo corpusculo polar se forma y libera por esta region luego de la
fertilizacion y resultaria “peligroso” que el espermatozoide se fusione e
incorpore alli ya que su presencia podria interferir con la correcta liberacion del
segundo corpusculo, o bien, el mismo espermatozoide podria ser eliminado

durante este proceso.
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Si bien al asociarse al oolema, el espermatozoide entra en contacto con las
microvellosidades, aun no se conoce si las microvellosidades son esenciales

para la ocurrencia de la fusion (Bedford y Cooper, 1978).

12.3 Deteccién de la ocurrencia de la fusién

En general, los ensayos de fusion espermatozoide-ovocito son llevados a cabo
in vitro, utilizando para ello ovocitos sin ZP, con lo cual se evita la interferencia
de la zona en la realizacién del ensayo y en la interpretacién de los resultados
(Yanagimachi, 1988).

Existen principalmente dos formas de evaluar la ocurrencia de la fusién
espermatozoide-ovocito. EI método mas comunmente utilizado es la
observaciéon de la incorporaciéon del espermatozoide al citoplasma del ovocito
que constituye una evidencia indirecta pero inequivoca de que la fusién de
membranas ha ocurrido. El otro método utilizado permite la evaluacién de la
fusion en si y consiste en pretenir los ovocitos con un fluorocromo especifico
para ADN, como lo es el Hoechst 33342. Estos ovocitos son luego inseminados
con espermatozoides no tefidos. Si ocurre la fusién, el fluorocromo entra al
espermatozoide que se ha fusionado y tifie su ADN, resultando en la aparicion
de una cabeza fluorescente en la superficie del ovocito. Los espermatozoides
que no se han fusionados permanecen no fluorescentes (Hinkley et al., 1986;
Conover y Gwatkin, 1988).

12.4 Especificidad de especie en la fusion

Debido a que el ovocito de hamster sin ZP puede ser penetrado por
espermatozoides de todas las especies estudiadas hasta el momento
(Yanagimachi, 1988), durante mucho tiempo se creyé que no existia
especificidad de especie en el proceso de fusiéon. Sin embargo, actualmente es
aceptado que, aunque menos restringida que la penetracion de la ZP, existe

especie especificidad en este proceso. Es asi como los ovocitos de ratén sin ZP
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pueden ser penetrados por espermatozoides de la misma especie
(Yanagimachi, 1984) y los ovocitos de rata sin ZP pueden ser penetrados
heteroldgamente sblo por espermatozoides de raton (Hanada y Chang, 1972).
Inclusive, los mismos ovocitos de hamster sin zona poseen cierto grado de
especificidad ya que al ser inseminados, en una misma capsula, con iguales
cantidades de espermatozoides provenientes de hamster, cobayo y humanos, el
numero de espermatozoides de hamster que se encuentra en cada ovocito
siempre es mayor que el que se encuentra de las otras especies (Yanagimachi,
1981). Esta restriccion varia dependiendo de la especie de la que provienen
tanto los espermatozoides como los ovocitos, y la habilidad de fusionarse en
una direcciéon no implica estrictamente la fusiéon cruzada inversa pueda ocurrir
(Yanagimachi, 1988).

12.5 Consecuencias de la fusion

Luego de la fusién con el espermatozoide, se inicia en el ovocito una serie de
cambios morfologicos y bioquimicos que llevan a la division celular y
diferenciacion, o sea a la formacion de un nuevo individuo. A este reinicio de la
actividad del ovocito se lo denomina activaciéon. Unos segundos luego de que la
fusién ha ocurrido se produce en el ovocito un aumento transitorio de los niveles
de Ca* citoplasmatico (Miyazaki et al., 1986). Existen dos mecanismos posibles
por los que el espermatozoide podria provocar este aumento en el ovocito. En el
primero, la cadena de eventos que conllevan a la liberacion de Ca* seria
disparada por la unién de un ligando del espermatozoide a su receptor en el
ovocito. Posiblemente se trate de alguna de las moléculas que participan en el
proceso de fusion (Ohlendieck y Lennarz, 1995). En el otro mecanismo
postulado, las reacciones serian iniciadas por un factor soluble que seria
introducido en el ovocito por el espermatozoide durante la fusién (Yanagimachi,
1994). En este sentido, cabe mencionar que recientemente ha sido descripta

una proteina del espermatozoide de ratén, oscilina, que cuando es inyectada en
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ovocitos induce oscilaciones de Ca* similares a las observadas en presencia

del espermatozoide (Parrington et al., 1996).

Los indicadores mas visibles de la activacion son la exocitosis de los gréanulos

corticales y la reasuncién de la meiosis.

Exocitosis de los grénulos corticales: Pocos minutos luego de producida la
fusion, mas del 95% de los granulos corticales han sido exocitados
(Yanagimachi, 1994). Su funcién es modificar la ZP, en lo que se denomina la
reaccion de zona, y el oolema de forma tal de prevenir la polispermia. Ha sido
demostrado en varias especies que las proteasas liberadas de los granulos
corticales provocan la hidrélisis parcial de proteinas de la ZP (cerdo: Hatanaka
et al, 1992, humano: Shabanowitz y O'Rand, 1988). En el ratén, ZP2 (120 Kd)
es hidrolizada, resultando en una proteina de 90 kDa a la que se denomina ZP2,
(Moller y Wassarman, 1989). ZP3 también es modificada por el contenido de los
granulos corticales, pero en este caso se modifica el patron de glicosilaciéon de

dicha proteina (Wassarman, 1987).

El oolema también es modificado. Dado que las membranas de los granulos
corticales se integran al oolema luego de su exocitosis (Cherr et al., 1988), se
postula que tanto su contenido como sus membranas juegan un papel
importante en el establecimiento del bloqueo de polispermia a nivel de la

membrana plasmatica.

En algunas especies, como el hamster, humano y perro, la prevenciéon de
polispermia depende principalmente de la reaccion de zona. En otras especies,
como el conejo y el murciélago, el bloqueo depende principalmente de la
modificacion del oolema, por lo cual estos ovocitos presentan normaimente
espermatozoides supernumerarios en el espacio perivitelino. Existe ademas un
tercer grupo de especies, que incluye a la rata, ratén y cobayo, en el que el

bloqueo de polispermia depende de ambos (Yanagimachi, 1994).
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Reasuncion de la meiosis: Una vez que se ha completado la meiosis y liberado
el segundo corpusculo polar, el complemento haploide resultante se transforma
en el pronicleo femenino. En tanto, el nucleo del espermatozoide se
decondensa y se transforma en el pronucleo masculino. En ambos prontcleos
comienza la sintesis de ADN. Una vez que los pronucleos han completado su
desarrolio, migran al centro del ovocito, sus envolturas nucleares se desintegran

y los cromosomas se unen (singamia) para dar la primera division meiética.

13. Moléculas involucradas en el proceso de fusién

13.1 Moléculas involucradas en la fusiébn de membranas durante Ia

infeccioén viral

La fusién de membranas es un evento clave en diversos fenomenos celulares
ademas de la fertilizacion tales como el transporte intracelular de vesiculas, la
endo y exocitosis, la miogénesis y la infeccidbn viral. Una conclusion
generalizada entre los distintos grupos de investigacion es que la fusion de
membranas esta mediada por proteinas (Zimmerberg et al., 1993). Sin embargo,
es muy poco lo que se sabe sobre las proteinas mediadoras en la mayoria de
los sistemas. Dada su simplicidad, la infeccion viral ha resultado un modelo util
para el estudio de los mecanismos involucrados en el proceso de fusion de
membranas y los primeros avances en el conocimiento de estos mecanismos se

llevaron a cabo en este sistema.

Los virus animales estan compuestos por una membrana y un espacio intemo
que contiene el genoma viral y las proteinas accesorias. La membrana viral, la
cual generaimente posee una composicion proteica simple, cumple tres
funciones: participa en el ensamblaje de la particula viral en la célula infectada,
protege al genoma durante la etapa extracelular y es responsable de la
introduccién de la nucleocépside en el citoplasma de la célula huésped a través

de un fenémeno de fusion (White et al., 1983).
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El evento de fusién virus-célula huésped puede ser dividido en las siguientes
etapas: a) union del virus a la superficie de la célula. Esta etapa seria necesaria
para destruir las fuerzas repulsivas generadas entre las bicapas lipidicas
interactuantes (Lucy y Ahkong, 1986), b) interaccién de una proteina de fusion
con la membrana blanco, ¢) ocurrencia de la unificacion de las membranas
(Hoekstra, 1990).

Tanto en el evento de union como en la etapa de fusion participan moléculas de
reconocimiento especificos de naturaleza proteica o glicoproteica (Burger y
Verkleij, 1990). Si bien las diferentes proteinas virales estudiadas poseen una
baja homologia en su secuencia, todas comparten ciertas caracteristicas que
podrian ser relevantes para la ocurrencia de la fusién. En el caso de ciertos
virus, se han descripto proteinas virales que contienen en distintas regiones de
la misma molécula, tanto la actividad de unién a la membrana de la célula
huésped como la de fusidén, (Hoekstra, 1990). Tal seria la situacién de la
glicoproteina HA del virus de la influenza (White et al., 1983). En este caso, la
proteina interactuaria con residuos de acido sialico presentes en la membrana
de la célula huésped, mediando asi la unién del virus. Una vez unida a la
membrana de la célula huésped, la proteina HA sufre un cambio conformacional
dependiente del pH, exponiendo una region hidrofébica que se intercala en la
membrana del huésped, determinando asi el desencadenamiento de la fusion
(Hoekstra, 1990). Otro ejemplo de una proteina que posee ambas funciones en
la misma molécula lo constituye la glicoproteina gp120 del virus HIV. En este
caso, la evidencia en favor de esta hipoétesis fue obtenida mediante la utilizacion
de anticuerpos monoclonales dirigidos contra distintos epitopes de la misma
proteina con los cuales fue posible inhibir alternativamente la actividad de unién
o fusion (Healey et al., 1990). Existe, sin embargo, otro grupo de virus, los
paramyxovirus, entre los que se incluye el virus Sendai, en los que las
actividades de unién y de fusion residen en moléculas distintas (Hoekstra,
1990). En este caso, la membrana viral posee las glicoproteinas HN y F. La

glicoproteina HN es responsable de la unién del virus a la célula huésped a
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través de residuos de acido sialico presentes en la misma y de la ruptura
posterior de dicha unién. Por su parte, la proteina F posee un péptido
hidrofobico conservado con respecto al presente en la proteina HA del virus de

influenza, que participaria en la etapa de fusiéon (White et al., 1983).

Zimmemberg y colaboradores (1993) sostienen que el conocimiento de la
localizacién de las moléculas involucradas en fusién seria de importancia para
el entendimiento de los mecanismos de fusion en general y postulan cuatro
distribuciones hipotéticas para las proteinas que participen en el proceso de
fusién, que se muestran en la Figura VIIl. Las distribuciones propuestas
requeririan la presencia de proteinas en ambas membranas las cuales podrian
ser complementarias o idénticas, o bien, la presencia de proteinas ya sea en

una u otra de las dos membranas que interactuan.

13.2 Moléculas involucradas en el proceso de fusién espermatozoide-

ovocito

Si bien el proceso de fusién de gametas ha sido ampliamente caracterizado en
sus aspectos estructurales, sélo en los ultimos afnos se han realizado estudios
tendientes a identificar las moléculas involucradas en esta interacciéon. La
estrategia mas comunmente utilizada consiste en estudiar si anticuerpos poli o
monoclonales contra proteinas del espermatozoide son capaces de interferir
con la ocurrencia de la fusiéon. Por lo tanto, si bien escasa, la mayor parte de la
informacién disponible se refiere a moléculas del espermatozoide. La
informaciéon es mas limitada aun cuando se trata de las moléculas del ovocito

involucradas en fusion.

Saling y colaboradores (1985) mostraron que dos anticuerpos monoclonales
(M29 y M37) son capaces de inhibir especificamente el proceso de fusién en el
raton. El anticuerpo M29 reconoce un antigeno de 40 kDa que se localiza en el
segmento ecuatorial del espermatozoide. El antigeno reconocido por el

anticuerpo M37 no ha sido identificado aun.



53

El anticuerpo monoclonal OBF13, dirigido contra espermatozoides de raton,
también produce una inhibicién en el porcentaje de ovocitos fusionados (Okabe
et al, 1988). Si bien el antigeno reconocido por OBF13 no ha sido aun
identificado, su localizacion ha sido extensamente estudiada. El anticuerpo no
se une a espermatozoides epididimarios frescos, mientras que reconoce la
region acrosomal de espermatozoides frescos permeabilizados (Kawai et al.,
1989) y toda la cabeza del espermatozoides reaccionados (Okabe et al., 1987;
Kawai ef al., 1989). Los autores postulan que el antigeno reconocido por OBF13
estaria localizado en el acrosoma de los espermatozoides intactos y queluego

de la reaccién acrosomal, podria migrar hacia la regién postacrosomal.

Otro anticuerpo monoclonal dirigido, en este caso, contra espermatozoides
humanos reaccionados, el anticuerpo MH61, produce una inhibicién en el
porcentaje de ovocitos de hamster sin zona penetrados por espermatozoides
humanos (test de hamster) (Okabe et al., 1990). MH61 reconoce una proteina
de 43 kDa que se localiza en la regidn postacrosomal del espermatozoide
reaccionado, mientras que no se une a espermatozoides frescos. Su
secuenciacion mostré que se trata de la proteina CD46, una proteina de
adhesion (Okabe et al., 1992).

Resultados similares se obtuvieron al utilizar el anticuerpo monoclonal PH-30
que inhibe el proceso de fusidn y reconoce una proteina, a la que se denomina
PH-30 o fertilina, que se localiza en la regidn postacrosomal del espermatozoide
de cobayo (Primakoff et al, 1987). Fertilina consiste de dos subunidades, a
(44kDa) y B (60kDa) (Blobel et al., 1992). La subunidad § posee un motivo de
desintentegrina esencial para su funcion (Myles et al, 1994), mientras que la
subunidad a posee un péptido hidrofdébico que podria intercalarse en la
membrana del ovocito (Blobel et al., 1992). Recientemente se ha demostrado la
presencia de fertilina en espermatozoides de raton (Evans et al., 1995b) y su
expresion en testiculo de mono, humano y conejo (Hardy y Holland, 1996,

Gupta et al., 1996; Ramarao ef al., 1996).
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Figura VIIl. Distribuciéon hipotética de las proteinas involucradas en el
proceso de fusiéon de membranas.
Se requeriria |la presencia de proteinas complementarias (A) o idénticas (B) en
ambas membranas. (C) y (D): se requeririan proteinas ya sea en una u otra de
las dos membranas que interactuan.
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La existencia de componentes de la membrana del ovocito involucradas en el
proceso de fusion fue sugerida por primera vez por Boldt y colaboradores (1989;
1988) quienes demostraron que el tratamiento de ovocitos de ratéon con
proteasas afecta la habilidad de dichos ovocitos de fusionarse con el
espermatozoide. Estudios posteriores mostraron que una proteina de 94 kDa
desaparece de los ovocitos tratados e, interesantemente, puede ser regenerada
por los ovocitos luego de varias horas de terminado el tratamiento
paralelamente a la recuperacion de la capacidad de fusion de dichos ovocitos
(Kellom et al., 1992; Horvath et al., 1993). La situacion en el hamster parece ser
distinta que en el ratén ya que el oolema del ovocito de hamster es muy
resistente al tratamiento proteolitico (Hirao y Yanagimachi, 1978; Ponce et al.,
1993).

Bronson y Fusi (1990a,b) mostraron que el agregado de un péptido que
contenia la secuencia RGD (Arg-Gly-Asp) a ovocitos de hamster sin zona
afectaba la interaccion con el espermatozoide, indicando la existencia de sitios
de union para RGD en la superficie del ovocito. Dado que muchas integrinas
reconocen al péptido RGD, se sugirid que estos sitios de unién podrian ser
integrinas. La presencia de distintos tipos de integrinas en el oolema fue
demostrada por distintos grupos (Fusi ef al., 1992; Almeida ef al., 1995, Evans
et al, 1995a). Almeida y colaboradores (1995) sugirieron que estas integrinas
podrian ser el receptor para el dominio de desintegrina presente en fertilina, sin

embargo esto no ha sido aun demostrado.
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OBJETIVOS

Uno de los principales componentes sintetizados y secretados en forma
andrégeno-dependientes por el epididimo de la rata, lo constituye la proteina
DE (Cameo y Blaquier, 1976). El establecimiento de un método de purificacion
que permite la obtencion de proteina DE con un 95 % de pureza (Garberi et al.,
1979; Garberi et al., 1982) posibilitd su caracterizacion. DE esta constituida por
las proteinas D y E, las cuales se detectan como dos bandas claramente
distinguibles en geles de poliacrilamida nativos. Sin embargo, D y E no pueden
ser separadas por su solubilidad, peso molecular o carga, por lo que se las
considera como una entidad unica. La caracterizacion de DE mostré que se
trata de una glicoproteina acida (pl = 4.95 - 5.13) de 37 kDa, que contiene un
10% de residuos glicosilicos constituidos por D-manosa, D-galacotosa, N-acetil-
D-glucosamina, acido N-acetil-neuraminico y D-glucosa (Garberi et al., 1982). El
desarrollo de un anticuerpo policlonal especifico contra DE, al que se denomina
anti-DE (Kohane et al.,, 1983), permitié establecer, mediante la utilizacion de
técnicas de inmunodeteccién, que DE es sintetizada en las regiones proximales
del epididimo y se asocia a la region dorsal del acrosoma de Ilos
espermatozoides durante el transito epididimario (Kohane et al., 1980; Cameo et
al., 1986).

Cuando los espermatozoides son incubados bajo condiciones capacitantes
tanto in vivo como in vitro, se produce la pérdida de una gran cantidad de
proteina DE de los mismos (Kohane et a/., 1980). Estos resultados sugirieron la
posibilidad de que esta proteina actuara como un factor decapacitante. Por otro
lado, experimentos in vivo en los cuales la exposicion de espermatozoides
provenientes del cauda epididimario a anti-DE previo a la inseminacion uterina,
produjo una disminucién significativa en el porcentaje de ovocitos fertilizados
(Cuasnicu et al., 1984) sugirieron que la proteina DE podria participar ademas

en el proceso de fertilizacion. Estudios posteriores de miscroscopia electronica,
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en los que se detectd la permanencia de DE en espermatozoides reaccionados
(Cameo et al., 1986), apoyaron esta posibilidad dado que sélo las proteinas que
permanecen en el espermatozoide luego de la capacitacidon y/o reaccidn

acrosomal pueden estar involucradas en la interaccién con el ovocito.

La relevancia de esta proteina para la fertilidad de los animales fue estudiada a
través de la inmunizacion activa de ratas machos y hembras con proteina DE
pura. Los resultados indicaron que luego de la inmunizacién se produce una
inhibicion completa o significativa de la fertilidad (Cuasnicu et al., 1990) en
animales de ambos sexos. Resultados recientes indican que dicha inhibicion
estaria mediada por la produccién de anticuerpos especificos contra DE, los
cuales entrarian al tracto reproductivo tanto de los machos como de las
hembras y se asociarian a la superficie del espermatozoide y afectarian

especificamente l|a interaccion de gametas (Perez Martinez et al., 1995).

Distintas evidencias sugieren que la proteina DE podria participar en la etapa
de interaccion con la zona pellucida. En primer lugar, la localizacién de DE
sobre la regidn dorsal del acrosoma es consistente con su posible participacion
en la unién a ZP ya que, inicialmente, los espermatozoides se unen a la ZP a
través de esta region de la cabeza. En segundo lugar, evidencias previas
demuestran que la incubacion de espermatozoides testiculares con una proteina
epididimaria de rata con caracteristicas similares a DE, incrementa su
capacidad de interactuar con la ZP (Orgebin-Crist y Fournier-Delpech, 1982).
Por otro lado, resultados obtenidos en nuestro laboratorio indican que cuando
se inseminaban hembras con espermatozoides expuestos a los sueros
provenientes de ratas inmunizadas con proteina DE, se observaba una
inhibicion en el porcentaje de ovocitos penetrados. Dado que no se observo una
acumulacion de espermatozoides en el espacio perivitelino, estos resultados
sugerian que los anticuerpos estarian interfiriendo con la unién y/o penetracion
de la ZP (Perez Martinez et al., 1995). Sin embargo, la participacion de DE en

esta etapa no ha sido aun demostrada.
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Distintos resultados indican que la proteina DE, originalmente localizada en la
region dorsal de la cabeza del espermatozoide, migra al segmento ecuatorial
bajo condiciones capacitantes tanto in vivo como in vitro (figura IX; (Rochwerger
y Cuasnicu, 1992)). Distintas evidencias indicaron que esta migracion ocurriria
concomitantemente con la ocurrencia de la reaccidén acrosomal. En primer lugar,
la incubacion de espermatozoides en presencia de un inductor de la reaccion
acrosomal como lo es el ionéforo de Ca® A23187 produjo un aumento en el
porcentaje de espermatozoide con redistribucion de DE (Rochwerger vy
Cuasnicu, 1992). Por otro lado, cuando los espermatozoides eran capacitados
en ausencia de iones necesarios para la reaccién acrosomal, tales como el Ca*
y el HCOj3, se observo una disminucién en dicho porcentaje (Cohen, 1992;
Rochwerger y Cuasnicu, 1992). Finalmente, cuando espermatozoides
capacitados eran recuperados del fluido oviductal, los mismos presentaban a
DE localizada en la region dorsal, mientras que los espermatozoides presentes
en el espacio perivitelino, necesariamente reaccionados, presentaban a DE

localizada en el segmento ecuatorial (Rochwerger y Cuasnicu, 1992).

Tal como ya ha sido mencionado, el segmento ecuatorial adquiere
fusogenicidad sélo después de la ocurrencia de la reaccién acrosomal. Esto,
conjuntamente con la relocalizacion de DE al segmento ecuatorial, regién a
través de la cual el espermatozoide se fusiona con el oolema, sugerian que DE
podria estar involucrada en en el proceso de fusién de gametas. Resultados
previos mostrando que la exposicion de espermatozoides capacitados a anti-DE
produjo una inhibicién significativa, y dependiente de la dilucion de anticuerpo
utilizada, en la penetracion de ovocitos sin zona (Cuasnicu et al, 1990),
indicaron un papel especifico para DE en el proceso de fusion espermatozoide-

ovocito.
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Figura IX. Localizaciéon de la proteina DE en espermatozoides frescos y
capacitados.

(a) Un espermatozoide no capacitado, presentando marca fluorescente en la
region dorsal del acrosoma; (b) Un espermatozoide capacitado, presentando
marca fluorescente en la region correspondiente al segmento ecuatorial; (c)
Diagrama de la cabeza del espermatozoide de rata mostrando los diferentes
dominios que la forman. (ca) capuchén acrosomal, (se) segmento ecuatorial.
Aumento: x 625.




61

Estudios posteriores mostraron que el agregado de proteina DE pura en el
medio de coincubacion de las gametas provocaba una disminucion significativa
del porcentaje de ovocitos penetrados. Estos resultados no sélo confirmaron la
participacion de DE el proceso de fusidn sino que indicaron la presencia de
sitios de union para DE en la superficie del ovocito (Rochwerger et a/., 1992). La
presencia y localizacién de dichos sitios se estudié por inmunofluorescencia
indirecta sobre ovocitos preincubados con proteina DE, observandose una
marcacién, en forma de agregados de fluorescencia en toda la superficie del
ovocito con excepcion de una regién no marcada a la que se denominé area
negativa. Dicha area negativa resultoé coincidente con la region de la membrana
plasmatica que recubre el huso meidtico, region por la cual la fusién raramente
ocurre (Rochwerger et al., 1992). Estos resultados constituyeron la primera
evidencia de la existencia de sitios complementarios para una proteina

especifica del espermatozoide en el ovocito de mamifero.

El objetivo general del presente trabajo consistié en estudiar los mecanismos

por los cuales la proteina DE participa en el proceso de interaccion de gametas.

Para tal fin, y teniendo en cuenta que la capacitacion constituye un proceso
necesario para que el espermatozoide exprese su capacidad de interactuar con
el ovocito, se propuso estudiar en primer lugar, la interaccion de la proteina DE
con la membrana del espermatozoide y la relacion entre dicha interaccion y el
comportamiento de la proteina durante la capacitacion (Parte 1). A su vez se
propuso realizar la secuenciacion de la proteina DE, con el fin de estudiar Ia
presencia de dominios que explicaran su funcién biolégica, como asi también
establecer la existencia de proteinas homodlogas a DE en otras especies de
mamiferos (Parte Il). Por ultimo, y teniendo en cuenta que DE participa en el

proceso de fusion de gametas a través de sitios complementarios localizados en
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la superficie del ovocito, se propuso estudiar la participacion de dichos sitios en

la adquisicién de la capacidad fusogénica del oolema (Parte lil).



MATERIALES Y METODOS



64

MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Los animales utilizados fueron:

-Ratas macho adultas (3-12 meses) y hembras tanto prepuberes (26-30 dias)

como adultas (3-6 meses) pertenecientes a la cepa Sprague Dawley.

-Ratones machos adultos (2-5 meses) y hembras prepuberes (30 dias) y adultas
(60-90 dias) de la cepa BALB/C y de los hibridos F1 resultantes de la cruza de
hembras de la cepa C57BL/6J con machos de la cepa BALB/C ((C57BL/6J
xBALB/C)F1) o de la cepa CBA ((C57BL/6xCBA)F1).

En todos los casos los animales se mantuvieron a una temperatura de 22-24°C
y en presencia de alimento y agua ad /ibitum. El régimen de luz:oscuridad fue de
12 hs:12 hs.

2. Proteina DE

La proteina DE utilizada en este trabajo fue purificada de acuerdo a lo descripto
por Garberi y colaboradores (1979; 1982). Brevemente, Ia purificacién incluye la
precipitacion del citosol epididimario con (NH4),SO, seguido de una
cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-cellulosa, una cromatografia en
Sephadex G-100 y un paso final de cromatografia de afinidad en una columna
de Sepharosa-Concanavalina A (Pharmacia LKB, Uppsala, Suecia). Cuando
este material es sometido a electroforesis y tincion con plata, sélo se detectan

las bandas correspondientes a DE.
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3. Anticuerpo anti-DE

Para el desarrollo de este trabajo se utilizd el anticuerpo anti-DE: anticuerpo
policlonal (fracciéon IgG), dirigido contra las bandas la proteina DE, vy

desarroliado en conejo (Kohane et al., 1983).

4. Obtencion de espermatozoides

4.1 Espermatozoides epididimarios

Con la finalidad de obtener espermatozoides epididimarios de animales de las
distintas especies utilizadas, los animales adultos fueron anestesiados, y cada
epididimo expuesto a través de un corte efectuado en la regién escrotal. Los
mismos se limpiaron de grasa y sangre, manteniéndose permanentemente
humedecidos con solucidon fisioldgica. Para la delimitacion de las distintas
regiones del epididimo de rata, se utilizé la delimitacién propuesta por Fournier-

Delpech y colaboradores (1984).

Dado que los espermatozoides del caput epididimario no poseen motilidad
progresiva, los mismos fueron obtenidos realizando diversos cortes en el
segmento correspondiente, el cual fue luego colocado en una capsula de 3.5 cm
de diametro (Falcon) conteniendo 500 pl de PBS previamente calentado a 37°C.

Los espermatozoides del cauda epididimario se obtuvieron por puncion del
tubulo correspondiente a dicha region (tubulo de mayor diametro). La masa de
espermatozoides asi obtenida fue colocada en una capsula de 3.5 cm de

diametro conteniendo 1 mi de PBS previamente calentado.

4.2 Espermatozoides testiculares

Para la obtencion de espermatozoides testiculares, los testiculos de ratas
adultas fueron cortados de forma tal de exponer los tubulos seminiferos. Los

mismos fueron sumergidos y retirados repetidas veces en una capsula
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conteniendo 1 ml de PBS precalentado. Los espermatozoides liberados fueron

luego centrifugados y resuspendidos en medio fresco.

5. Evaluacion de motilidad de los espermatozoides

Con el fin de evaluar la motilidad de los espermatozoides, alicuotas de 10 ul de
las suspenciones obtenidas fueron dispuestas sobre portaobjetos mantenidos a
37°C. Sobre los mismos fue colocado un cubreobjetos mantenido también a la
temperatura mencionada. El porcentaje de motilidad se evalud por microscopia
optica utilizando un aumento de 400 x. En todos los casos se evaludé un minimo

de 100 células por determinacion.

6. Extraccion de proteinas del espermatozoide

Las suspensiones de espermatozoides provenientes de la regiéon del caput o del
cauda de epididimos de rata o del cauda epididimario de raton, fueron lavados
tres veces por centrifugacion y resuspension en PBS con PMSF (0.2 mM). Los
distintos espermatozoides fueron extraidos con 2M NaCl durante 30 min.
Terminado el tratamiento, la suspension fue centrifugada a 13000 xg durante 10

min. y el sobrenadante dializado contra agua deionizada y liofilizado.

Para la extraccion de la poblacidn no removible con alta fuerza ibnica,
espermatozoides tratados como se describi en el parrafo anterior, fueron luego
incubados con los distintos tratamientos entre los que se incluyen: 1% Triton X-
100 en PBS, Glicina 50 mM (pH 3), Na,CO; 10 mM (pH 11), cloruro de
guanidinio 6M, urea 8M, ditiotreitol (DTT) 100 mM o PBS, durante 30 min. con
agitacion. Terminadas las distintas incubaciones, las suspensiones fueron
centrifugadas a 13000 xg durante 10 min. y los sobrenadantes dializados y

liofilizados.
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Posteriormente al tratamiento con DTT, los espermatozoides fueron extraidos
con 1% Tritdn X-100 en PBS con PMSF durante 30 min. La suspension fue
centrifugada y las proteinas extraidas dializadas y liofilizadas, como se

describié en el parrafo anterior.

En todos los casos, luego de las extracciones, los espermatozoides fueron

fijados y sometidos a la técnica de |iF.

7. Separacion electroforética de las muestras

Para llevar a cabo la separacion electroforética de las muestras obtenidas, se
utilizaron geles de poliacrilamida nativos o con SDS al 7.5% o al 10%, de 1.5
mm de espesor preparados siguiendo la técnica descripta por Hames (1981)
para los geles nativos y de Laemmili (1970) para los geles desnaturalizantes con
SDS. Las muestras fueron diluidas en buffer de siembra con o sin SDS con 10%
glicerol y azul de bromofenol (BPB). La corrida se realizd utilizando una cuba
Mighty Small Il (Hoefer), bajo condiciones de corriente constante (20 mA por

gel) a temperatura ambiente.

8. Tranferencia a nitrocelulosa

Para la inmovilizacion de proteinas sobre nitrocelulosa se siguié la técnica
descripta por Towbin y colaboradores (1979). Una vez finalizada la
electroforesis, los geles fueron sumergidos en buffer Tris 25 mM, Glicina 192
mM, metanol 20%, pH = 8.3 por 30 min. Posteriormente, los mismos fueron
colocados sobre las membranas de nitrocelulosa y sobre cada uno de ellos se
dispuso un papel de filtro (Whatman nro. 3) y una esponja, ambos previamente

humedecidos en el buffer antes mencionado.

Todo el dispositivo (esponja-filtro-gel-nitrocelulosa-filtro-esponja)  fue
inmovilizado entre dos placas de acrilico e introducido en un tanque

conteniendo el buffer previamente descripto, orientando el gel hacia el anodo.
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La transferencia fue llevada a cabo durante toda la noche a 4°C, utilizando

voltaje constante de 35 V.

9. Western blot

Para la deteccion inmunologica de la proteina DE, los sitios remanentes en las
membranas de nitrocelulosa fueron bloqueados con una solucién 20 mg/m! de
leche en polvo descremada en PBS 0.02% Tween 20 (PBST), seguida de una
incubacion con anti-DE 1:200 en solucion de bloqueo. Luego se realizaron 3
lavados en PBST. Las membranas fueron posteriormente incubadas con anti-
IgG de conejo acoplado a biotina, 1:500 en solucion de bloqueo. Finalizada la
incubacion se repitid el procedimiento de lavado. Las membranas fueron luego
incubadas con una solucién de extravidina-peroxidasa 1:1000 en una solucién 1
mg/ml de BSA en PBS y nuevamente lavadas con PBST. Con el fin de eliminar
el Tween 20, se realizd un lavado adicional con Tris 0.1 M, pH 7.5. Por uitimo,
se realizo la reaccion de revelado con el sustrato diaminobencidina (DAB)(DAB
50 pg/ml, H,O, 0.01% en Tris 0.1 M pH 7.5). La reaccién se detuvo con un
exceso de agua. Todas las incubaciones fueron realizadas por un periodo de 60

min. a temperatura ambiente, con agitacion.

10. Inmunofluorescencia indirecta (liF) de espermatozoides

Los espermatozoides fueron fijados por agregado de un volumen de p-
formaldehido 2% durante 10 min y lavados tres veces con PBS conteniendo 4
mg/ml de BSA. Los espermatozoides fijados fueron extendidos sobre
portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina 0.1 mg/ml. Las muestras fueron
bloqueadas con suero de cabra normal (SCAN) 5% en PBS, por un periodo de
30 min. a 37°C, seguida por una incubacién con anti-DE (1:100 en SCAN 1% en
PBS) durante 16 hs a 4°C. Posteriormente, fueron realizados tres lavados con
PBS y las muestras incubadas con anti-lgG de conejo acoplado a isocianato de
fluoresceina (FITC) (1:100 en PBS), 30 min. a 37°C. Terminada la incubacion
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las muestras fueron nuevamente lavadas tres veces con PBS y montadas con
glicerol 90% y el cubreobjetos sellado con esmalte. Los preparados fueron
examinados en un microscopio de epifluorescencia (Nikon Optiphot) bajo un

aumento de 1125x.

En el caso de los espermatozoides epididimarios de ratén, hamster, cobayo,
conejo como asi también de los espermatozoides eyaculados de bovino, ovino y
humano el procedimiento fue similar, salvo que el anticuerpo anti-DE fue

utilizado en una dilucion 1:50.

11. Inmunoprecipitacion

Este procedimiento consta de tres etapas 1) lisado de las células, 2) formacién

del complejo inmune y 3) purificacion del complejo inmune.

Las células fueron lisadas con buffer de lisis (150 mM NaCl, 1% NP-40, 50 mM
Tris, pH:8) durante 30 min. en hielo. Luego las mismas fueron centrifugadas a
10000 xg a 4°C por 10 min. y 300 pl del sobrenadante incubados con las
distintas concentraciones de anti-DE o SCN (suero de conejo normal) en hielo
durante 1 h. Para separar el complejo inmune se agregaron 30 pl de SAC
(S.aureus Cowan |, Sigma) 10% durante 30 min. en hielo. Se centrifugd a 10000
xg por 1 min. y el sobrenadante fue descartado. El pellet fue lavado 3 veces con

buffer de lisis y preparado para ser separado electroforéticamente.

En el caso en que se estudid la especificidad de la banda detectada, los
espermatozoides fueron incubados con cloruro de guanidinio 6M, Na,COs;
pH=11, DTT 100 mM, Glicina 50 mM (pH = 3) o NaCl 2M tal como se describiera
anteriormente y centrifugados a 10000 xg. Los pellets correspondientes a los
espermatozoides fueron lisados y luego sometidos a la inmunoprecipitacion con
anti-DE. Por otro lado, la presencia de DE en los sobrenadantes obtenidos fue
analizada por electroforesis en geles nativos 7.5% y Western blot, tal como se

describiera anteriormente.
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12. Unidn covalente (“cross-linking”)

Los espermatozoides recuperados del testiculo o del cauda epididimario fueron
lavados 3 veces con PBS y luego incubados durante 15 min. con disuccinimy!
suberato (DSS, Pierce) 0.1 mM en DMSO en hielo. Luego se agregé Tris 1M
(pH = 7.4) hasta una concentracién final de 167 mM y EDTA 1 mM hasta una
concentracion final de 0.16 mM y se incub6 5 min. en hielo. Posteriormente, los
espematozoides fueron lavados tres veces con PBS luego de lo cual fue

realizada la inmunoprecipitacién, tal como se describié anteriormente.

13. Capacitacion in vitro de los espermatozoides

13.1 Espermatozoides de rata

El medio utilizado para la recuperacion y capacitacion de los espermatozoides
de rata corresponde al medio de fertilizacion de rata, RFM, descripto por Kaplan
y Kraicer (1978). Los epididimos fueron obtenidos tal como se menciond
anteriormente. Con el fin de obtener una muestra rica en espermatozoides
motiles del cauda se efectué un sistema de seleccidon que consiste en una
modificaciéon de la técnica descripta por Shalgi y colaboradores (1981). Para
ello, un tubo cénico conteniendo los espermatozoides cubiertos de 2 mi de RFM
fue incubado por un periodo de 15 min. a 37°C y 5% CO, para permitir que los
espermatozoides motiles asciendan hacia la superficie libre ("swim up"). Sélo
fueron utilizadas aquellas suspensiones que, al cabo del periodo mencionado,
presentaran una concentracidon mayor a 5 x 10° esp/ml en los 100 pl superiores
de la misma. En caso contrario, se procedié a preparar una nueva suspension
proveniente de un nuevo animal. La concentracion de espermatozoides se

determind® mediante la utilizacion de un hemocitdmetro.

La capacitacion fue realizada en placas de cultivo de 24 hoyos (Costar)
conteniendo 400 ul de RFM cubiertos por 300 pi de aceite de parafina por hoyo
(Sigma), previamente equilibrados durante 1 h en el incubador con gaseo
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automatico (Forma Scientific). En cada hoyo de capacitacion se sembrdé un
volumen de espermatozoides tal que la concentracion final resultara entre 0.5 y
1 x 10° esp/ml. La capacitacion se llevé a cabo continuando la incubacién en las

mismas condiciones de temperatura y CO,, por un periodo de 5 hs.

13.2 Espermatozoides de ratén

Para la obtencion y capacitacién de espermatozoides de raton se utilizd el
medio descripto por Fraser y Drury (1975) suplementado con 3% BSA. Los
epididimos fueron obtenidos y limpiados como se mencioné anteriormente, y los
espermatozoides obtenidos por puncion de los tubulos del cauda epididimario.
Posteriormente, se realizé una suspension de los espermatozoides obtenidos en
una gota de 200 ul de medio bajo aceite de parafina. La motilidad y la
concentracion de espermatozoides fueron evaluadas tal como se describid
anteriormente. La capacitaciéon fue llevada cabo en gotas de 200 pl de medio
bajo aceite de parafina. En cada gota se sembré una alicuota de la suspension
original de forma tal que la concentracién final resultara de 10° esp/ml. La
capacitacion se llevo a cabo continuando la incubacién por un periodo de 90

min. a 37°C en estufa con gaseo automatico.

14. Enzimoinmunoensayo (ELISA)

Los espermatozoides frescos y capacitados sometidos a los distintos
tratamientos fueron sembrados en los hoyos (Nunc-Immuno Plate F96) a una
concentracion de 10° esp./ml y centrifugados en las placas correspondientes
durante 10 min. a 2000 r.p.m. Luego las células se fijaron con glutaraldehido 2
% durante 10 min. Las placas fueron lavadas tres veces con una soluciéon de
PBS conteniendo Tween 20, 0.05% (PBS-T20). Los sitios remanentes en las.
placas fueron blogueados con PBS conteniendo leche descremada 20 mg/mi,
durante 1 hs a temperatura ambiente. Posteriormente, las mismas fueron
incubadas durante 1 h a 37°C con 100 pl de anti-DE 1:250 en PBS-BSA 0.1%.
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Finalizada la incubacion, las placas fueron lavadas, e incubadas con 100 pl de
anti-IgG de conejo biotinilado (1:500 en PBS-BSA 0.1%, 0.05% Tween 20),
durante 1 h a 37°C. Luego de repetirse los lavados, las placas fueron incubadas
con 100 pl de Extravidina-fosfatasa alcalina (Sigma, 1:1000 en PBS-BSA 1%,
0.05% T-20), a temperatura ambiente durante 30 min. Finalmente, luego de 3
lavados con PBS-T20 se agregaron 100 pl de p-nitrofenilfosfato 1 mg/mi (Sigma
104) en buffer de DEA (Dietanolamina 10%, Cl:-Mg 0.5 mM, pH= 9,8). La
medicién se realizd en un lector de ELISA (7520 Microplate Reader,

Cambridege Technology, Inc.) a una longitud de onda de 405 nm.

15. Obtencion de fluido epididimario

Los epididimos de ratas machos adultos fueron obtenidos como se describid
anteriormente y colocados en una gota de 200 pl de RFM sin albdmina, bajo
aceite de parafina. Los tubulos fueron expuestos por ruptura de la capsula y
punzados en distintos sitios. La liberacién del contenido de dichos tubulos fue
favorecida por presion de los epididimos con una espatula. La suspension
obtenida fue luego centrifugada a 2500 xg y los espermatozoides, descartados.
El sobrenadante fue nuevamente centrifugado y el fluido epididimario
(sobrenadante) fue guardado a -20°C hasta el dia del experimento. La cantidad
de proteinas presentes en el fluido epididimario fue determinada por el método
de Lowry (1951), obteniéndose una concentracién promedio de 7.5 ug/ul.

16. Ensayo de decapacitacion

Los espermatozoides obtenidos de la region del cauda epididimario fueron
incubados bajo condiciones capacitantes en medio RFM en presencia de
distintas concentraciones de fluido epididimario (30 - 300 ug/mi) o de proteina
DE (50 - 100 pg/mi). Al cabo de 5 hs. los espermatozoide fueron recuperados y
la ocurrencia de la capacitacion evaluada tanto por la ocurrencia de la reaccion

acrosomal como asi también por la capacidad de fusibn de dichos
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espermatozoides. El porcentaje de reaccion acrosomal se midié a través de la
migracion de DE al segmento ecuatorial. Para ello, los espermatozoides fueron
fijados y sometidos a lIF tal como fuera descripto anteriormente. Para la
evaluacioén de la capacidad de fusion de los espermatozoides tratados, se utilizé
el ensayo de penetracion el cual sera descripto mas adelante (Ver Ensayo de

penetracion).

17. Ensayo de fertilizacion in vitro de ovocitos de rata intactos

17.1 Medios

Los medios utilizados correspondieron al medio de fertilizacion de rata (RFM)
descripto por Kaplan y Kraicer (1978) y al medio descripto por Toyoda y Chang
(Tch, Toyoda y Chang, 1974). En todos los casos los medios fueron preparados

el dia anterior al experimento y equilibrados en estufa gaseada por 16 hs.

17.2 Estimulacién de las hembras

Para la estimulacién de las hembras prepuberes utilizadas en estos ensayos se

utilizaron tres esquemas distintos:

a) Las hembras fueron estimuladas siguiendo el método descripto por Walton y
colaboradores (1983). En este caso las hembras prepuberes de mas de 60 g
fueron inyectadas intraperitonealmente con 5 Ul de suero de yegua prenada
(PMSG, Sigma) entre 2 y 3 hs luego de iniciado el periodo luminoso del dia -3
previo a la realizacién del experimento (dia 0). No se administré gonadotrofina
coriénica humana (hCG), produciéndose en este caso, un pico endégeno de LH.
Las hembras fueron sacrificadas entre 69 y 71 hs luego de la administracion de
PMSG.

b) Las hembras fueron estimuladas utilizando un método que correspondio a
una modificacion del método descripto anteriormente: Las hembras prepuberes

fueron inyectadas con 5 Ul de PMSG, tal como se describiera en el parrafo
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anterior, y luego de 52 hs. inyectadas con 15 Ul de hCG (Sigma). Las hembras

fueron sacrificadas 15 a 17 hs. luego de la administracion de hCG.

c) Las ratas hembras prepuberes fueron superovuladas mediante Ia
administracion intraperitoneal de 20 Ul de PMSG, seguida por una de 15 Ul de
hCG 48 a 60 hs mas tarde. Las hembras fueron sacrificadas 12 a 15 hs luego de

la administracion de hCG.

En todos los casos las hembras fueron sacrificadas por dislocacion cervical y
los oviductos de cada hembra colocados en forma separada en 2.5 ml de medio
equilibrado. Las ampullas fueron punzadas y los cumulos de ovocitos lavados
por pasaje a través de dos capsulas conteniendo 2.5 mi de medio fresco y

colocados en gotas de 50 ul de medio bajo aceite.

17.3 Obtencion de espermatozoides y coincubacién de las gametas

Para la obtencion de espermatozoides, machos adultos fueron sacrificados por
dislocacion cervical y el epididimo y el vas deferens recuperados. Luego de ser
cuidadosamente limpiados de sangre y tejido adiposo, la cola del epididimo fue
decapsulada utilizando para ello dos pinzas de diseccién nro. 5 y la seccién del
tubulo epididimario mas préximo a la salida del vas deferens fue desenrollada.
Posteriormente el tubulo epididimario expuesto y el vas deferens fueron
comprimidos con una pinza en una gota de 600 pl de medio bajo aceite, y los
espermatozoides liberados incubados por 5 min. para permitir su dispersion. La
concentracion fue ajustada a 1.25 x 10° esp/ml y un volumen de 40 pl de dicha
suspension fue agregado a las gotas previamente preparadas conteniendo los

ovocitos (concentracion final 1.25 x 10° esp./ml).

Las gametas se coincubaron a 37°C, en estufa gaseada, durante 24 hs., al cabo
de las cuales se evalud el porcentaje de ovocitos penetrados. Se consideraron
penetrados a aquellos ovocitos que presentaran uno o mas espermatozoides

incorporados al citoplasma.
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En el caso en que se evalud el efecto del agregado de anti-DE sobre la
fertilizacion in vitro, las gametas fueron incubadas en presencia de anti-DE o
SCN a una dilucion 1:50.

18. Obtencién de zonas pellucidas

Para la obtencidn de zonas pellucidas de rata fueron ensayados tres métodos

de separacion:

18.1 Mecdnicamente, a partir de ovocitos ovulados

Hembras prepuberes fueron superovuladas por inyeccion de 20 Ul de PMSG
seguida de 25 Ul de hCG, recuperandose los ovocitos de la regidn de la
ampulla oviductal (Ver Obtencion de ovocitos). Dichos ovocitos fueron liberados
de células del cumulus oophorus y pipeteados individualmente 1 o 2 veces
utilizando una pipeta de diametro ligeramente menor al de la zona pellucida. El
ovocito roto fue rapidamente removido y las zonas recuperadas y lavadas
mediante pasaje por varias gotas de medio fresco. Dicho medio (medio ZPM)
consistié en una solucién de PBS conteniendo 1 mg/ml PVP, 0.1 uM PMSF y 2%
citrato de sodio; el medio fue esterilizado por filtracidon y mantenido a 4 °C hasta

el dia del experimento.

18.2 Separacién en gradientes de Percoll

Las zonas fueron purificadas a partir del tejido ovarico disgregado
mecanicamente, mediante la separacion del mismo en gradientes de Percoll,
siguiendo la técnica descripta por Bleil y Wassarman (1986). EI homogenato fue
centrifugado a 13000xg durante 15 min. y el pellet fue resuspendido en 1.58 ml
de medio Dunbar (NaCl 130 mM; PO,Na 10 mM y citrato de sodio 11 mM) y
agregado a 3.55 ml de Percoll (70% en medio Dunbar). El volumen total fue
centrifugado a 31000xg durante 45 min. a 4 °C. Se tomaron fracciones del
gradiente de 200 I, se las centrifugd 15 min. a 13000xg y se evalué qué
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fraccion contenia las zonas, dicha fraccion fue recuperada, y contabilizado el

numero de zonas obtenidas.

18.3 Filtracién a través de mallas de poro decreciente

La técnica utilizada consistié en una modificacion de la descripta por Oikawa y
colaboradores (1988) para la obtencion de zonas pellucidas de hamster a partir

de ovarios.

Los ovarios utilizados fueron extraidos de hembras adultas o prepuberes
superovuladas y mantenidos a -20°C hasta el dia del ensayo. Los ovarios
fueron disgregados mecanicamente contra una malla de nylon de 212 um. La
malla fue continuamente lavada con medio ZPM. Posteriormemte, el eluido
obtenido fue filtrado a través de una malla de 48 um. En este caso las zonas
quedaron retenidas en la malla, eluyéndose las células contaminantes (células
de la granulosa y glébulos rojos). El filtro conteniendo las zonas fue transferido
a un vaso de precipitado, y lavado con medio ZPM de modo que las zonas se
desprendieran del mismo. Finaimente, se contabilizd6 el numero de zonas

recuperadas.

Las zonas obtenidas por cualquiera de los tres métodos descriptos, fueron
solubilizadas por tratamiento acido (pH 2.5). Luego de 30 min., fue realizada
una centrifugacion a 2000 xg durante 10 min. con la finalidad de descartar en el
precipitado todo el material particulado que estuviera presente. El sobrenadante
obtenido fue dializado vy liofilizado. El dia del experimento las zonas liofilizadas
fueron resuspendidas en RFM a una concentracion de 20 o 40 zonas/ul segun

el experimento.
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19. Tratamiento con zona pellucida

19.1 Incubacién de los espermatozoides con las zonas pellucidas

solubilizadas

Los espermatozoides fueron incubados bajo condiciones capacitantes por un
periodo de 3 hs., luego del cual, 10 pl de dicha suspension fueron transferidos a
tubos Eppendorf conteniendo el mismo volumen de zonas. Como control se
utilizé medio ZPM sometido al mismo procedimiento que las zonas pellucidas

(acidificacion, dialisis y liofilizacion).

Luego de la incubacion (los tiempos y concentraciones utilizadas variaron segun
el experimento), los espermatozoides fueron fijados para ser luego sometidos a

la técnica de IIF.

19.2 Desarrollo de un sistema de IlIF para un numero pequeio de

espermatozoides

Dado que la cantidad de zonas disponibles resultaba un factor limitante para la
realizacion de estos ensayos, se trato de utilizar el menor volumen posible de la
solucion de zonas pellucidas. Para ello, la incubaciéon debid realizarse en un
volumen final pequefio que implicaba la utilizacién de un volumen pequefio de
espermatozoides. El bajo numero de espermatozoides disponibles, sumado al
hecho de que, a diferencia de lo que ocurre con los espermatozoides frescos,
los espermatozoides capacitados se desprenden facilmente de los portaobjetos,
nos llevd a establecer un sistema que permitiera realizar la técnica de IIF sobre

un numero reducido de espermatozoides.

Asi, siguiendo la metodologia descripta por Morales y Cross (1987), se procedi6
a adsorber a distintos tipos de membranas pequefas alicuotas de
espermatozoides fijados, mediante el empleo de un dispositivo manifold
operado por vacio. Las membranas ensayadas fueron HA 0.45 um (Millipore);

nitrocelulosa 0.45 pm (Sigma) y policarbonato 0.4 ym (Nucleopore), las cuales
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fueron previamente embebidas en una solucion 5% de BSA en PBS. Una vez
concluida la adsorcién, las membranas fueron sometidas a la técnica de IIF por
pasajes sucesivos a través de los vidrios de reloj conteniendo las distintas
soluciones de anticuerpos y de lavado. Entre todas las membranas ensayadas,

la membrana de policarbonato resulté la més adecuada.

20. Secuenciacion de la Proteina DE

La proteina DE purificada fue corrida electroforéticamente en geles de
poliacrilamida nativos (10%, 0.76 mm de espesor), tefidos con azul de
Coomasie y la banda correspondiente fue cuidadosamente recortada del gel. La
proteina fue degradada por tratamiento con tripsina y los péptidos obtenidos
separados por HPLC. Los péptidos obtenidos fueron secuenciados por ciclos
repetidos de la reaccion de degradacién de Edman (Matsudaira, 1990). Estos
experimentos fueron realizados en colaboracibn con la Keck Foundation,

University of Yale, U.S.A.

Para el analisis de la secuencia obtenida se utilizaron los programas MOTIFS
(GCG de la Universidad de Wisconsin) y BLAST (NCBI).

21. Preparacion de citosoles de testiculo y epididimo de distintas especies

Para la preparacion de citosol de testiculo y epididimo de rata, raton y hamster,
dichos 6rganos fueron extraidos de animales sacrificados por dislocacion
cervical, e inmediatamente colocados en hielo. Los mismos fueron disgregados
en frio, hasta obtener una preparacion homogénea. Posteriormente, fueron
agregados 1.5 volumenes de una solucion Tris 50 mM, pH 7.4 conteniendo 0.2
mM de PMSF, completandose la homogeneizacién mediante la utilizacion de un
homogeneizador Polytron. Finaimente, la preparacion resuitante fue
centrifugada durante 20 min. a 10000 xg y el sobrenadante fue centrifugado

durante 60 min. a 105.000 xg y a una temperatura de 4°C, obteniéndose en el
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sobrenadante la fraccion correspondiente al citosol de cada una de las
especies. Las fracciones obtenidas se dializaron contra 100 volimenes de una
solucién de Tris 50 mM, pH 6.8. La concentracion proteica de las muestras se

determind mediante la técnica descripta por Lowry y colaboradores (1951).

22. Obtencion de ovocitos sin zona

22.1 Ovocitos de rata

Las ratas hembras prepuberes fueron superovuladas mediante la administracion
de 20 Ul de PMSG, seguida por una de 25 Ul de hCG 48 a 60 hs mas tarde, tal
como se describiera anteriormente. Doce a 15 hs luego de la administracion de
hCG, las hembras fueron sacrificadas, sus oviductos recuperados y los cumulos
de ovocitos obtenidos mediante una puncion en la region de la ampulla. Dichos
cumulos fueron incubados con hialuronidasa 0.1%, durante 5 min. a 37°C con el
fin de liberar las células del cumulus y aquellos ovocitos libres de células
lavados mediante 5-6 pasajes sucesivos por gotas de medio fresco. Los
ovocitos sin zona pellucida se obtuvieron por tratamiento de los ovocitos
intactos con una solucion de Tyrode acida (pH 2.5) (Nicolson et al., 1975)
durante 5 a 15 segundos y posterior lavado a través de 5-6 gotas de RFM

fresco.

22.2 Ovocitos de ratén

Con el fin de establecer las condiciones 6ptimas para obtener un alto numero de
ovocitos de raton de buena calidad provenientes de ratones hembras
superovuladas, se probaron distintas cepas de ratones (BALB/C y hembras
hibridas (C57BL/6xCBA) y (C57BL/6xBALB/C)), cantidades de hormonas (2.5 y
10 Ul de PMSG y hCG) y horarios de administracion de las mismas. De acuerdo
a los resultados obtenidos el esquema utilizado fue: hembras (C57BL/6xCBA)F 1
adultas fueron superovuladas mediante la inyecciéon de 5 Ul de PMSG

(administradas luego de ia mitad del periodo luminoso y antes de que comience
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el periodo de oscuridad), seguida por una de 5 Ul de hCG 48 hs mas tarde.
Doce a 15 hs luego de la administracion de hCG, las hembras fueron
sacrificadas por dislocacién cervical, sus oviductos recuperados y los ovocitos
libres de células del cimulus y zona peilucida obtenidos de la misma manera
que los anteriormente descriptos para los ovocitos de rata. En este caso todos

los tratamientos y lavados fueron realizados bajo aceite mineral.

23. Obtencioén de ovocitos inmaduros

Los ovocitos de rata en crecimiento y en estadio de vesicula germinal (VG)
fueron obtenidos de ovarios de hembras prepuberes no estimuladas, siguiendo
la técnica descripta por Zuccotti y colaboradores (1991). Brevemente, los
ovarios fueron limpiados de grasa y sangre, cortados en trozos pequenos e
incubados a 37°C con agitacion en 2 mi de RFM libre de BSA y conteniendo 2.5
mg/ml de colagenasa (tipo Il; 440 CD U/mg, Sigma) y 400 U/ml de DNAsa (tipo
Y; 580 Kunitz U/mg, Sigma). Luego de 30 min. se agregd BSA hasta una
concentracion de 1%, luego de lo cual la suspension fue filtrada a través de una
malla de 212 um con el fin de eliminar los restos del tejido ovarico. El filtrado fue
centrifugado 2 min. a 190 xg y el pellet resuspendido en 2 ml de RFM
conteniendo 2.4 mM de EGTA. Al cabo de 3 min., los ovocitos fueron
nuevamente centrifugados y el pellet resuspendido en 2 ml de RFM. Los
ovocitos fueron agitados vigorosamente durante 2 min. recuperandose ovocitos

de distintos diametros libres de células del cumulus y de zona pellucida.

Con el fin de obtener ovocitos en distintos estadios de maduracién (el diametro
de un ovocito de rata que ha completado su crecimiento es de 80 um), las
hembras fueron estimuladas con PMSG y hCG, como se describiera en la
seccién Obtencion de ovocitos de rata, y sacrificadas 3, 6, 9 6 11 hs luego de la
inyeccion de hCG. Los ovocitos fueron obtenidos de los ovarios por puncion de
los foliculos ovaricos mas desarrollados. El camulus fue liberado por tratamiento

durante 2 min. con agitacién con citrato de sodio 2%. Los ovocitos liberados del
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cumulus fueron tratados con Tyrode acido, tal como se describié anteriormente,

con el fin de solubilizar la zona pellucida.

Para examinar el estadio meiético correspondiente a cada grupo, ovocitos en
distintos estadios de crecimiento y maduracién fueron incubados en 500 pl de
una solucién 1 pg/ml de Hoechst 33342 (Sigma) preparada en medio de
capacitacion. Luego de 15 min., los ovocitos fueron lavados exhaustivamente,
fijados por 10 min. con 2% p-formaldehido en PBS, y examinados en un

microscopio de epifluorescencia equipado con luz de mercurio (Zeiss).

24. Sistema de inseminacion intrauterina

Con el fin de llevar a cabo las inseminaciones in vivo, las hembras fueron
superovuladas utilizando el esquema descripto anteriormente (Ver la seccion
Obtencidén de ovocitos de rata) y, 10 hs post-hCG, fueron anestesiadas y sus
uteros expuestos a través de una incision medio-ventral. En forma paralela, se
preparé una suspension de espermatozoides provenientes de la region del
cauda epididimario en medio RFM a 37°C, con una concentraciéon aproximada

de 1x10” esp/ml.

Los espermatozoides fueron inyectados en un volumen de 0.1 - 0.2 mi dentro de
la porcion distal de cada cuerno uterino, siendo utilizada con esta finalidad una
jeringa de tuberculina de 1 ml acoplada a una aguja n°25. Con el fin de evitar la
pérdida de los espermatozoides inseminados, se efectuaron ligaduras en la

base de los cuernos uterinos.

25. Recuperacioén de ovocitos fertilizados y embriones

Para la recuperacion de ovocitos fertilizados y embriones de dos células de
rata, las hembras previamente inseminadas fueron sacrificadas tras un periodo

de 12 hs a partir de la inseminacién para la obtencion de ovocitos fertilizados y
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de 36 hs para los embriones de 2 células. Los oviductos fueron extraidos con el
fin de recuperar los ovocitos y embriones. Dicha recuperacion fue realizada por
perfusion del oviducto a través del ostium con medio RFM, utilizando para ello
una aguja n°30 (Hamilton). Posteriormente, los ovocitos y embriones
recuperados fueron examinados bajo microscopio (400 x) con el fin de evaluar
la presencia de un espermatozoide en su citoplasma, luego de lo cual fueron
recuperados y la zona pellucida removida por tratamiento con Tyrode acido, tal

como se describiera anteriormente.

26. Ensayo de fusion in vitro

La ocurrencia de la fusién espermatozoide-ovocito fue evaluada por el ensayo

de penetracion o por la técnica de transferencia de colorante Hoescht 33342.

26.1 Ensayo de penetracion:

Los ovocitos de rata y raton sin zona pellucida obtenidos como se describié
anteriormente fueron incubados durante 20-30 min. en una gota de 100 pl de
medio de fertilizacién correspondiente (aproximadamente 20 ovocitos/gota)
mantenida a 37°C bajo aceite. Los espermatozoides previamente capacitados in
vitro fueron agregados en una concentracién final de 0.5 - 2.0 x 10° esp/ml y la
incubacion continuada, a 37°C y 5% CO,, por un periodo de 3 hs para el caso
de ovocitos inseminados con espermatozoides de rata, y de 8 hs para el caso

de ovocitos inseminados con espermatozoides de raton.

Al cabo del correspondiente periodo, los ovocitos fueron lavados en medio
fresco con el fin de remover los espermatozoides débilmente unidos y
examinados bajo microscopio de contraste de fase, con un aumento de 400x. En
el caso de los ovocitos de rata se clasificaron como "penetrados o fertilizados" a
aquellos que presentaron cabeza del espermatozoide incorporada al citoplasma

(con o sin dispersion de la misma) o presencia de dos pronucleos y cola del
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espermatozoide en el citoplasma. En el caso de ovocitos de raton se

consideraron “penetrados” a aquellos que presentaron dos 0 mas pronucleos.

En los casos en que se evaluo la ocurrencia de fertilizacion cruzada de ovocitos
de rata con espermatozoides de ratén, dichos ovocitos fueron incubados en el
medio de capacitacion correspondiente a espermatozoides de raton,
evaluandose luego la ocurrencia de la fusion a las 8 hs luego de comenzada la

coincubacioén de las gametas.

En los casos en que se evalud el efecto del agregado de proteina DE sobre la
penetrabilidad de los ovocitos, los mismos fueron incubados por un periodo de
30 min. en gotas de medio de fertilizacion conteniendo las distintas
concentraciones ensayadas, Iluego de Ilo cual, fueron expuestos a
espermatozoides capacitados y, al cabo de un periodo de 3 hs (rata) u 8 hs.
(ratdén) de coincubacidén, examinados al microscopio para evaluacién del
porcentaje de penetracidon. En paralelo, los ovocitos fueron incubados de la

misma manera con una proteina control (ovoalbumina, Sigma)

26.2 Técnica de transferencia de colorante Hoechst 33342:

Para ello los ovocitos de rata sin zona pellucida fueron incubados durante 15
min., en 500 pl de medio de fertilizaciéon conteniendo 1 pg/mi de Hoechst 33342.
Posteriormente, fueron realizados 3 lavados de 30 min. cada uno en 700 pul de
medio fresco. Una vez completados los lavados, los ovocitos fueron colocados
en gotas de 100 pl de medio (aproximadamente 20 ovocitos/gota) e
inseminados con espermatozoides capacitados continuandose la coincubacion
de las gametas por un periodo de 1 hora. Todos los pasos anteriores fueron
realizados bajo aceite mineral y a 37°C en estufa con gaseo automatico.
Posteriormente, los ovocitos fueron lavados con el fin de liberar los
espermatozoides débilmente unidos, fijados con p-formaldehido 2% durante 10
min., montados y observados a 400x en un microscopio de epifluorescencia con

luz de mercurio para la evaluacién del porcentaje de ovocitos fusionados y el
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numero de espermatozoides fusionados por ovocito. Se consideraron
fusionados a aquellos ovocitos que presentaron al menos un espermatozoides

con cabeza fluorescente.

En los casos en que se evalud el efecto del agregado de proteina DE sobre la
fusogenicidad de los ovocitos, los mismos fueron pretratados con Hoechst
33342, lavados e incubados por un periodo de 30 min. en gotas de 100 pl de
RFM conteniendo 200 pg/mi de proteina DE, luego de o cual, fueron expuestos
a espermatozoides capacitados y, al cabo de 1 h de coincubacion, fijados y

examinados al microscopio, tal como se describiera anteriormente.

27. Ensayos de union al oolema

Los ovocitos sin zona pellucida fueron incubados durante 20-30 min. en una
gota de 100 ul de medio de capacitacion mantenida a 37°C bajo aceite. Los
espermatozoides previamente capacitados fueron agregados en una
concentracion final de 0.5 - 2.0 x 10° esp/ml y la incubacién continuada, a 37°C

y 5% CO,, por un periodo de 30 min.

Al cabo de dicho periodo, los ovocitos fueron lavados en medio fresco para
remover los espermatozoides débilmente unidos, fijados con giutaraldehido 4%
en PBS y examinados bajo microscopio de contraste de fase (500x),
evaluandose tanto el porcentaje de ovocitos que presentan espermatozoides

unidos como el numero de espermatozoides unidos por ovocito.

28. Inmunofluorescencia indirecta de ovocitos y embriones

Los ovocitos de rata y ratbn como asi también los ovocitos fertilizados vy
embriones de dos células de rata fueron incubados en gotas conteniendo 200
pg/ml de DE u ovoalbumina (proteina control) durante 30 min., fijados en p-

formaldehido 2% durante 45 min., lavados por pasaje a través de varias gotas
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de PBS conteniendo 4 mg/mi de BSA (PBS-BSA 4) e incubados con solucion de
blogueo, SCAN 5% en PBS-BSA 4 durante 30 min. a 37°C. Seguidamente,
fueron incubados con anti-DE 1:50 en SCAN 1% en PBS-BSA 4, 2hs a 37°C.
Posteriormente, fueron lavados con PBS-BSA 4 al que se agregoé 0.1% Tween
20 (PBST-BSA 4) e incubados con anti-IgG FITC (Sigma) 1:50 en PBST-BSA 4,
durante 30 min. a 37°C. Luego de un nuevo lavado, se procedié al montaje de
los ovocitos y embriones en portaobjetos con glicerol 90%. Los mismos fueron
cubiertos con cubreobjetos a los que se les habia colocado una gota de
vaselina:parafina (9:1) en cada esquina. La observacion de los ovocitos y
embriones montados fue realizada en un microscopio (Nikon Optiphot) equipado

con Optica para epifluorescencia, bajo un aumento 500x.

29. Tratamiento con azida y citocalacina B

En el caso de los ovocitos tratados con citocalasina B (cyt B), se partié6 de una
solucion 1 mg/mi de cyt B en dimetilsulféxido (DMSO), llevando a una
concentracion final 20 upg/ml en RFM. Como control, los ovocitos fueron
incubados en RFM conteniendo un volumen igual de DMSO. Los ovocitos de
rata sin zona fueron preincubados en una gota de 100 pl conteniendo cyt B por
un periodo de 20 min., luego del cual la proteina DE fue agregada a dichas
gotas continuandose la incubaciéon en presencia de ambos sustancias por 30
min. Concluida la incubacidn, los ovocitos fueron fijados con p-formaldehido 2%

durante 45 min. y sometidos a la técnica de |IF.

Ovocitos sin zona fueron incubados por 20 min. en presencia de 5mM azida
sodica y tal como se describiera anteriormente para cyt B, la proteina DE (200
ug/ml) fue agregada y la incubacién continuada por 30 min. en presencia de
azida. Posteriormente, los ovocitos fueron fijados y sometidos a la técnica de

IF.
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RESULTADOS

PARTE | - INTERACCION DE LA PROTEINA “DE” CON LA

MEMBRANA PLASMATICA DEL ESPERMATOZOIDE

.11. Tipo de asociaciéon de la proteina DE a la membrana plasmatica del

espermatozoide.

Tal como se menciond en la Introducciodn, la proteina DE se asocia a la cabeza
de los espermatozoides a medida que los mismos descienden por el epididimo.
De acuerdo a los estudios realizados por Kohane y colaboradores (1980), el
tratamiento de espermatozoides no capacitados con medios de creciente fuerza
iénica producia la pérdida de una gran cantidad de proteina DE de la superficie
de los mismos. Sin embargo, cierta proporcion de la proteina permanecia
asociada. Dado que en los estudios mencionados la concentracién maxima de
NaCl ensayada fue 0.4 M, existia la posibilidad de que la fuerza iénica utilizada
en aquellos estudios no hubiera sido suficiente para extraer toda la proteina de
la superficie de los espermatozoides. Con el fin de evaluar esta posibilidad, los
espermatozoides fueron tratados con 2 M NaCl y luego sometidos a la técnica
de inmunofluorescencia indirecta. Los resultados indicaron que aun luego del
tratamiento con 2 M NaCl fue posible detectar DE en la superficie del
espermatozoide (Figura 1). Dicha proteina remanente, la cual se localizaba en
la region dorsal del acrosoma, pudo ser extraida completamente por tratamiento
de los espermatozoides con Tritdn X-100 tal como lo indica la ausencia de

marcacion observada por IIF en los espermatozoides asi tratados (Figura 1).

A su vez, los extractos proteicos correspondientes a los tratamientos con 2M

NaCl y Tritén X-100 fueron separados electroforéticamente y la presencia de DE
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Figura 1. Inmunofluorescencia indirecta de espermatozoides tratados
secuencialmente con 2 M NaCl y Tritén X-100

Los espermatozoides fueron tratados, fijados y sometidos a la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (lIF) utilizando anti-DE como primer anticuerpo. a

'y b) microfotografias de contraste de fase e IIF de espermatozoides tratados

con 2 M NaCl. Notese que los espermatozoides muestran marca fluorescente en
la regién dorsal del acrosoma. ¢ y d) microfotografia de contraste de fase e IIF
de espermatozoides tratados con Tritdn X-100 luego del tratamiento salino.
Notese |la ausencia de marca fluorescente. (625 x).
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analizada por Western blot. Los resultados se muestran en la Figura 2 e
indicaron que si bien gran parte de la proteina DE podia ser extraida con alta
fuerza idnica, existia una poblacién de DE extraible con Tritdn X-100 aun luego

de dicho tratamiento salino.

Estos resultados confirmaban que en el espermatozoide de rata existirian dos
poblaciones de proteina DE: una poblacion "débilmente unida" que
corresponderia a aquella extraible con fuerza idnica, y una segunda poblacion
"fuertemente unida", la cual permaneceria unida a la superficie de los

espermatozoides aun luego de este tratamiento salino.

I.2 Efecto de distintos tratamientos sobre la presencia de la poblacién de

DE “fuertemente unida” en el espermatozoide.

Con el fin de estudiar el tipo de interaccién de la proteina “fuertemente unida”
con la membrana del espermatozoide, se evalud el efecto de distintos
tratamientos sobre la permanencia de dicha poblacion de DE en el
espermatozoide. Para ello, espermatozoides maduros previamente extraidos
con 2 M NaCl, fueron tratados con bajo (3) y alto (11) pH, con cloruro de
guanidinio y con urea. Con el fin de estudiar si existian puentes disulifuros
involucrados en la unién de DE a la membrana, los espermatozoides fueron
incubados con 100 mM ditiotreitol (DTT). Como control, una alicuota de
espermatozoides fue tratada en paralelo con PBS o con Triton X-100. Los
distintos extractos fueron separados por electroforesis y la presencia de DE
revelada por Western blot. Los resultados se muestran en la Figura 3 donde se
observa la presencia de una banda correspondiente a DE en los extractos
provenientes del tratamiento con Tritdbn X-100, pH 11, cloruro de guanidinio y
urea, y la ausencia de banda de DE en el caso del tratamiento con pH 3 o PBS.
Con el fin de establecer si los tratamientos que habian provocado la liberacion

de DE de la membrana del espermatozoide, lo hacian en forma completa, ios
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Figura 2. Efecto del tratamiento con alta fuerza iénica y Tritén X-100 sobre
la asociaciéon de DE a la membrana del espermatozoide .

Espermatozoides frescos fueron extraidos secuencialmente con 2 M NaCl (A) y
1% Tritén X-100 (B). Los distintos extractos fueron separados por electroforesis
en geles de poliacrilamida nativos (10 %) y la presencia de DE revelada por
Western blot utilizando anti-DE como primer anticuerpo. En forma paralela se
corrié proteina DE purificada (C).
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Figura 3. Permanencia de DE sobre el espermatozoide luego de los
distintos tratamientos.

Espermatozoides previamente extraidos con 2 M NaCl, fueron luego tratados
con: 1% Triton X-100 (A), PBS (B) , 50 mM glicina pH = 3 (C), 100 mM Na,CO;
pH = 11 (D), 6 M Cl de guanidinio (E) u 8 M urea (F). Las muestras fueron
sembradas en geles de poliacrilamida nativos (7.5 %), utilizando proteina DE
pura como control (G). Luego de la separacion electroforética, las muestras
fueron transferidas a nitrocelulosa y reveladas por Western blot utilizando anti-
DE como primer anticuerpo.
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espermatozoides extraidos fueron luego sometidos a IIF. Los resultados
mostraron que en todos los casos la remocion de DE fue total, tai como lo indica
la ausencia de marcacién fluorescente en dichos espermatozoides. La Figura 4
muestra, como ejemplo, espermatozoides luego del tratamiento con cloruro de

guanidinio.

Los resultados obtenidos para el tratamiento con DTT se muestran en la Figura
5 e indicaron que el tratamiento con DTT permitié extraer proteina DE de la
membrana plasmatica del espermatozoide. Con el fin de determinar si la
extraccion de DE fue total, los espermatozoides fueron luego incubados con
Tritdn X-100 y los extractos analizados por Western blot. Los resultados
obtenidos indicaron que la remocion fue completa ya que no se observo la
presencia de DE en dichos extractos (Figura 5, calle C). En este sentido, es
importante mencionar que la proteina extraida de los espermatozoides por
tratamiento con DTT presenta un desplazamiento en su movilidad electroforética
comparada con la proteina extraida por otros tratamientos (Figura 5). Estos
resultados indicarian que existen puentes disulfuros involucrados de algun
modo en la interaccion de DE con ia membrana del espermatozoide. Una
posibilidad consistia en que la proteina DE estuviera unida por puentes
disulfuro a algun componente de |la membrana del espermatozoide, por o que el
tratamiento con DTT estaria reduciendo dicho/s puente/s. Otro mecanismo
posible consistia en que la proteina DE no estuviera covalentemente unida a ia
membrana y que el DTT estuviera produciendo un cambio conformacionai en
DE que la liberara de su sitio de unién. Con el fin de determinar si el tratamiento
con DTT era capaz de producir alguna alteracién en la proteina por ruptura de
puentes disulfuro intramoleculares, una muestra de proteina DE pura fue
incubada con DTT (100 mM) y analizada por electroforesis en geles nativos y
Western blot. Tal como puede observarse en la Figura 6 el tratamiento

con DTT produjo unretardamiento en la movilidad de DE sugiriendo que
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Figura 4. Inmunofluorescencia indirecta de espermatozoides tratados con
cloruro de guanidinio.

Los espermatozoides fueron fijados y sometidos a la técnica de IIF, utilizando
anti-DE como primer anticuerpo. a y b) contraste de fase e inmunofluorescencia
de espermatozoides previo al tratamiento con cloruro de guanidinio. Nétese la
marcacion fluorescente en la region dorsal del acrosoma. ¢ y d ) contraste de
fase e inmunofluorescencia de espermatozoides luego del tratamiento con
cloruro de guanidinio. Nétese la ausencia de marcacioén fluorescente. (625 x)
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Figura 5. Efecto del ditiotreitol (DTT) sobre la unién de la proteina DE a la
membrana plasmatica del espermatozoide.

Las muestras de proteinas extraidas de espermatozoides frescos en forma
secuencial con 2 M NaCl (A), seguido de 1% Tritdn X-100 (B) o 100 mM DTT
(C), como asi también de las proteinas extraidas con Triton X-100 luego del
tratamiento con DTT (D), fueron separadas por electroforesis en geles nativos
(7.5%) y la presencia de DE evaluada por Western blot utilizando anti-DE.
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Figura 6. Efecto del tratamiento con DTT sobre la proteina DE purificada.
Proteina DE purificada (A) y proteina DE purificada y tratada con DTT (B)
fueron sometidas a separacion electroforética en geles nativos (10 %),
transferidas a nitrocelulosa y reveladas por Western blot utilizando anti-DE
como primer anticuerpo.

La flecha indica la banda adicional observada al tratar la proteina DE con DTT.
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este tratamiento seria capaz de inducir un cambio conformacional en la

proteina.

Estos resultados, conjuntamente con el hecho de que otros tratamientos, que no
rompen puentes disulfuros tales como el cloruro de guanidinio, la urea y el alto
pH, produzcan la liberacién de DE del espermatozoide, sugerian que DE se
asociaria no covalentemente a la membrana plasmatica del espermatozoide. El
siguiente paso consistié en estudiar la posible existencia de un componente de
membrana al que se uniria DE. En ninguno de los extractos analizados
previamente habia sido posible detectar una banda de alto peso molecular que
pudiera corresponder al complejo de DE y su sitio receptor en el
espermatozoide. Por lo tanto, se decidié realizar la inmunoprecipitacion de un
lisado de espermatozoides con anti-DE como una primera aproximacion, ya que
esta técnica permite aumentar la proporcién del antigeno especifico en la
muestra a analizar. Con el fin de establecer la concentracion 6ptima de
anticuerpo a utilizar, el lisado de espermatozoides fue enfrentado a distintas
concentraciones de anti-DE, precipitado y revelado por Western blot. Como
control, el lisado fue incubado con iguales concentraciones de suero de conejo
normal (SCN). Los resultados se muestran en fa Figura 7 e indican que a una
dilucién 1:100 de anticuerpo se observa una banda de alto peso molecular en

los lisados inmunoprecipitados con anti-DE.

Con el fin de evaluar la especificidad de la banda identificada, se estudidé su
presencia en lisados de espermatozoides a los que se les habia extraido
previamente la poblacion de DE “fuertemente unida” mediante la utilizacion de
cloruro de guanidinio, pH=11 o DTT. Si la banda fuera especifica, la misma no
deberia ser detectada en estos lisados, mientras que deberia observarse en los
lisados provenientes de espermatozoides tratados con PBS, pH=3 o 2 M NaCl,
los cuales no liberan esta poblacién de DE del espermatozoide. Posteriormente,

los espermatozoides sometidos a los distintos tratamientos fueron lisados,
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Figura 7. Inmunoprecipitacion de un lisado de espermatozoides utilizando
anti-DE.

El lisado de espermatozoides obtenido por tratamiento con Nonidet P-40 fue
enfrentado a distintas diluciones de anti-DE o suero de conejo normal (SCN):
1:600 (A), 1:300 (B), 1:100 (C) o 1:60 (D). Las proteinas inmunoprecipitadas
fueron luego separadas por electroforesis en geles con SDS (7.5%) y reveladas
por Western Blot. Obsérvese que en la calle correspondiente a la dilucién 1:100
de anti-DE se observa una banda de alto peso molecular (flecha) que no se
observa con SCN.
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realizandose la inmunoprecipitacion con anti-DE (1:100). Los resultados se
muestran en la Figura 8 e indican que en todos los lisados fue posible observar
la banda de alto peso molecular previamente identificada. Con el fin de evaluar
si la presencia de dicha banda se debia a que los tratamientos con cloruro de
guanidinio, pH=11 y DTT no hubieran sido efectivos en la remocion total de DE,
los extractos de los espermatozoides tratados y luego sometidos a
inmunoprecipitacion, fueron separados por electroforesis y la presencia de DE
evaluada por Western blot. En todos los casos fue posible detectar la presencia

de proteina DE en dichos extractos.

Dado que, tal como se mencionara anteriormente, la uniéon de DE a la
membrana del espermatozoide podria no ser covalente, existia la posibilidad de
que la ausencia de una banda especifica se debiera a que la proteina DE se
liberase de su sitio de unién durante algun paso de la preparacion de las
muestras que incluye el agregado de SDS y calentamiento a 100 °C. Por lo
tanto, se realizaron los ensayos de inmunoprecipitacion en lisados de
espermatozoides previamente tratados con un agente que produce uniones
covalentes (“cross-linker’). Para ello, los espermatozoides frescos fueron
incubados con 0.1 mM disuccinimidil suberato (DSS) y luego lisados e
inmunoprecipitados. Como control se utilizaron espermatozoides previamente
tratados con DTT y espermatozoides testiculares (los cuales no poseen proteina
DE), que fueron también sometidos al tratamiento de entrecruzamiento. Sin
embargo, tal como se muestra en la Figura 9, las bandas observadas en
espermatozoides no tratados fueron también detectadas en espermatozoides
que no poseian proteina DE. En su conjunto, los métodos utilizados no
permitieron la identificacion del complejo DE-receptor en la membrana del

espermatozoide.
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Figura 8. Efecto de distintos tratamientos sobre la presencia de una banda
de alto peso molecular inmunoprecipitada con anti-DE.

Espermatozoides frescos fueron tratados con bajo pH (A), 2M NaCl (B), PBS
(C), alto pH (D), cloruro de guanidinio (E), y DTT (F). Posteriormente, se obtuvo
un lisado de dichos espermatozoides por tratamiento con Nonidet P-40. Cada
lisado fue inmunoprecipitado con anti-DE (1:100) y las muestras separadas por
electroforesis en geles con SDS (7.5%) y reveladas por Western blot. Notese
que en todas las calles se observan las bandas previamente identificadas
(Figura 7).
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Figura 9. Efecto del entrecuzamiento (“cross-linking”) sobre la presencia
de una banda de alto peso molecular inmunoprecipitada con anti-DE.
Espermatozoides testiculares (A) y epididimarios ya sea tratados con DTT (B) o
PBS (C) fueron incubados con DSS (“cross-linker’) y luego inmuprecipitados
con anti-DE. (D) espermatozoides tratados como en (B) pero
inmunoprecipitados con SCN.
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.3 Efecto de distintos tratamientos sobre la presencia de DE en el

espermatozoide inmaduro.

Como se menciond anteriormente la proteina DE se une al espermatozoide a
medida que estos transitan por el epididimo. Resultaba de interés, por lo tanto,
estudiar si las dos poblaciones de DE se asociaban simultaneamente al
espermatozoide o si lo hacian en forma secuencial. Para ello, espermatozoides
inmaduros recuperados del caput epididimario, fueron tratados con 2 M NaCl y
luego con Tritdn X-100. Los extractos fueron separados electroforéticamente y
la presencia de DE analizada por Western blot. Los resultados se muestran en
la Figura 10 e indican que el tratamiento con 2 M NaCl fue incapaz de remover
proteina DE de espermatozoides inmaduros. En forma paralela los
espermatozoides tratados fueron luego sometidos a IIF. Los resultados
muestran que la totalidad de los espermatozoides extraidos con alta fuerza
ibnica presentaron marca fluorescentes (Figura 11), indicando que dichos
espermatozoides presentan DE “fuertemente unida”. El tratamiento posterior con
Triton X-100 liberé la proteina de la membrana plasmatica de dichos

espermatozoides (Figura 10).

Estos resultados estarian sugiriendo que en el primer segmento epididimario, es
decir en el caput, los espermatozoides solo presentarian DE fuertemente
asociada a su membrana, y que la poblacién “débilmente unida” observada en

los espermatozoides maduros, se asociaria a medida que los mismos avanzan

en el epididimo.

1.4 Relacién entre el tipo de uniéon de DE a la membrana del

espermatozoide y su comportamiento durante la capacitacion.

Hasta aqui los resultados indicaban la existencia en el espermatozoide de rata

de dos poblaciones de DE de acuerdo a su tipo de interaccién con la
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Figura 10. Permanencia de DE sobre espermatozoides inmaduros luego del
tratamiento con alta fuerza iénica.

Espermatozoides provenientes del caput epididimario fueron extraidos con 2M
NaCl (B) y luego con 1% Triton X-100 (C). Los extractos fueron dializados,
liofilizados y luego separados por electroforesis en geles nativos (10%),
transferidos a nitrocelulosa y revelados por Western blot. (A) proteina DE pura
utilizada como control.
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Figura 11. Microfotografia de contraste de fase (a) e IIF (b) de
espermatozoides inmaduros luego del tratamiento con 2 M NaCl.
Espermatozoides recuperados del caput epididimario fueron extraidos con 2M
NaCl, fijados y sometidos a la técnica de IIF. Notese que los espermatozoides
muestran marca fluorescente en la regiéon dorsal del acrosoma.

I
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membrana. Por otro lado, ha sido descripto que durante el proceso de
capacitacion se produce una pérdida importante de DE del espermatozoide
(Kohane et al., 1980), mientras que la proteina que permanece asociada, se
redistribuye y participa en el proceso de fusion (Cameo et al., 1986; Rochwerger
et al,, 1992). De esta forma quedan entonces definidas también dos poblaciones
de DE de acuerdo a su comportamiento durante el proceso de capacitacion.

El paso siguiente consistié en estudiar si existia una correspondencia entre las
poblaciones de DE de acuerdo a su tipo de asociacion a la membrana y
comportamiento durante el proceso de capacitacion. Dado que esta
generalmente aceptado que serian las proteinas de recubrimiento, asociadas
débilmente a la membrana del espermatozoides, las que se liberan durante la
capacitacion (Yanagimachi, 1994), estudiamos en primer lugar, si la poblacion
de DE que se libera durante la capacitacion correspondia a la poblacion
“débilmente unida”. Con el fin de evaluar esta posibilidad, espermatozoides
frescos fueron tratados con 2 M NaCl o incubados bajo condiciones
capacitantes por un periodo de 5 hs. La cantidad de proteina remanente luego
de estos tratamientos se midié por la técnica de ELISA. Los resultados se
muestran en la Figura 12 e indican que tanto el tratamiento salino como la
capacitacion provocaron la liberacion de cantidades similares de proteina DE de
los espermatozoides (~70%). En forma paralela, se midié la cantidad de
proteina DE presente en espermatozoides frescos tratados con Tritén X-100. De
los resultados obtenidos se calculé que dicho tratamiento provoca la liberacion
del 96% de la proteina DE (Figura 12). Si la proteina “débilmente unida® es la
que se libera durante la capacitacion, el tratamiento salino no seria capaz de

liberar proteina DE de espermatozoides previamente capacitados.

Para evaluar esta posibilidad, los espermatozoides fueron capacitados por un
periodo de 5 hs y luego tratados con 2M NaCl. La cantidad de proteina
remanente en los espermatozoides fue analizada por la técnica de ELISA. Los

resultados se muestran en la Figura 13 e indican que la cantidad de DE
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Figura 12. Cuantificaciéon de la proteina DE remanente en espermatozoides
sometidos a distintos tratamientos.

Espermatozoides frescos (f) fueron tratados con 2 M NaCl (NaCl), incubados
bajo condiciones capacitantes durante 5 hs (c) o tratados con Triton X-100 (TX).
La cantidad de proteina DE presente sobre los espermatozoides fue medida por
la técnica de ELISA. Los resultados representan la media + E.S. de 4
experimentos independientes.
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Figura 13. Cuantificacién de la proteina DE remanente en espermatozoides
capacitados y luego tratados con 2 M NaCl.

Espermatozoides frescos (f) fueron incubados bajo condiciones capacitantes
durante 5 hs (¢) y luego tratados con 2 M NaCl (c + NaCl). La cantidad de
proteina DE presente sobre los espermatozoides fue medida por la técnica de
ELISA. Los resultados representan la media + E.S. de 4 experimentos
independientes.
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presente en espermatozoides capacitados y luego tratados con NaCl es
estadisticamente igual a la observada en espermatozoides solamente
capacitados. Estos resultados confirmaban que la proteina que se libera durante
la capacitacion corresponderia a la poblacion “débiimente unida” y sugerian que
la poblacién "fuertemente unida” seria la que permanece unida a la superficie

del espermatozoide luego de la capacitacién y migra al segmento ecuatorial.

Con el fin de establecer si la poblacion “fuertemente unida” era capaz de migrar
al segmento ecuatorial, los espermatozoides fueron tratados con 2 M NaCl, de
forma tal de eliminar la poblacién “débilmente unida”, capacitados durante 5 hs
y sometidos a IIF. Como control se utilizaron espermatozoides capacitados que
no habian recibido al tratamiento salino previo. Los resultados se muestran en
la Tabla 1 donde puede observarse que luego del tratamiento salino, el 91 % de
los espermatozoides capacitados presentaban redistribucion de DE. Estos
resultados indicaron que, efectivamente, |la poblacién de DE “fuertemente unida”

era capaz de redistribuirse al segmento ecuatorial.

1.5 Funcién biolégica de las distintas poblaciones de DE

1.5.1 Funcién biol6gica de la poblacién “débilmente unida”

Dado que la poblacion “débilmente unida® de DE se libera del espermatozoide
durante la capacitacion, existia la posibilidad de que esta poblaciéon de DE
cumpliera algun papel como factor decapacitante, manteniendo las membranas

estabilizadas e impidiendo la ocurrencia del proceso de capacitacion.

Con el fin de evaluar esta posibilidad, espermatozoides maduros fueron
capacitados en presencia de distintas concentraciones de proteina DE
evaluandose luego la ocurrencia de la capacitacion. Como control se utilizaron
espermatozoides incubados con fluido del cauda epididimario (CEP), el cual

posee una ya demostrada actividad decapacitante (Bavister et al., 1978).
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Tabla 1. Efecto de la capacitacion sobre la localizacién de la
proteina DE “fuertemente unida”

Tratamiento % de esp. con marca
dorsal segmento
ecuatorial
NaCi2M, RFMO 94 6
hs.
NaCl2M, RFM 5 7 91
hs.
RFM 5hs. 45 53

Los espermatozoides (esp.) fueron tratados con 2 M NaCl, incubados bajo
condiciones capacitantes y sometidos a la técnica de |IF. Como control se
utilizaron espermatozoides capacitados que no habian sido sometidos al
tratamiento salino previo. Los resultados representan la media de 3
experimentos.
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La ocurrencia de la capacitacion fue evaluada a través de la ocurrencia de la
reaccion acrosomal y de la capacidad de los espermatozoides de fusionarse con
ovocitos sin ZP. Dado que hasta el momento no ha sido descripto ningun
método para la deteccidn de la reaccion acrosomal en la rata, este parametro
fue medido indirectamente a través del porcentaje de células que presentaban
redistribucion de la proteina DE al segmento ecuatorial, la cual ocurre como
consecuencia de la reaccion acrosomal (Rochwerger y Cuasnicu, 1992). La
ocurrencia de la fusion de gametas fue medida utilizando la técnica de

penetracién de ovocitos.

Los resultados se muestan en la Figura 14 y en la Tabla 2 e indican que CEP
produjo una disminucién tanto en el porcentaje de espermatozoides con
redistribucion de DE como asi también en el porcentaje de ovocitos penetrados.
En el primer caso la inhibicion fue significativa a partir de una concentracion de
75 ug/ml y dependiente de la concentracion utilizada. En el caso en que se
midio la penetracién de ovocitos, dicha inhibicién fue total a una concentracion
de 300 pg/mi.

Por su parte, el agregado de DE durante la capacitacidén no sélo no produjo una
disminucion en el porcentaje de espermatozoides con redistribucién de DE, sino
que produjo un aumento significativo en dicho porcentaje con respecto a los
espermatozoides control (p< 0.05), el cual no dependi6 de la concentracion de
DE utilizada (Figura 14). El porcentaje de ovocitos penetrados por
espermatozoides incubados bajo condiciones capacitantes en presencia de DE
resultd ser 0% (Tabla 2) a pesar de que, como se menciond anteriormente,
dichos espermatozoides presentaban altos porcentajes de reaccion acrosomal
(65%). En todos los casos se observo aglutinacion de los espermatozoides en

presencia de DE.
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Figura 14. Efecto de la presencia de DE durante la capacitacién sobre la
ocurrencia de la redistribucion de DE al segmento ecuatorial (reaccion

acrosomal).

Los espermatozoides fueron capacitados en ausencia ( i} ) o presencia de
distintas concentraciones de proteina DE ( [__] ) o fluido epididimario CEP
( &3 ) durante 5 hs. La ocurrencia de la reaccién acrosomal se evalu6 por
inmunofluorescencia indirecta como la capacidad de la proteina DE de migrar al

segmento ecuatorial.

f. espermatozoides no capacitados, c. espermatozoides capacitados; SE:
segmento ecuatorial, *p <0.001vsc;n=4
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Tabla 2. Efecto de la presencia de DE durante la capacitacién sobre la
capacidad de fusion de los espermatozoides.

Tratamiento de los Nro. de ovocitos % ovocitos penetrados
espermatozoides

Control 24 60+2
CEP (75 pg/ml) 16 372 *
CEP (300 pg/ml) 16 0 **
DE (50 ug/ml) 32 o *
DE (100 pg/ml) 34 o *

Los espermatozoides fueron incubados bajo condiciones capacitantes en
ausencia (control) o presencia de fluido epididimario (CEP) o proteina DE pura
durante 5 hs. Ovocitos sin ZP fueron inseminados con espermatozoides
provenientes de los distintos tratamientos, evaluandose a las 3 hs. el porcentaje
de ovocitos penetrados. Los resultados representan las medias + E.S. de 3
experimentos independientes.

* p < 0.01 vs. control, *™* p < 0.001 vs. control.
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1.5.2 Funcién biolégica de la poblacion “fuertemente unida”

Habia sido previamente establecido que la poblacion que permanece en el
espermatozoide luego de la capacitacidn, y que de acuerdo a los resultados
obtenidos en el presente trabajo corresponde a la poblacién “fuertemente
unida”, migra al segmento ecuatorial y participa en el proceso de fusion
(Rochwerger et al., 1992, Rochwerger y Cuasnicu, 1992). Sin embargo, diversas
evidencias tales como la correlacion entre la asociacion de DE al
espermatozoide y la adquisicion de capacidad de uniéon a la ZP durante la
maduracién epididimaria (Kohane et al., 1980) y su localizacién en la region
dorsal del acrosoma (Rochwerger y Cuasnicu, 1992), sugerian que la proteina
DE podria estar ademas involucrada en la etapa previa de interacciéon con la
ZP. Por lo tanto, resultaba interesante estudiar la participacién de la poblacién
que permanece en el espermatozoide luego de la capacitacion (‘fuertemente

unida”) en la etapa de unién a ZP.

1.5.2 1 Establecimiento de las condiciones para el ensayo de fertilizacion in vitro

de ovocitos de rata intactos

Para evaluar esta posibilidad, resultaba necesaria la utilizacion del ensayo de
fertilizacion de ovocitos intactos. Sin embargo, si bien se habian realizado
numerosos intentos, nuestro laboratorio no disponia de este ensayo, el cual ha
sido desarrollado hasta el momento por muy pocos laboratorios en el mundo.

Por lo tanto, se propuso intentar, una vez mas, el desarrollo de dicha técnica.

Teniendo en cuenta la posible existencia de problemas en la metodologia
utilizada en intentos previos, se ensayaron diversas variables, entre las que se

incluyeron:

a) el medio de incubacion: se ensayo la fertilizacion en dos medios descriptos
en la literatura para la rata: Toyoda & Chang (TCh) y el medio de fertilizacion de
rata (RFM). A su vez el medio TCh fue preparado con agua de distintas

calidades (filtrada, tridestilada y para cultivo de embriones).
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b) el tipo de aceite de parafina: se utilizaron aceites con distintas densidades

(liviano y pesado).

c) origen de los espermatozoides: se utilizaron tanto espermatozoides
epididimarios obtenidos por puncién de los tabulos de mayor diametro, como
espermatozoides recuperados del epididimo y de la primera seccidén del vas
deferens, por compresion del tubulo.

d) esquemas de estimulacion de las hembras: las hembras fueron estimuladas
por la administracién de 20 Ul de PMSG seguida de la administracion de 15 Ul
de hCG 48 hs. después. Otro esquema utilizado fue el descripto por Waliton y
Armstrong (1983), en el que se inyectan 5 Ul de PMSG y no se administra hCG
(en este caso existiria un pico endégeno de LH). Asi mismo, se probé una
combinacién de ambos esquemas en que se administraron 5 Ul de PMSG v,
posteriormente 15 Ul de hCG. En todos los casos los ovocitos fueron
recuperados del oviducto y puestos a fertilizar en presencia de las células del

cumulus.

e) tratamiento de los ovocitos: los ovocitos recuperados de cada una de las
hembras fueron juntados y luego repartidos en los distintas gotas de
fertilizacion, o bien, fueron obtenidos de las distintas hembras e incubados en

forma separada.

Los resultados se resumen en la Tabla 3 y Figura 15. De todas las condiciones
ensayadas, las unicas que permitieron obtener porcentajes de penetracion entre
20y 100 % (promedio 52%) fueron:

- Medio de TCh preparado con agua filtrada

- Espermatozoides recuperados por compresién del tubulo epididimario y parte

del vas deferens
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Tabla 3. Efecto de las distintas condiciones experimentales ensayadas
sobre la fertilizacion in vitro de rata.

Superovulacion

Medio Agua PMSG hCG Esperm Aceite n. % P
. OvOC. (rango)
RFM fil 5 15 elvd H 21 0
fil 5 15 e H 25 0
TCh EC 5 15 e/vd H 28 0
trid. 5 15 e/vd H 11 0
fil. 20 15 e H 12 0
fil. 20 15 elvd H 8 12 (0-25)
fil. 5 15 e H 25 2 (0-12)
fil. 5 15 elvd H 131 6 (0-30)
fil. 5 15 elvd L 18 0
fil. 5 e/vd H 106 52 (20-100)

Superovulacion: esquema de superovulacion utilizado
Esperm.: sitio de recuperacién de los espermatozoides
n. ovoc: nimero de ovocitos

%P: porcentaje de ovocitos penetrados

RFM: Medio de fertilizacion de rata

TCh: Medio de Toyoda y Chang

Fil: Agua de 18Q filtrada

EC: Agua para cultivo de embriones (Sigma)

tri: Agua tridestilada.

e: espermatozoides recuperados de epididimo

efvd: espermatozoides recuperados de epididimo y vas deferens
H: aceite de parafina pesado

L: aceite de parafina liviano.
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Figura 15. Microscopia de fase de ovocitos de rata intactos fertilizados in
vitro (400x).

Los ovocitos recuperados de hembras prepuberes estimuladas siguiendo el
procedimiento descripto por Walton y Armstrong (1983), fueron inseminados con
espermatozoides recuperados del epididimo y vas deferns y evaluados 24 hs.
luego de comenzada la coincubacion.
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- Ovocitos recuperados de cada hembra en forma separada luego de la

estimulacion descripta por Walton y Armstrong (1983).

1.5.2.2 Efecto del agregado de anti-DE sobre la penetrabilidad de ovocitos de

rata intactos

Habiendo establecido las condiciones para evaluar fertilizacidon con ovocitos
intactos, el siguiente paso consistié en investigar si el agregado de anticuerpo
anti-DE era capaz de producir inhibicion de la fertilizacion. Para ello, ovocitos
intactos fueron incubados con espermatozoides en presencia de anti-DE o
suero de conejo normal (1:50) y el porcentaje de ovocitos fertilizados evaluado

luego de 24 hs.

Los resultados se presentan en la Figura 16 y muestran que el anticuerpo anti-
DE produjo una inhibicién significativa (p<0.05) en el porcentaje de ovocitos
fertilizados respecto a los controles. La inhibicion observada no se debié a un
efecto deletéreo del anticuerpo anti-DE sobre los espermatozoides, ya que no
se observo aglutinacion de los mismos en presencia de anti-DE como asi
tampoco disminucién de su motilidad respecto de los espermatozoides control.
En ningun caso se observdé acumulacion de espermatozoides en el espacio
perivitelino, por lo cual la inhibicion observada se deberia a un efecto de anti-
DE sobre la etapa de unidon a ZP y no a un efecto sobre la etapa de fusion
(Cuasnicu et al., 1990).

1.5.2.3 Efecto de la zona pellucida solubilizada sobre la redistribucién de DE

Dado que, tal como se mencionara en la Introduccion, la zona pellucida tanto en
forma intacta como solubilizada es inductora de la reaccién acrosomal en todas
las especies en las que se ha ensayado, resultaba de interés estudiar si una
vez que el espermatozoide se ha unido a la zona pellucida, ésta es capaz de

inducir la redistribucién al segmento ecuatorial de la poblacion de DE

“fuertemente unida”.
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Figura 16. Efecto del anticuerpo anti-DE sobre el porcentaje de ovocitos

intactos fertilizados.

Los ovocitos de rata intactos fueron inseminados con espermatozoides
provenientes del epididimo y vas deferens en medio solo (C) o en presencia de
suero de conejo normal (SCN) o anti-DE. A las 24 hs. se evalué el porcentaje de
ovocitos con fertilizados. Los resultados representan la media + E.S. de 3
experimentos independientes.
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En primer lugar fue necesario desarrollar un sistema que permitiera la obtencion
de zonas pellucidas de rata en gran cantidad. Para ello, se compard la
eficiencia de recuperacion de tres métodos diferentes. Primeramente, se ensayd
la obtencion mecanica de zonas a partir de ovocitos ovulados. En este caso, si
bien la preparacion de zonas se encontraba libre de contaminacién con otros
materiales celulares, lo laborioso de la técnica (superovulacién de hembras
prepuberes, recuperacion de ovocitos de la ampulla, liberacién de las células
del cumulus y pipeteo individual de los ovocitos para obtener las zonas
pellucidas) no justificaba su empleo. Por lo tanto, se ensayaron dos técnicas de
obtencién a partir de tejido ovarico tales como la obtencién por gradiente de
Percoll y por filtracibn en mallas de poro decreciente que permiten el
procesamiento de un gran numero de ovarios en forma simultanea. Los
resultados se presentan en la Tabla 4 e indican que por la técnica de filtracion
se obtiene un numero mayor de ZP por ovario respecto de la técnica de
purificacién en gradiente de Percoll. Cuando la técnica de filtracién por mallas
se utilizé con ovarios provenientes de hembras prepuberes el numero de zonas
recuperadas por ovario fue menor que el obtenido previamente con ovarios de
hembras adultas. Sin embargo, debido a la gran cantidad de ovarios de
hembras prepuberes disponible en nuestro laboratorio, éstos fueron también

utilizados para los procedimientos de purificacion.

Una vez establecida la técnica de purificacion de zonas pellucidas de rata, se
procedio a evaluar el efecto de su agregado en forma solubilizada, sobre el
porcentaje de espermatozoides con redistribucion de DE. Para ello,
espermatozoides previamente capacitados por un periodo de 3 hs. fueron
incubados con distintas concentraciones de zona pellucida solubilizada (2 a 20
ZP/ul; 175 a 17,5 espermatozoides/ ZP) por un periodo de una hora, luego de lo
cual los espermatozoides fueron fijados y sometidos a la técnica de IIF. Como
control se utilizé el medio de extraccién de zonas (medio ZPM) sometido al
mismo tratamiento empleado para la obtencion de zonas pellucidas

(acidificacion, dialisis y liofilizacién). Los resultados se muestran en la Figura 17
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Tabla 4. Rendimiento de distintas técnicas de obtencioén de zona pellucida

Procedimiento Fuente utilizada nro. de nro. de
experimentos zonas/ovario

a-Mecanicamente Ovocitos ovulados 3 20-30

b-Gradiente de Ovarios de hembras 3 40 -50
Percoll adultas

c-Filtracion Ovarios de hembras 3 60 - 80
adultas

d-Filtracion Ovarios de hembras 5 40 -50

prepuberes
superovuladas

Los ovocitos ovulados (a) fueron obtenidos de los oviductos de hembras
prepuberes superovuladas. Los ovarios de hembras adultas (b y c) o
prepuberes superovuladas (d) fueron disgregados mecanicamente y sometidos
a los distintos procedimientos de purificacion de zonas pellucidas.
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e indican que el agregado de zona pellucida solubilizada provoca un aumento
en el porcentaje de espermatozoides con redistribucion de DE. Dicho aumento
resulté ser significativo respecto del control a una concentracién de 5 ZP/ul, no

modificandose por el empleo de concentraciones mayores.

Con el objeto de estudiar la cinética de dicho efecto, los espermatozoides
fueron capacitados por un periodo de 3 hs., expuestos a medio conteniendo 5
ZP/ul y, a distintos tiempos de incubacién (0, 15, 30, 60 y 120 min.), los mismos
fueron fijados y sometidos a la técnica de lIF. Al igual que en los experimentos
anteriores, como control se utilizaron espermatozoides incubados con medio
sometido al tratamiento empleado para la obtencién de las zonas. Los
resultados se muestran en la Figura 18 e indican que el agregado de 5 ZP/ul
provoca un rapido aumento sobre el porcentaje de células con redistribucion,
alcanzandose un valor maximo de induccidn al cabo de los 15 min., el cual no
fue modificado durante las posteriores 2 hs. de incubacién. Estos resultados en
su conjunto estarian indicando que la ZP solubilizada es capaz de inducir en

forma rapida la redistribucion de DE al segmento ecuatorial.
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Figura 17. Efecto de zona pellucida sobre la redistribuciéon de DE.
Espermatozoides capacitados por un periodo de 3 hs. fueron incubados durante
1 h con distintas concentraciones de zona pellucida solubilizada, recuperados,
fijados y sometidos a la técnica de |IF.

Los valores representan la media + E.S. de 5 experimentos independientes.

* p < 0.001 vs control (0 ZP/pl).
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Figura 18. Cinética del efecto de la zona pellucida sobre la redistribucién
de DE.

Espermatozoides capacitados por un periodo de 3 hs fueron incubados con
zona pellucida (5 ZP/ul) () o con medio (M), retirados a los distintos tiempos,
fijados y sometidos a la técnica de lIF. Se considerd tiempo cero al tiempo de
agregado de las zonas pellucidas.

Los valores representan la media ¢ E.S. de 6 experimentos independientes.

* p < 0.001 vs tiempo 0 y vs valor control (O ZP/ul) respectivamente.
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PARTE Il - ESTUDIO DE LA FUNCION BIOLOGICA DE LA

PROTEINA HOMOLOGA A “DE” EN EL RATON

1.1 Secuenciacién y analisis de la secuencia de la proteina “DE”.

Si bien se han estudiado diversos aspectos del comportamiento y funcion
biolégica de la proteina DE, su secuencia era aun desconocida. Por o tanto, se
realizé la secuenciacion aminoacidica de la proteina DE de rata y el analisis de
la secuencia obtenida, con el objeto de identificar dominios funcionales en la
proteina que se relacionen con su funcion biolégica como asi también

establecer homologias con otras proteinas conocidas.

Con el fin de obtener proteina DE de calidad adecuada para secuenciar, se
realizoé una corrida electroforética de DE pura (95% de pureza) procediéndose
luego a recortar la banda correspondiente. La misma fue directamente
secuenciada por el método de degradacion de Edman. Los resultados de dicha
secuenciacion indicaron que el aminoacido N-terminal se encontraba
bloqueado, razén por la cual se procedié a obtener péptidos internos de la
proteina por digestion in situ con tripsina y separacion de los péptidos obtenidos
por HPLC, lo cual fue realizado en colaboraciéon con la Fundacién Keck de la
Universidad de Yale (Ver Materiales y Métodos). De los 13 fragmentos
obtenidos, dos de ellos, denominados péptidos 56 y 83, fueron elegidos para
secuenciar debido a que la masa obtenida en ambos casos era suficiente para

el paso siguiente.

Cuando el péptido 83 fue sometido a secuenciacion no se obtuvo ningun
resultado debido a que el aminoacido N-terminal se encontraba bloqueado. Por
su parte, el péptido 56 dio una secuencia de I3 aminoacidos que se muestra en
la Figura 19. Este péptido presenté un 100 % de homologia con las proteinas

epididimarias de rata AEG (acidic epididymal glycoprotein) (Charest et al., 1988)
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Figura 19. Secuencia completa de la proteina AEG/DE. Subrayado se muestra
el péptido 83. En rojo se muestra el péptido secuenciado. En verde se muestran

las cisteinas.
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y DE (Brooks et al., 1986). Esta ultima, asi denominada por los autores debido a
que la misma presentaba caracteristicas bioquimicas similares a la proteina DE
originalmente descripta por Cameo y Blaquier (1976). La secuencia completa de
AEG/DE se muestra en la Figura 19. El analisis de esta secuencia muestra que
existe un sitio de corte para tripsina previo al residuo 1 del péptido secuenciado,
lo cual significa que la digestion triptica de AEG/DE produciria el péptido

obtenido.

El analisis de AEG/DE muestra que el aminoacido N-terminal de la proteina en
la cual el péptido sefal ha sido removido, corresponderia a una glutamina, la
cual frecuentemente se cicla y, por lo tanto, bloquea el extremo para la
secuenciacién. Asumiendo que el extremo N-terminal estuviera bloqueado, la
masa del primer fragmento triptico para AEG/DE seria de 2151.23. La masa
obtenida para el péptido 83 fue de 2156.1, por lo que el péptido 83
corresponderia al fragmento de aminoacidos 1-18 de la proteina AEG/DE

madura (Figura 19).

El analisis de la proteina DE realizado mediante el programa MOTIFS, que
analiza dominios relacionados con la estructura primaria de proteinas, mostrd
que DE no presenta ningun dominio conocido. Sin embargo, posee un alto
contenido de cisteinas: 16 cisteinas totales, 14 de las cuales se encuentran en

el extremo C-terminal (Figura 19).

El anadlisis de hidrofobicidad realizado muestra que no existen en DE regiones
hidrofébicas de suficiente longitud que justifiquen que se inserte en la bicapa

lipidica (Figura 20).

El analisis de la secuencia utilizando el programa BLAST, mostré6 que DE
presenta homologia con una proteina epididimaria de raton- descripta por dos
grupos distintos a la que denominaron AEG1 y CRISP1 (proteina secretoria y
rica en cisteinas 1) (Mizuki y Kasahara, 1992; Haendler et al., 1993). Asi mismo,

DE presenta homologia con una proteina testicular descripta en raton (TPX-1
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Figura 20. Andlisis de hidrofobicidad de la proteina DE realizado utilizando el
programa MOTIFS. Los rombos representan aminoacidos hidrofébicos y los
ovalos, hidrofilicos.
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(Kasahara et al., 1989) o CRISP2 (Haendler et al., 1993)), humano (Kasahara et
al., 1989) y cobayo (Foster y Gerton, 1996), y con AEG2/CRISP3, una proteina
producida en la glandula salival de raton (Mizuki y Kasahara, 1992; Haendler et
al., 1993). DE presenta también homologia con helothermina, una proteina de la
saliva de la lagartija H.horrendum horrendum que es un inhibidor de los
receptores rianodinicos presentes en las membranas de los reservorios
intracelulares de Ca** (Morrissette et al., 1995). Las 16 cisteinas presentes en
DE estan conservadas en estas proteinas, por lo que han sido agrupadas en
una familia de proteinas que recibié el nombre de familia CRISP. En la Tabla 5
se resumen las homologias existentes entre los distintos miembros de la familia
CRISP.

Asi mismo, DE presenta una homologia menor, pero aun significativa, con
proteinas de veneno de avispas (Dol m V) (Fang et al,, 1988), con proteinas
relacionadas a la patogénesis en plantas (Muradov et al, 1993) y con las
proteinas especificas del cuerpo frutal del basidomicete Schizophyllum
commune (Schuren et al., 1993). Estas proteinas no conservan la region rica en

cisteinas.

.2 Presencia de DE en espermatozoides de raton y otras especies de

mamiferos

Tal como se menciond anteriormente, la proteina DE de rata participa en el
proceso de fusion de gametas a través de sitios complementarios localizados en
la region fusogénica de la superficie del ovocito (Rochwerger et al., 1992). Estos
resultados constituyeron la primera evidencia sobre la existencia de sitios
complementarios para una proteina especifica del espermatozoide que participa
en el proceso de fusion. Dado que el andlisis de la secuencia obtenida para DE

indicaba la existencia de una proteina epididimaria de ratén con 70% de
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Tabla 5. Homologia entre las distintas proteinas pertenecientes a la familia
CRISP

% homologia con

Proteina AEG1/ AEG2/ rTpx-1/ hTPX1 helothermina
CRISP1 CRISP3 CRISP2

DE/AEG 69.7 62.5 55.8 55 46.7
AEG1/CRISP1 78.1 55 58.7 458
AEG2/CRISP3 481 50.2 429
rTpx-1/CRISP2 70.7 471

hTPX1 51.3
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homologia con DE, resultaba interesante estudiar si esta proteina participaba en

el proceso de fusién.

Para ello, se estudié en primer lugar la localizacién de la proteina DE en los
espermatozoides de raton. Para tal fin, espermatozoides frescos de ratén fueron
sometidos a la técnica de lIF utilizando anti-DE como primer anticuerpo. Como
control, se utilizaron espermatozoides de distintas especies tales como hamster,
toro, carnero, cobayo, humano y conejo. Los resultados obtenidos se resumen
en la Tabla 6 e indican que los espermatozoides de ratdn presentaban marca
fluorescente, localizada en la region dorsal de la cabeza (Figura 21). Asi mismo,
se observd que los espermatozoides de hamster mostraban marca fluorescente
en la regidn acrosomal (Figura 22), mientras que los espermatozoides del resto

de las especies estudiadas no presentaban marcacién (Figura 23).

Con el fin de investigar si la marca observada en espermatozoides de raton y
hamster, correspondia al homélogo de DE, se estudid por la técnica de Western
blot la presencia de DE en citosol epididimario, testicular y extractos totales
(Triton X-100) de espermatozoides de dichas especies. Para ello, las muestras
fueron separadas por electroforesis y reveladas utilizando anti-DE como primer
anticuerpo. Los resuitados (Figura 24) indicaron la existencia de una banda del
mismo peso molecular que DE en el citosol epididimario y en el extracto proteico
de espermatozoide de ratdn, y su ausencia en citosol testicular. Para el caso de
hamster, no se detecté ninguna banda ni en el citosol epididimario ni en el
testicular, como asi tampoco en el extracto de espermatozoides, tanto cuando
las muestras fueron analizadas en geles con SDS (Figura 24) como en geles
nativos. Estos resultados estarian indicando que la marcacién observada por IIF

podria deberse a una reaccion inespecifica del anticuerpo.
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Tabla 6. Presencia de DE en espermatozoides de distintas especies.

Espermatozoides Marca fluorescente
Ratén si
Hamster si
Cobayo no
Conejo no
Bovino no
Ovino no
Humano no

Espermatozoides epididimarios de ratén, hamster, cobayo y bovino como asi
también espermatozoides eyaculados de bovino, ovino y humano fueron fijados
y sometidos a la técnica de |IF utilizando anti-DE como primer anticuerpo.
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Figura 21. Localizacion de la marca fluorescente detectada en
espermatozoides de raton.

Espermatozoides frescos de raton fueron fijados y sometidos a la técnica de IIF.
a y b) contraste de fase e inmunofluorescencia de espermatozoides incubados
con anti-DE. Nétese la marcacion en la region dorsal del acrosoma. ¢ y d)
contraste de fase e inmunofluorescencia de espermatozoides incubados con
suero de conejo normal (SCN). (650 x)
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Figura 22. Localizacion de la marca fluorescente detectada en
espermatozoides de hamster.

Espermatozoides frescos de hamster fueron fijados y sometidos a la técnica de
IIF. a y b) contraste de fase e inmunofluorescencia de espermatozoides
incubados con anti-DE. Nétese la marcacion en la regién acrosomal. ¢ y d)
contraste de fase e inmunofluorescencia de espermatozoides incubados con
suero de conejo normal (SCN). (650 x)



133

Figura 23. Inmunofluorescencia de espermatozoides humanos y de
cobayo.

Espermatozoides eyaculados de humano y espermatozoides epididimarios de
cobayo fueron fijados y sometidos a la técnica de inmunofluorescencia indirecta
utilizando anti-DE. a y b) contraste de fase e inmunofluorescencia de
espermatozoides humanos. ¢ y d) contraste de fase e inmunofluorescencia de
espermatozoides de cobayo. Nétese la ausencia de marcacion fluorescente.
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Figura 24. Presencia de DE en citosol testicular y epididimario de distintas
especies.

Citosol testicular y epididimario (30 pg/calle), como asi también proteinas
extraidas por tratamiento con Tritén X-100 de espermatozoides de rata, ratén y
hamster fueron separados por electroforesis en geles nativos (10%) y revelados
por Western blot utilizando anti-DE como primer anticuerpo.
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.3 Efecto de distintos tratamientos sobre la presencia de DE en

espermatozoides de ratén

Dado que los resultados obtenidos indicaban que el antigeno reconocido por IIF
en el espermatozoide de raton corresponderia al homélogo a DE, resultaba
interesante estudiar si esta proteina se asociaba al espermatozoide de raton de

forma similar a la observada en la rata.

Para tal fin, los espermatozoides de ratén fueron incubados con 2M NaCl y
luego con Triton X-100. Las proteinas extraidas por ambos métodos fueron
separadas por electroforesis y la presencia de DE evaluada por Western blot.
Los resultados se muestran en la Figura 25 donde se observa una banda
correspondiente a DE tanto en el extracto de 2M NaCl como en el de Triton X-
100. Estos resultados estarian indicando que, al igual que en la rata, en el
espermatozoide de ratén existirian dos poblaciones de DE: una “débilmente
unida” extraible con aita fuerza i6nica y otra “fuertemente unida”, que
permaneceria en el espermatozoide aun luego de dicho tratamiento. Dado que
en la rata es la poblacién “fuertemente unida” la que participa en el proceso de
fusion, estos resultados estaban sugiriendo que la proteina DE de ratdn podria

también estar involucrada en el proceso de fertilizacion.

1.4 Participacién de DE en el proceso de fusién espermatozoide-ovocito en

el ratéon

El paso siguiente consistié, por lo tanto, en estudiar la participacién de esta

proteina en el proceso de fusién homoéloga en el ratéon.

En primer lugar debimos establecer el criterio de fertilizacion a utilizar. La
presencia de la cola del espermatozoide incorporada al ooplasma es una

evidencia inequivoca de que la fusién ha ocurrido. Si bien este es uno de los
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Figura 25. Efecto del tratamiento con alta fuerza iénica y Tritén X-100 sobre
la asociaciéon de DE a la membrana del espermatozoide de ratén.
Espermatozoides de ratén frescos fueron extraidos secuencialmente con 2 M
NaCl (A) y 1% Tritdbn X-100 (B). Cada uno de los extractos fue separado por
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (10 %) y la presencia de DE
revelada por Western blot utilizando anti-DE como primer anticuerpo. (C)
corresponde a proteina DE pura utilizada como control.
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criterios de eleccion para la evaluacion de la fusién espermatozoide-ovocito, en
el caso del raton no es posible detectar la cola del espermatozoide en el
citoplasma. Por lo tanto, la presencia de dos o mas pronucleos en el citoplasma
es comunmente utilizada como criterio de fertilizacion en esta especie (Lacham
y Trounson, 1991). Con el fin de descartar que, en nuestro caso, los pronucleos
observados se debieran a la activacion espontanea de los ovocitos de raton
durante el periodo de incubacién, se evalud la presencia de prontcleos en
ovocitos incubados sin espermatozoides durante un periodo igual al empleado
para ovocitos inseminados. Los resultados se muestran en la Figura 26 donde
se observa que, en ausencia de espermatozoides, el 14 % de los ovocitos
presentaban pronucleos comparado con el 90 % obtenido en presencia de
espermatozoides. Estos resultados estaban indicando que existe un bajo
porcentaje de ovocitos de ratdon que se activan espontaneamente por 1o que la

presencia de dos pronucleos fue utilizado como criterio de fertilizacion.

Habiendo validado el criterio de fusiéon a utilizar, se procedi6 a estudiar el efecto
del agregado de DE sobre la fusién espermatozoide-ovocito de ratén. Para ello,
ovocitos sin ZP fueron inseminados con espermatozoides capacitados en medio
solo 0 en presencia de distintas concentraciones de proteina DE u ovoalbuimina
(control) evaluandose el porcentaje de ovocitos penetrados. La premisa
experimental para estos ensayos fue que en el caso de que existieran sitios de
unién para DE en la superficie del ovocito de ratén, la proteina DE deberia
unirse a dichos sitios e inhibir ila ocurrencia de la fusidén. Los resultados se
muestran en la Figura 27 e indican que la presencia de DE durante la
coincubacion de las gametas, produjo una disminucion en el porcentaje de
ovocitos penetrados. Dicha inhibicién resulté dependiente de la concentracion
utilizada, siendo significativa a partir de una concentracion de DE de 50 pg/ml y
maxima a 200 ug/mi (inhibicién del 70%, p<0.001), concentracién a la cual la

presencia de ovoalbumina (proteina control) no produjo ningun efecto.
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Figura 26. Activaciéon espontanea de los ovocitos de ratén sin zona

pellucida. .
Ovocitos de ratén sin ZP fueron incubados en presencia (+ esp.) o ausencia
(- esp.) de espermatozoides y luego de 8 hs. se evalud el porcentaje de ovocitos
que presentaban 2 pronucleos.

Los resultados representan la media + E.S. de 4 experimentos independientes.

* p<0.001
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Figura 27. Efecto del agregado de DE sobre la fusion espermatozoide-

ovocito en ratén.
Ovocitos de raton sin ZP fueron incubados en presencia de distintas

concentraciones de DE (®) u ovoalbumina («) y luego inseminados con
espermatozoides capacitados. A las 8 hs. se evalud el porcentaje de ovocitos
con 2 o mas pronucleos. Los resultados representan las medias + E.S. de 4
experimentos independientes.

* p <0.05 vs 0 ug/mi (control), ** p < 0.01 vs 0 pg/mi (control).
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Durante la coincubacion de las gametas no se observé aglutinacion de los
espermatozoides o modificacion en el porcentaje de motilidad con respecto al
control, por lo que podria descartarse que la inhibicion observada en presencia
de DE se debiera a un efecto deletéreo de esta proteina sobre los

espermatozoides de ratén.

Dado que el proceso de fusidon es precedido por la etapa de unién de las
gametas, se estudio si la inhibicion observada en presencia de DE se debia a
un efecto de la proteina sobre la primera etapa de uniéon. Para ello, los ovocitos
de raton sin ZP fueron incubados con DE e inseminados con espermatozoides
de ratdn capacitados, evaluandose a los 30 min. tanto el porcentaje de ovocitos
con espermatozoides unidos como el numero de espermatozoides unidos por
ovocito. Los resultados se muestran en la Tabla 7 e indican que no existen
diferencias significativas en ninguno de los parametros medidos. Estos
resultados indicaban que la inhibicién observada no se deberia a un efecto de
DE en la etapa de union sino a un efecto sobre la etapa de fusion en si, tal

como lo observado en el sistema de rata (Rochwerger et al., 1992).

IL.5 Localizacion de los sitios de unidn para DE en el ovocito de ratén

En conjunto, las evidencias obtenidas indicaban no sélo la participacion de DE
en el proceso de fusidon espermatozoide-ovocito en el ratén sino también la
existencia de sitios complementarios para DE en la superficie del ovocito de
esta especie. Con el fin de estudiar la localizacion de dichos sitios, ovocitos de
raton sin ZP fueron incubados con proteina DE u ovoalbumina (control),
fijados y luego sometidos a la técnica de IIF utilizando anti-DE como primer
anticuerpo. Mientras que en ninguno de los ovocitos incubados con proteina
control se observo fluorescencia, la totalidad de los ovocitos incubados con DE
presentaron marca fluorescente (Figura 28). Dicha marca, al igual que lo
observado en ovocitos de rata, se localizé en forma de agregados en toda la
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Tabla 7. Efecto del agregado de DE sobre la unién espermatozoide-ovocito
en raton.

Tratamiento No. de % de ovocitos No. de esp.
ovocitos con esp. unidos unidos/ ovocito
Control 46 97 +3 13+2
Ovoalbumina 48 100 13+ 1
DE 42 100 12+3

Ovocitos de raton sin ZP fueron incubados en presencia de DE u ovoalbumina
(200 pg/ml) y luego inseminados con espermatozoides (esp.) capacitados. A los
30 min. se evaluo el porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos y el
nuamero de espermatozoides unidos por ovocito. Los resultados representan las
medias *+ E.S. de 4 experimentos independientes. No se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos.
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Figura 28. Localizacion de sitios complementarios para DE en la superficie
del ovocito de ratén.

a- Ovocito sin ZP incubado con proteina control (ovoalbumina, 200 ug/ml), fijado
y sometido a la técnica de IIF. Noétese la ausencia de fluorescencia en la
superficie del ovocito.

b- Ovocito sin ZP incubado con proteina DE (200 ug/ml), fijado y sometido a IIF.
Noétese la marcacion fluorescente en forma de agregados y la presencia de un

area no marcada (flecha).
En todos los casos los ovocitos fueron examinados en un microscopio de

fluorescencia con un aumento de x 250.
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superficie del ovocito con excepcidon de un area sin fluorescencia, el area
negativa. Por lo tanto, en el raton al igual que en la rata, los sitios de union para
DE estarian localizados en la region fusogénica del ovocito.

I.6 Participacion de DE en la fusién cruzada entre espermatozoides de

raton y ovocitos de rata sin zona pellucida.

Los resultados obtenidos hasta aqui indicaban que la proteina DE de raton
estaria involucrada en el proceso de fusion de gametas en esa especie.
Teniendo en cuenta que los ovocitos de rata presentan sitios de uniéon para DE
como asi también que pueden ser penetrados en forma heterdloga por
espermatozoides de ratén (Hanada y Chang, 1972), resultaba interesante
estudiar si la proteina DE de ratdn estaba involucrada en dicho proceso de
fusion cruzada. Para ello, ovocitos de rata sin ZP fueron inseminados con
espermatozoides de ratdn capacitados en presencia de 200 ug/ml de proteina
DE y el porcentaje de ovocitos penetrados evaluado al cabo de 8 hs de
coincubacion. En paralelo, se realizaron como control ensayos de fusiéon en
presencia de DE en el sistema homologo de rata. Los resultados indicaron que
en presencia de una proteina control (ovoalbumina), el 65% de los ovocitos de
rata sin zona podia ser penetrado por espermatozoides de ratén. Sin embargo,
la presencia de DE durante la coincubacidn de las gametas produjo una
inhibicion significativa (14 % vs. 63%, p< 0.001) en el porcentaje de ovocitos
penetrados (Figura 29). Los resultados indican que la inhibicién observada en el
sistema heterologo rata-raton (78%) es comparable a la hallada en el sistema

homélogo rata-rata (90%).

Cuando se estudio el efecto de DE la etapa de unién, los resultados indicaron
que en presencia de DE no se observan diferencias significativas en ninguno de

los parametros evaluados con respecto al control (ovoalbumina) (Tabla 8)
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indicando que la inhibiciéon observada se deberia a un efecto de DE sobre la

etapa de fusion.
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Figura 29. Efecto del agregado de proteina DE sobre la fertilizacion
cruzada rata-ratéon. Ovocitos de rata sin ZP fueron inseminados en presencia

de ovoalbumina (200 pg/ ml) (29 ) o de DE (200 pg/ ml) ( R ) con
espermatozoides capacitados de rata y de ratén, evaluandose el porcentaje de

ovocitos penetrados.
Los resultados representan la media + E.S. de 6 experimentos independientes

* p <0.001 vs. control (ovoalbimina)
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Tabla 8. Efecto del agregado de DE sobre la unién rata-ratén

Tratamiento nro. de % de ovocitos No. de esp.
ovocitos con esp. unidos unidos/ ovocito

Medio + OA 65 97 +3 15+3
(200 pg/ml)
Medio + DE 68 93+5 10+2
(200 pg/ml)

Ovocitos de rata sin ZP fueron incubados en presencia de DE u ovoalbumina
(200 pg/ml) y luego inseminados con espermatozoides de raton capacitados. A
los 30 min. se evalud el porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos y el
numero de espermatozoides unidos por ovocito. Los resultados representan las
medias + E.S. de 6 experimentos independientes. No se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos.
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PARTE Ill - PARTICIPACION DE LOS SITIOS DE‘UNION PARA

“DE” EN LA ADQUISICION DE FUSIBILIDAD DEL OOLEMA

lil.1 Comportamiento de los sitios para DE durante la ovogénesis

Tal como se menciond anteriormente, ha sido establecido que los sitios de
union para DE localizados en la regiéon fusogénica tanto del ovocito de rata
como de ratdn, participan en el proceso de fusion de gametas. Con el fin de
establecer en qué momento aparecen dichos sitios sobre la membrana
plasmatica del ovocito de rata se estudié su presencia y localizacion en las
distintas etapas de la ovogénesis. En forma paralela se estudié la capacidad
fusogénica de los ovocitos en los distintos estadios de desarrollo con el fin de
establecer si existe una asociacion entre la adquisicion de dicha capacidad y la

presencia de sitios para DE.

l.1.1 Presencia y localizacion de los sitios de unién para DE durante el

crecimiento y la maduracion.

Las células del cumulus de los ovocitos inmaduros se encuentran fuertemente
asociadas al ovocito y entre si por la presencia de prolongaciones
citoplasmaticas que atraviesan la ZP y establecen uniones tipo "gap" con la
membrana plasmatica del ovocito y con las células de la granulosa vecinas
(Dekel et al., 1978). Dado que esto dificulta enormemente la liberacion de las
células del cumulus de ovocitos inmaduros, uno de los pasos limitantes en este
estudio fue la obtencién de suficiente numero de ovocitos inmaduros desnudos.
Para obtener la cantidad de ovocitos que se presentan en este trabajo fue
necesario utilizar en cada uno de los estudios realizados mas de 30 hembras

por horario estudiado.
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Con el fin de establecer el momento de la ovogénesis en el que aparecen los
sitios complementarios para DE en la superficie del ovocito, se recuperaron
ovocitos en distintos estadios de crecimiento y maduracion, los cuales fueron
incubados con proteina DE, fijados y sometidos a la técnica de IIF utilizando
anti-DE como primer anticuerpo. Como control, los ovocitos sin ZP fueron
sometidos a dos tratamientos distintos a) incubados con proteina DE y luego
sometidos a la lIF utilizando suero de conejo normal como primer anticuerpo, y
b) incubados con una proteina control, como la ovoalbumina, y luego expuestos
a anti-DE. Los resultados muestran que, mientras que ninguno de los ovocitos
incubados en condiciones control presentaron marca fluorescente, los ovocitos
incubados con DE y anti-DE presentaron marcacién. Los distintos patrones de
fluorescencia correspondientes a cada grupo estudiado se muestran en la Tabla
9, donde se observa que mientras que ninguno de los ovocitos con un diametro
menor a 50 um presentd marca fluorescente (Figura 30a y b), los ovocitos en
crecimiento con un diametro mayor a 50 um, que incluye a los ovocitos que han
completado su crecimiento (diametro = 80 um), presentaron marca fluorescente
en toda la superficie (Figura 30c y d). Resulta interesante mencionar que en
este caso, el 95% de los ovocitos con fluorescencia presentaban una marcacién
mas uniforme en la superficie, la cual era claramente diferente de la marcacion

en forma de agregados previamente observada en ovocitos ovulados (Tabla 9).

Los ovocitos recuperados entre 3 y 11 hs luego de la administracion de hCG, es
decir a distintos horarios luego de comenzada la maduracion, presentaron
porcentajes decrecientes de marcacién fluorescente “uniforme”, con un paralelo
aumento en el porcentaje de ovocitos con marcacion en forma de agregados
(Tabla 9). Asi mismo, los ovocitos recuperados entre las 3 y las 9 hs post-hCG
presentaban la marcacion fluorescente en toda la superficie del ovocito (Figura
30e y f). Los ovocitos recuperados en horarios posteriores ya presentaban un
area negativa (Figura 30g y h), similar a la previamente observada en ovocitos

ovulados (Rochwerger et al., 1992).
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Tabla 9. Presencia y distribucidn de los sitios de unién para DE durante el
crecimiento y la maduracion del ovocito.

% de ovocitos con ®

Estadio No. de marcacion marcacion en % de ovocitos en
ovocitos uniforme  agregados estadios de
maduracion ®

Ov. en crecimiento © 29 0 0 100 VG
(diametro < 50 ym)

Ov. en crecimiento 75 95+2 5+2 100 VG
(diametro > 50 ym)

Ov. en maduracion
(hs. Post-hCQ)

3 32 65+ 16 35+ 16 69 VG

6 19 37 +12 63 + 12 60 Met |

9 25 8+6 92+6 62 Met I-Telol

11 26 0 100¢ 83 Ana I-Met ||
12-15 105 0 100 ¢ 100 Met Il

 Los ovocitos fueron incubados con DE (200 ug/ml), fijados y sometidos a lIF usando
anti-DE como primer anticuerpo. Los resultados representan la media + E.S. de 4
experimentos independientes para los ovocitos en crecimiento y los ovocitos en
maduracién recuperados entre 3 y 11 hs posthCG y de 8 experimentos
independientes para los ovocitos recuperados entre 12-15 hs. Post-hCG.

® VG: vesicula germinal; Met |: metafase I; Ana |: anafase [; Telo I: Telofase | y Met IL:
metafase II.

° Diametro del ovocito de rata que ha completado su crecimiento: 80 um

¢ Los ovocitos presentaban area negativa.
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Figura 30. Localizacion de los sitios de union para DE en la superficie de
los ovocitos (izquierda: contraste de fase, derecha: inmunofluorescencia
indirecta).

Ovocitos sin ZP recuperados en los distintos estadios de crecimiento y
maduracién fueron incubados con proteina DE (200ug/ml), fijados y sometidos a
la técnica de IIF utilizando anti-DE a-b) Ovocito en crecimiento (diam.=40 um).
Notese la ausencia de fluorescencia en la superficie del ovocito: c-d) Ovocito
que ha completado su crecimiento con VG intacta (diam.=80 um). Nétese la
marcacion “uniforme” en toda la superficie del ovocito; e-f) ovocito recuperado 6
hs.post- hCG. Noétese la marcacion en forma de agregados (distinta a la
observada en d) en toda la superficie del ovocito; g-h) ovocito recuperado 11hs.
post- de hCG. Noétese la presencia de un area sin fluorescencia (area negativa,
punta de flecha). gv : vesicula germinal. (X250).
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Con el fin de establecer la relacién entre los cambios en los patrones de
fluorescencia observados y los cambios nucleares caracteristicos de la
maduracion, se estudié el estadio meidtico en que se encontraban los ovocitos
recuperados en los distintos horarios. Para ello, los ovocitos fueron recuperados
en los mismos horarios utilizados anteriormente, y su estado meidtico
determinado por tincion del ADN con el colorante Hoechst 33342. Los
resultados se muestran en la ultima columna de la Tabla 9, donde se indican los
estadios en que se encontraba la mayoria de los ovocitos analizados en cada

horario.

lll.1.2 Fusogenicidad de la membrana plasmética del ovocito durante el

crecimiento y la maduracién.

Con el fin de investigar si existia una asociaciéon entre la aparicion de los sitios
de unién para DE sobre la superficie del ovocito y la adquisicion de capacidad
de fusiéon del oolema, se evalud la ocurrencia de la fusiéon espermatozoide-
ovocito en ovocitos recuperados en distintos estadios de crecimiento y

maduracion.

Si bien los ovocitos inmaduros en estadio de VG no poseen la habilidad de
decondensar la cabeza del espermatozoide, ha sido descripto en el hamster,
raton y conejo que dichos ovocitos son capaces de incorporar la cabeza del
espermatozoide al citoplasma (lwamatsu y Chang, 1972, Berrios y Bedford,
1979; Cuasnicu y Bedford, 1991). Por lo tanto, para estos estudios se eligio el
ensayo de penetracion de ovocitos sin zona dado que la presencia en el
citoplasma del ovocito de al menos una cabeza de espermatozoide incorporada
o decondensada, es una evidencia inequivoca de que la fusion de gametas ha
ocurrido. Para ello, los ovocitos fueron recuperados en los distintos estadios de
crecimiento y maduracion descriptos anteriormente, liberados de las células del
cumulus y la ZP, e inseminados con espermatozoides capacitados. Tres horas

luego de iniciada la coincubacion de las gametas, se evalub el porcentaje de
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ovocitos penetrados. Los resultados se muestran en la Tabla 10 e indican que
ninguno de los ovocitos en crecimiento con un didmetro menor de 50 um fue
penetrado. Los ovocitos con un didametro mayor de 50 um presentaron un muy
bajo porcentaje de penetracion (1.8%), que correspondi6 a dos ovocitos que no
presentaban VG en el momento de la observacién de los mismos, mientras que
los ovocitos recuperados entre 3 y 15 hs luego de la administracion de hCG

presentaron porcentajes crecientes de penetracion (23-74%).

Si bien en los ovocitos en crecimiento nunca pudieron observarse cabezas
incorporadas al citoplasma, en todos los casos se observaron espermatozoides
fuertemente unidos al oolema que no eran removibles por intensivo pipeteo.
Existia, por lo tanto, la posibilidad de que la fusién de las membranas hubiera
ocurrido y que, para el caso de la rata, los ovocitos en crecimiento o con VG
intacta no tuvieran la capacidad de incorporar la cabeza del espermatozoide.
Para contestar esta pregunta resultaba necesario utilizar la técnica de
transferencia de colorante con Hoechst 33342 dado que esta técnica permite

visualizar el evento de fusion en si.

Sin embargo, esta técnica de transferencia de colorante no ha sido descripta
para el sistema de rata. Con el fin de establecer las condiciones experimentales
que permitieran su utilizacién, los ovocitos sin ZP, fueron incubados con
Hoechst 33342 1 ug/ml durante distintos periodos de tiempo (30, 15 o 5 min.).
Dado que la difusion pasiva del colorante a los espermatozoides no fusionados
es uno de los puntos criticos de esta técnica, se ensayaron distintas
condiciones de lavado y distintos tiempos de coincubacién con
espermatozoides. Como control se realiz6 el mismo procedimiento en medio de
fertilizacion libre de Ca”*, idn necesario para la ocurrencia de la fusion
espermatozoide-ovocito (Yanagimachi, 1978). Los resultados se muestran en la
Tabla 11 e indican que al incubar los ovocitos 30 min. con Hoechst,
independientemente de las condiciones de lavado de los ovocitos y del tiempo

de coincubacion de las gametas, se observa una transferencia inespecifica del
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Tabla 10. Penetrabilidad de ovocitos en distintos estadios de crecimiento y
maduracioén

Estadio No. de ovocitos % de ovocitos
penetrados *

Ov. en crecimiento 41 0
(diametro < 50 pym)

Ov. en crecimiento 81 1815 *
(didmetro > 50 um)

Ov. en maduracién
(hs. Post-hCG)

3 55 235+ 106
6 48 19.7 £+ 13.9
9 58 436187
12-15 230 748 +£6.2

? Los resultados representan la media + E.S. de 5 experimentos independientes
para los ovocitos en crecimiento y los ovocitos en maduracion recuperados
entre 3y 9 hs. post-hCG y de 10 experimentos independientes para los ovocitos
recuperados 12-15 hs post-hCG.

* Corresponde a dos ovocitos de diametro = 80 pm, que habian sufrido la
ruptura de la VG al momento de la observacion.
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Tabla 11. Efecto de las distintas condiciones experimentales sobre la
técnica de transferencia de colorante Hoechst 33342

Incubacién con % ovocitos ¢/
Hoechst 33342 esp.
(1pg/ml) fluorescentes
Tiempo Volumen Tiempo Tiempo de no.de s/Ca® o ca”
(M) de lavado coincubacion de ovocitos
(vol.) gametas
30 min 100 4x10 90 min 37 100 100
min
(250)
3x25 60 min 24 100 100
min
(250)
15 min 100 3x25 30 min 17 100 100
min
(250)
500 3x25 60 min 25 57 100
min 120 min 20 20 100
(700)
5 min 500 3x25 30 min 16 0 0
min 60 min 15 10 100

(700) 120 min 17 25 100
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colorante tal como lo indica el hecho de que el 100% de los ovocitos incubados
en ausencia de Ca** presentaron espermatozoides fluorescentes. Al disminuir el
tiempo de incubacién con el colorante, el porcentaje de ovocitos fusionados en
ausencia de Ca®* disminuye. Las condiciones 6ptimas para la evaluacién de la
fusion espermatozoide-ovocito se obtuvieron al incubar los ovocitos durante 5
min. con 500 ul de Hoechst 33342 1 pug/ml los cuales fueron lavados 3 veces
con 700 pl de RFM fresco durante 25 min. cada lavado y, finalmente, incubados
durante 60 min. con los espermatozoides capacitados (Figura 31). Una vez
estandarizadas las condiciones de ensayo, se procedié a realizar los estudios

propuestos.

Los ovocitos fueron recuperados en los mismos estadios de crecimiento y
maduracion descripios anteriormente, preincubados con Hoechst 33342 e
inseminados con espermatozoides capacitados en medio de fertilizacion
completo. Como se muestra en la Tabla 12, se observd que mientras los
ovocitos en crecimiento con un diametro menor a 50 um mostraron un muy bajo
porcentaje de fusién (5%), comparable al porcentaje obtenido en ausencia de
Ca®, un alto porcentaje (83%) de los ovocitos en crecimiento con un didmetro
mayor a 50 um poseian capacidad de fusidn (Figura 32). Los ovocitos
recuperados en los distintos estadios de maduracién no presentaron diferencias
significativas ni en el porcentaje de ovocitos fusionados ni en el niUmero de
espermatozoides fusionados por ovocito con respecto a los ovocitos de

diametro mayor a 50 um (Tabla 12).

Dado que el proceso de fusién es precedido por la etapa de unién de las
gametas, el aumento en la capacidad de fusion observada en los ovocitos con
un diametro mayor a 50 um podia deberse a un aumento de la capacidad de
dichos ovocitos de unir espermatozoides. Para evaluar esta posibilidad, los
ovocitos en los distintos estadios de crecimiento y maduracién fueron
inseminados, estableciéndose posteriormente el porcentaje de ovocitos con

espermatozoides unidos y el numero de espermatozoides unidos por ovocito.
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Figura 31. Microfotografias de contraste de fase (izquierda) y fluorescencias
(derecha) de ovocitos maduros sin ZP inseminados con espermatozoides
capacitados en medio completo (a y b) o en medio sin Ca* (@’ y b’). Los
ovocitos fueron incubados con Hoechst 33342, lavados previo a la inseminacion
y fijados 1 h luego de iniciada coincubacion. Notese la presencia de una cabeza
fluorescente (s) en el ooplasma en el caso del medio completo, mientras que no
se observa ninguna cabeza fluorescente en el medio sin Ca**. m: cromosomas
en Metafase |l. Aumento: x400
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Tabla 12. Fusibilidad de la membrana plasmatica de ovocitos en distintos
estadios de crecimiento y maduracién.

no. de esp.
Estadio n. de ovocitos % de ovocitos ¢/ fusionados/ovocito
esp. fusionados 2
Ov. en crecimiento 24 5+3 13+04
(didmetro < 50 pm)
Ov. en crecimiento 59 83+7* 44+08
(diametro > 50 pm)
Ov. en maduracion
(hs. Post-hCG)
3 21 82+8* 46+21
6 26 93+9* 53+28
9 24 90 + 10* 31+1.2
12-15 153 94+2* 23+04

* p<0.05 vs. ovocitos con diametro menor 50 pm

? Los valores representan la media + E.S. de 4 experimentos independientes
para los ovocitos en crecimiento y los ovocitos en maduracion recuperados
entre 3y 9 hs. post-hCG y de 8 experimentos independientes para los ovocitos
recuperados 12-15 hs. post-hCG.
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Figura 32. Microfotografias de contraste de fase (a) y fluorescencia (b) de
ovocitos en crecimiento con diametro mayor a 50 pm preincubados con Hoechst
33342 (1 pg/ml) e inseminados con espermatozoides capacitados. Luego de 1 h.
de coincubacion los ovocitos fueron fijados, montados y examinados en un
microscopio equipado con epifluorescencia de luz de mercurio. Nétese la
presencia de una cabeza de espermatozoide fluorescente (s) en el citoplasma

del ovocito. (X400)
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Los resultados se muestran en la Tabla 13 e indican que la adquisicién de la
capacidad de fusion observada en ovocitos con didmetro mayor a 50 um no se
debié a un aumento de la capacidad de unién de espermatozoides, ya que no
se observaron diferencias significativas en ninguno de los parametros medidos,

con respecto a los ovocitos con didmetro menor a 50 um (Tabla 13).

1l.1.3 Efecto del agregado de proteina DE sobre la fusibilidad de ovocitos

en crecimiento.

Los resultados descriptos anteriormente indicaban que la adquisicion de
capacidad de fusién en ovocitos de diametro mayor a 50 pm ocurre
concomitantemente con la apariciéon de los sitios de uniéon para DE durante la
etapa de crecimiento. Si bien esto indicaba la existencia de una correlacion
temporal entre ambos fendmenos, quisimos estudiar si la adquisicion de
capacidad fusogénica observada se debia a la aparicién de estos sitios en la
superficie del ovocito. Para ello, se estudié si la presencia de proteina DE
durante la coincubacién de ovocitos con diametro mayor de 50 um vy
espermatozoides capacitados, era capaz de inhibir la fusidn. Para ello, ovocitos
con didametro mayor de 50 um como asi también ovocitos ovulados fueron
incubados con proteina DE e inseminados con espermatozoides capacitados. El
porcentaje de ovocitos fusionados fue determinado por la técnica de
transferencia de colorante de Hoechst 33342. Como control, los ovocitos fueron
incubados en medio fresco o en presencia de una proteina control
(ovoalbumina). Los resultados se muestran en la Figura 33 e indican que la
presencia de DE durante la coincubacion de las gametas produjo una
disminucion significativa (p<0.001) en el porcentaje de ovocitos fusionados

comparado con los controles.
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Tabla 13. Capacidad de unién de la membrana plasmatica de ovocitos en
distintos estadios de crecimiento y maduracién.

Estadio n. de ovocitos % de ovocitos ¢/ no. de esp.
esp. unidos * unidos/ovocito *

Ov. en crecimiento 24 91+6 84+1.1
(diametro < 50 pm)
Ov. en crecimiento 59 97 +2 12.0+2.0
(diametro > 50 pm)

Ov. en

maduracion

(hs. Post-hCG)

3 21 100 148+3.5
6 26 100 14.7+5.8
9 24 100 11.8+5.0
12-15 163 97 +3 127 £1.7

2 Los valores representan la media + E.S. de 4 experimentos independientes
para los ovocitos en crecimiento y los ovocitos en maduracién recuperados
entre 3y 9 hs. post-hCG y de 8 experimentos independientes para los ovocitos
recuperados 12-15 hs. post-hCG.



162

T I

804 I

PN TR

é 60 N QQ

AR\ \
* NP § .

20- \\

g \

MY B

C OA DE C OA DE
ovocitos ovocitos VG
ovulados (d > 50 um)

Figura 33. Efecto del agregado de DE sobre la fusibilidad de ovocitos en
crecimiento.

Ovocitos con diametro mayor a 50 um como asi también ovocitos ovulados (15
hs post-hCG) fueron preincubados con Hoechst 33342 (1 ug/ml), incubados por
30 min. en medio sélo ([_]), o bien con 200 pg/ml de ovoalbimina ([Z]) o DE
() e inseminados con espermatozoides capacitados. Luego de una hora de
coincubacion, los ovocitos fueron fijados, montados y examinados con un
microscopio equipado con epifluorescencia de mercurio, evaluandose el
porcentaje de ovocitos fusionados.

* p <0.001.
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lil.2 Requerimientos energéticos y de citoesqueleto de la agregacién de los

sitios de unién para DE.

Como se ha descripto, durante la ovogénesis se observa un cambio en la
localizacién de los sitios para DE en la superficie del ovocito. Los mismos
presentan en los primeros estadios una distribucién uniforme en toda la
superficie, pasando luego a una distribucibn en agregados con un area
negativa. Dado que la agregacién de los sitios para DE es inducida por la
presencia de DE, y teniendo en cuenta que en ciertos casos el citoesqueleto de
actina puede estar involucrado en los procesos de movilizacién de componentes
de membrana, resuitaba interesante establecer si la integridad del citoesqueleto
era necesaria para que ocurra la agregacion de los sitios complementarios
provocada por DE. Para ello, ovocitos ovulados sin ZP fueron incubados con
citocalasina B (20 pg/ml en DMSO), que afecta la polimerizacién de los
microfilamentos, incubados con DE y sometidos a la técnica de lIF. Como
control, los ovocitos fueron tratados de igual forma con DMSO. Los resultados
se muestran en la Tabla 14 e indican que el tratamiento con citocalasina B no
modifica la capacidad de la proteina DE de provocar la agregacion de los sitios
complementarios sobre el oolema ni la presencia del area negativa, sugiriendo
que en este caso, los microfilamentos de actina no estarian involucrados en el

mantenimiento de la localizacién de los sitios para DE.

Con el objeto de estudiar si la agregacion de los sitios de union para DE era un
proceso dependiente de energia, ovocitos ovulados sin zona fueron tratados
con azida sédica (5 mM), un inhibidor de los procesos que requieren energia,
antes y durante la incubacién con proteina DE, y luego sometidos a la técnica
de lIF. Los resultados se muestran en la Tabla 14 e indican que la incubacién
de los ovocitos con azida sodica no altera la distribucion de los sitios para DE y

que, por lo tanto, este proceso no dependeria de energia.
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Tabla 14. Efecto de la citocalasina B y la azida sé6dica sobre la localizaciéon
de los sitios de unién para DE

Tratamiento n. de ovocitos Tipo de marcacién
RFM 34 agregados
DMSO 31 agregados
Cyt. B 25 agregados
Azida sédica 41 agregados

Ovocitos ovulados sin ZP fueron preincubados con los distintos reactivos
ensayados y luego incubados con DE (200 pg/ml) por 30 min. Posteriormente,
los ovocitos fueron fijados y sometidos a la técnica de IIF utilizando anti-DE.
RFM: medio de incubacion de los ovocitos sin agregados

DMSO: dimetilsulféxido

Cyt B: citocalasina B (20 pg/ml en DMSO)

Azida sodica: 5 mM
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1.3 Destino de los sitios para DE luego de la fertilizacién

Una vez estudiada la aparicion de los sitios para DE durante la ovogénesis y su
participaciéon en la adquisicién de capacidad fertilizante, resultaba interesante
estudiar el destino de dichos sitios luego de la fertilizacion. Para tal fin, se
estudié la presencia y localizacién de los sitios de unién para DE en ovocitos
fertilizados y embriones de dos células. En forma paralela, se estudié su
capacidad fusogénica, con el fin de establecer si la pérdida de la capacidad de
fusién que se da luego de la fertilizacion esta asociada a alguna alteracion de

los sitios de unién para DE.

Los ovocitos fertilizados en estadio de dos pronucleos y los embriones de dos
células se obtuvieron de hembras prepuberes superovuladas e inseminadas in
vivo, a distintos horarios luego de la ovulacién. Luego de verificar la presencia
de la cola de un espermatozoide incorporada al citoplasma, los ovocitos
fertilizados en estadio de dos pronucleos y los embriones de dos células fueron
separados en dos grupos. Una mitad fue incubada con proteina DE y sometida
a la técnica de IIF con anti-DE, mientras que la otra mitad fue inseminada con
espermatozoides capacitados y la presencia de mas de un espermatozoide

incorporado al citoplasma evaluada a las 3 hs.

Los resultados de la presencia y localizacion de los sitios para DE se muestran
en la Tabla 15 e indican que la totalidad de los ovocitos fertilizados presentaba
marca fluorescente. Dicha marca se localizaba en forma de agregados en toda
su superficie, no detectandose en ningun caso, la presencia del area negativa
observada en los ovocitos ovulados (Figura 34). En el caso de los embriones de
2 células solo el 47 % de los mismos presentaban marcacién. De estos
embriones marcados, el 6% de los mismos presentaba marca en forma de

agregados mientras que el 94% restante presentaba marca uniforme.
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Tabla 15. Presencia y localizacién de los sitios de unién para DE en
ovocitos fertilizados y embriones de dos células *

Estadio numero % de Area
ovocitos/ negativa
embriones
marcados
Ov. Ovulados 22 100 Si
Ov.Fertilizados 18 100 no
Embriones de 2
células. 38 47 no

® Ovocitos ovulados, ovocitos fertilizados y embriones de dos células fueron
incubados por 30 min. con proteina DE pura, fijados y sometidos a la técnica de

IIF utilizando anti-DE.
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Figura 34. Inmunolocalizacién de los sitios de unién para DE en ovocitos
fertilizados. Ovocitos ovulados y ovocitos fertilizados fueron incubados por 30
min. con proteina DE (200 ug/ml), fijados y sometidos a la técnica de IIF con
anti-DE. a) Ovocito ovulado. Nétese la marcacion caracteristica en forma de
agregados y la presencia de un area negativa (punta de flecha). b) ovocito
fertilizado. Notese la presencia de marcacion en forma de agregados sobre toda
la superficie del ovocito. (X250)
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Los resultados de los estudios de fertilizacion se muestran en la Tabla 16 donde
se observa que los ovocitos fertilizados en estadio de dos pronucleos
presentaban un bajo porcentaje de re-fertilizacion comparado con el porcentaje
obtenido con ovocitos ovulados, mientras que los embriones de dos células no

presentaron evidencias de re-fertilizacion.
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Tabla 16. Penetrabilidad de ovocitos ovulados y embriones de dos células.

Estadio numero % de ovocitos/embriones
fertilizados
Ov. Ovulados 30 85+ 11
Ov. Fertilizados 18 20+3
Embriones de 2 células 15 0

Ovocitos ovulados, ovocitos fertilizados y embriones de dos células fueron
inseminados con espermatozoides capacitados evaluandose el porcentaje de
ovocitos/embriones fertilizados al cabo de 3 hs. de coincubacion. Los resultados
representan la media + E.S. de 3 experimentos independientes.
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DISCUSION

El objetivo general del presente trabajo consistié en estudiar los mecanismos
por los que la proteina epididimaria DE participa en la interaccién de gametas.
Para ello, se estudid, en primer lugar, el tipo de asociacion de la proteina DE a
la membrana del espermatozoide, y la relaciéon con su comportamiento durante
la capacitacion, proceso necesario para que el espermatozoide exprese la

capacidad de interactuar con el ovocito.

De acuerdo a los estudios realizados por Kohane y colaboradores (1980), el
tratamiento de espermatozoides frescos con medios de creciente fuerza iénica
provocaba la pérdida de una gran cantidad de proteina DE de la superficie de
los mismos. Sin embargo, cierta proporcion de la proteina permanecia asociada
a la superficie de los espermatozoides y no podia ser removida mediante este
tratamiento. Dado que la concentracion maxima de NaCl utilizada en estos
estudios correspondié a 0.4 M existia la posibilidad de que la fuerza ionica
utilizada en ese caso no hubiera sido suficiente como para provocar la
liberacién total de la proteina. Cuando evaluamos esta posibilidad aumentando
la concentracion salina hasta 2M NaCl, los resultados obtenidos indicaron la
existencia de dos poblaciones de DE en la superficie del espermatozoide: una
poblacién “débilmente unida” al espermatozoide por uniones electrostaticas, tal
como lo indica el hecho de que el 70% de la proteina pudo ser removida por
tratamiento iénico, y una segunda poblacidn, “fuertemente unida’, resistente al
tratamiento salino, que pudo ser removida por tratamientos que permiten la
extraccion de proteinas integrales de membrana tales como el Triton X-100, el
alto pH (11), el cloruro de guanidinio y la urea. Resultados similares fueron
obtenidos por Wong y Tsang (1982) quienes, estudiando una proteina
epididimaria de rata con caracteristicas fisico-quimicas similares a DE,

demostraron, por analisis de Scatchard, la existencia de dos cinéticas de unién
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de dicha proteina a la membrana de los espermatozoides: una de alta afinidad y

baja capacidad, y otra de baja afinidad y alta capacidad.

Cuando se estudid el efecto del DTT, un agente que produce la ruptura de
puentes disulfuro, sobre la permanencia de la poblaciéon “fuertemente unida”
sobre el espermatozoide, los resultados obtenidos mostraron que este
tratamientos fue capaz de remover la totalidad de la proteina DE de la superficie
del espermatozoide. Este resultado favorecia la posibilidad de que esta
poblacién de DE estuviera interactuando con algun componente de la
membrana del espermatozoide a través de puentes disulfuro entre ambas
moléculas. Sin embargo, el hecho de que ofros tratamientos que no son
capaces de romper uniones covalentes tales como el Triton X-100, el alto pH, la
urea o el cloruro de guanidinio también liberasen a la proteina del
espermatozoide, sugiri6 que no habria puentes disulfuros intermoleculares
involucrados en su interaccion con la membrana del espermatozoide. Esta
posibilidad es apoyada por resultados publicados recientemente indicando que
la proteina recombinante CRISP1, el homdlogo a DE en ratén, presentaria todas
las cisteinas formando puentes disulfuro (Eberspaecher et al., 1995), por lo cual
esta proteina no poseeria grupos sulfhidrilo libres para interactuar con otras

moléculas.

De acuerdo a estas observaciones, una posible explicacion para la remocion de
DE por el DTT seria que la ruptura de puentes disulfuro intramoleculares
provocara un cambio conformacional en DE que la liberara de la membrana. En
este sentido, el desplazamiento observado en el patron electroforético de la

proteina DE pura tratada con DTT, favorece esta posibilidad.

Hasta aqui todos los resultados obtenidos apoyaban la hipdtesis de que la
proteina DE “fuertemente asociada” se uniria en forma no covalente a la
membrana del espermatozoide. Esta asociacién podria ocurrir ya sea por la

unién de DE a alguan componente preexistente de la membrana, o bien por la
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insercion de DE en la bicapa lipidica. En este sentido cabe mencionar que el
posterior andlisis de la secuencia aminoacidica de DE indicd que ésta no
poseeria dominios hidrofébicos de longitud suficiente como para insertese en la
bicapa lipidica. Con el fin de estudiar la posible existencia de un componente al
qgue se uniera DE se realizaron una serie de experimentos que incluyeron la
inmunoprecipitacion con anti-DE de extractos totales de espermatozoides y la
unioén covalente de DE a la membrana del espermatozoide mediante un agente
quimico (“cross-linker”). Sin embargo, en ningun caso pudo detectarse alguna
banda especifica que correspondiera al complejo DE-receptor. Si bien estos
resultados negativos podrian deberse a una imposibilidad técnica de deteccion
de dicho complejo, no puede descartarse la posibilidad de que el componente al
que se une DE no sea de origen proteico. En este sentido, cabe mencionar que
se ha descripto la existencia de receptores no proteicos para proteinas del
espermatozoides que cumplen un papel en fertilizacion. Un ejemplo de ello lo
constituye el glicolipido SGG presente en el espermatozoide de raton
(Tanphaichitr et al., 1990), el cual seria el receptor para la proteina SLIP1 que

participaria en la etapa de unidn a zona pellucida (Tanphaichitr et al., 1992).

Con el fin de examinar el momento durante el transito epididimario en que se
asocia cada una de las poblaciones de DE, espermatozoides del caput
epididimario fueron sometidos a distintos procedimientos de extraccién de
proteinas. Luego de la extraccion con 2 NaCl, se detectd por Western blot una
suave banda de DE en el extracto, indicativa de que una muy baja cantidad de
DE “débilmente unida” se hallaria asociada a la membrana de estos
espermatozoides. Estos resultados fueron confirmados por estudios de lIF, en
los que se observd que la totalidad de los espermatozoides sometidos al
tratamiento salino presentaba marca fluorescente. Cuando dichos
espermatozoides fueron luego incubados con Triton X-100, la proteina
remanente pudo ser completamente removida, tal como lo indica la presencia de
una banda correspondiente a DE en las proteinas extraidas y analizadas por

Western blot. Estos resultados estarian indicando que en primer término DE se
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uniria fuertemente a la membrana del espermatozoide en el caput epididimario y
luego lo haria en forma débil durante el transito epididimario. En este caso, el
receptor putativo para la poblacién de DE “fuertemente unida”, ya deberia estar
presente en los espermatozoides del caput, por lo que deberia ser de origen

testicular.

Moore y colaboradores (1994), utilizando un anticuerpo monoclonal denominado
4E9, que reconoce a la proteina E del complejo DE de rata (Xu y Hamilton,
1992), mostraron que una gran proporcion de dicho antigeno permanecia en el
espermatozoide luego de distintos tratamientos que liberan proteinas
periféricas, por 1o que concluyen que la proteina E se encontraria solamente
asociada en forma fuerte a la superficie del espermatozoide, comportandose
como una proteina integral de membrana. Asi mismo, Vreeburg y colaboradores
(Vreeburg et al., 1992) sostienen que una proteina de 32 kDa, que podria
corresponder a DE, estaria fuertemente unida a la membrana del
espermatozoide ya que sélo puede ser extraida de los mismos por tratamiento
con Triton X-100 o SDS. Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican
la existencia de dos poblaciones de DE en el espermatozoide. Si bien la
poblacién “fuertemente unida” es minoritaria (30%), el considerar sélo una de
las poblaciones presentes en el espermatozoide podria implicar una
interpretacion parcial de la funcién biolégica de la proteina. En este sentido, las
distintas evidencias obtenidas en este trabajo sugieren que existe una
correspondencia entre las distintas poblaciones de DE y su comportamiento
durante la capacitacion (Kohane et al., 1980). Teniendo en cuenta que serian
las proteinas de recubrimiento, asociadas débilmente a la membrana del
espermatozoides, las que se liberan durante la capacitacién (Yanagimachi,
1994), se especuld que la proteina DE “débilmente unida” corresponderia a la
poblacién liberada. Los resultados obtenidos por ELISA mostraron que la
cantidad de proteina DE que se libera del espermatozoide durante la
capacitacion (~70 %) es similar a la que se libera por tratamiento con NaCl (~70

%), sugiriendo que podria tratarse de la misma poblacién. Por otro lado, el
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hecho de que no sea posible extraer proteina DE por tratamiento salino de
espermatozoides previamente capacitados, estaria indicando que toda la
poblacién “débilmente unida” fue liberada durante el proceso de capacitacion.
La proteina que permanece luego de la capacitacion y migra al segmento
ecuatorial corresponderia, por lo tanto, a la poblacion “fuertemente unida”. Esto
lo demuestra el hecho de que espermatozoides frescos a los que se habia
previamente removido la proteina “débilmente unida” con NaCl y luego incubado
bajo condiciones capacitantes, presentaban a la proteina DE en el segmento

ecuatorial.

Resulta interesante destacar que el porcentaje de células con redistribuciéon de
DE luego del tratamiento salino, fue mayor que el observado en
espermatozoides solamente sometidos al proceso de capacitacidn, sugiriendo
que el mencionado tratamiento provocaria un aumento en la capacidad de los
espermatozoides de sufrir la redistribucién de DE. Esto podria atribuirse al
hecho de que al someter a los espermatozoides a una alta fuerza iénica, se
estuviera provocando un aumento en la velocidad de capacitacion, por lo cual
una mayor proporcion de espermatozoides seria capaz de sufrir la reaccion

acrosomal y la consiguiente redistribucion de DE.

De estos resultados en su conjunto, podria concluirse que la poblacién de DE
que se libera durante la capacitacién corresponderia a la “débilmente unida’,
mientras que la que persiste luego de la capacitacion y migra al segmento
ecuatorial corresponderia a la poblacion “fuertemente unida’. Estos resultados
serian consistentes, por un lado, con el hecho de que se ha postulado que las
proteinas que se liberan durante la capacitacion deberian corresponder a
proteinas de recubrimiento (Yanagimachi, 1994), débilmente asociadas a la
membrana del espermatozoide y, por otro lado, al hecho de que todas las
proteinas descriptas hasta el momento capaces de migrar entre los dominios de
membrana en diversas especies, poseen caracteristicas de proteinas

intrinsecas, ya sea por su naturaleza hidrofébica, o por su unién a componentes
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de membrana (Lopez y Shur, 1987; Villaroya y Scholler, 1987; Phelps et al.,
1988, Topfer-Petersen et al., 1990; Jones et al., 1990). En el caso de la proteina
DE, la migracion de la misma seria consecuencia de la migracién de su receptor

putativo.

El paso siguiente consistié en estudiar la funcién biolégica de cada una de las
poblaciones de DE, comenzando dichos estudios con la poblacién “débilmente
unida”. Es sabido que algunos de los componentes liberados durante el proceso
de capacitacidon son capaces de inhibir la ocurrencia de la reaccidén acrosomal y
la capacidad fertilizante de espermatozoides previamente capacitados, incluso
en espermatozoides de otras especies (Oliphant y Brackett, 1973; Oliphant,
1976; Saling y Storey, 1979; Fraser, 1984). Estos componentes son
denominados “factores decapacitantes” y pueden ser aislados y agregados a
espermatozoides capacitados, donde éstos vuelven a unirse a los
espermatozoides llevandolos a un estado de decapacitacion (Yanagimachi,
1994). Teniendo en cuenta que un alto porcentaje de la proteina DE esta
“débilmente unida” a la membrana del espermatozoide y que se libera durante la
capacitacion, existia la posibilidad de que esta poblacién de DE actuara como
factor decapacitante, estabilizando el acrosoma y previniendo la ocurrencia de
una reaccion acrosomal prematura. La ocurrencia de la capacitacion se midi6 de
dos formas diferentes: a) evaluando la ocurrencia de la reaccion acrosomal y b)

evaluando la capacidad de los espermatozoides de penetrar ovocitos sin ZP.

Dado que no ha sido descripto ain ningdn método para la deteccién de la
reaccién acrosomal en el espermatozoide de rata, este pardametro fue medido
indirectamente a través de la migracién de DE al segmento ecuatorial, la cual
ocurre como consecuencia de la reaccion acrosomal (Rochwerger y Cuasnicuy,
1992). Los resultados obtenidos mostraron que el agregado de proteina DE
durante el proceso de capacitacion no produjo una disminucion en el porcentaje
de espermatozoides con redistribucion de DE. Mas aun, se observé que,

contrariamente a lo esperado para un factor decapacitante, el agregado de DE
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produjo un aumento significativo en el porcentaje de células con DE en el
segmento ecuatorial. Estos resultados indican que DE no actuaria estabilizando
la membrana del espermatozoide e impidiendo la ocurrencia de la reaccion

acrosomal.

Sin embargo, cuando se evaludé la ocurrencia de la capacitacion en
espermatozoides incubados con DE a través del ensayo de penetracion de
ovocitos sin zona pellucida, el porcentaje de ovocitos penetrados por estos
espermatozoides fue 0% a pesar de que, como se menciond anteriormente, los
mismos presentaban altos porcentajes de reaccion acrosomal. Si bien no puede
descartarse la posibilidad de que DE estuviera inhibiendo algun fenémeno de la
capacitacion no relacionado directamente con la ocurrencia de la reaccion
acrosomal, la observacion de un importante grado de aglutinacién en los
espermatozoides capacitados en presencia de DE pareceria ser la principal
razon de la inhibicidon encontrada. Si este fuera el caso, DE no estaria actuando
como factor decapacitante, por lo que esta poblacién de DE podria estar
proporcionando una concentracion alta de esta proteina en el entorno del
espermatozoide de forma tal de impedir el desplazamiento del equilibrio de
union de la poblacién de DE “fuertemente unida” asegurando asi una cantidad

constante de esta poblacion en la superficie del espermatozoide.

Hasta aqui los resultados indicaban que la poblacioén de DE “fuertemente unida”
permaneceria sobre el espermatozoide luego de la capacitacion y por ende
seria la involucrada en el proceso de fusidn de gametas (Rochwerger et al.,
1992). Sin embargo, diversas evidencias sugerian que DE podia participar
también en la etapa de unién del espermatozoide a la zona pellucida. En primer
lugar, la localizacion de DE sobre la region dorsal del acrosoma es consistente
con su posible participacion en la union a ZP ya que, inicialmente, los
espermatozoides se unen a la ZP a través de esta region de la cabeza. En
segundo lugar, evidencias previas demuestran que la incubacion de

espermatozoides testiculares con una proteina epididimaria de rata con
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caracteristicas similares a DE, incrementa su capacidad de interactuar con la ZP
(Orgebin-Crist y Fournier-Delpech, 1982). Por otro lado, resultados obtenidos en
nuestro laboratorio indicaban que cuando se inseminaban hembras con
espermatozoides expuestos a sueros provenientes de ratas inmunizadas con
proteina DE, se observaba una inhibicion en el porcentaje de ovocitos
penetrados. Dado que DE participa en la etapa de fusion el resultado esperado
consistia en una acumulacién de espermatozoides en el espacio perivitelino. Sin
embargo, el hecho de que no se observaran espermatozoides en el espacio
perivitelino, sugeria que los anticuerpos presentes en dichos sueros estarian
interfiriendo con la unién y/o penetracién de la ZP (Perez Martinez et al., 1995).
Por lo tanto, resultaba interesante estudiar si la poblacion “fuertemente unida”

de DE participaba en la etapa de unidn a ZP.

El ensayo de eleccion para evaluar esta hipdtesis era la fertilizacion in vitro de
ovocitos de rata intactos, desarrollada exitosamente hasta el momento por sélo
dos laboratorios en el mundo (Toyoda y Chang, 1974; Ben-Yosef et al., 1993).
Se habian realizado en nuestro laboratorio numerosos intentos tendientes a su
desarrollo sin obtener resultados positivos. Por lo tanto, nos propusimos volver
a intentar establecer las condiciones necesarias para llevar a cabo este ensayo.
Teniendo en cuenta la metodologia utilizada anteriormente, se ensayaron
diversas condiciones que incluyeron modificaciones en la calidad del agua
utilizada, en el medio de fertilizacion, método de estimulacién ovarica y modo de
obtencion de los espermatozoides, que permitieron finalmente alcanzar

resultados positivos.

De todas las condiciones ensayadas, la calidad del agua utilizada para la
preparacion de los medios, como asi también la calidad de los ovocitos
utilizados, parecieron ser criticas. La calidad del agua es un factor limitante en
los ensayos de fertilizacion de diversas especies, incluyendo al humano, tal
como lo indica el hecho de que se hayan desarrollado bioensayos para evaluar
su calidad (Rinehart et al., 1988; Bavister y Andrews, 1988). En cuanto a la
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calidad de los ovocitos, el esquema de estimulacidn utilizado esta basado en el
descripto por Walton y colaboradores (1983). Estos autores muestran que la
inyeccién de cantidades cada vez menores de PMSG produce una disminucion
en el numero de ovocitos recuperados por hembra, con un aumento paralelo de
la calidad de los ovocitos obtenidos. Es interesante mencionar que en un
principio todos los ovocitos recuperados de las distintas hembras por este
método, eran agrupados y luego divididos en los distintos tratamientos,
obteniéndose porcentajes de fertilizacion promedio de 50%. Sin embargo,
cuando los ovocitos de cada hembra eran incubados separadamente,
observamos que este porcentaje era el resultado de una gran variabilidad entre
las hembras, existiendo algunas en las que se obtenia entre 0 y 20% de
ovocitos fertilizados y otras que presentaban un porcentaje de fertilizacién entre
80 y 100%. Dado que en el esquema de induccidon de la ovulacién utilizado no
se inyecta hCG, la respuesta obtenida dependeria en parte de la capacidad de
respuesta de las hembras, ya que debe producirse un pico endoégeno de LH.
Por lo tanto, la variabilidad observada podria deberse a que pequenas
diferencias en el estado de maduracion de las hembras podrian traducirse en

importantes diferencias en la calidad de los ovocitos obtenidos.

Una vez establecidas las condiciones para la realizacion del ensayo de
fertilizacion, se estudio el efecto del agregado de anticuerpo anti-DE sobre el
porcentaje de ovocitos fertilizados. Los resultados obtenidos mostraron que en
presencia del anticuerpo se produce una inhibicidén significativa del porcentaje
de ovocitos fertilizados. Dado que se consideraron fertilizados a aquellos
ovocitos que presentaban un espermatozoide incorporado al citoplasma y
teniendo en cuenta que anti-DE produce una disminucién en el porcentaje de
ovocitos sin zona fusionados (Cuasnicu et al., 1990), la inhibicion observada en
los ensayos con ovocitos intactos podria deberse al efecto inhibitorio de anti-DE
sobre la fusion y no a un efecto en la etapa de interaccién con la zona pellucida.
Si este fuera el caso, los espermatozoides podrian unirse y atravesar la zona

pellucida pero no podrian fusionarse, acumulandose en el espacio perivitelino.
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Dado que en ningun caso se observaron espermatozoides en el espacio
perivitelino, la inhibicion en el porcentaje de ovocitos fertilizados observada se
deberia a un efecto de anti-DE sobre la primera etapa de interaccion con la

zona pellucida.

Tal como fuera mencionado en la Introduccion, existen dos tipos de receptores
para la zona pellucida: los receptores primarios, que involucran a aquellas
moléculas que participan en la union del espermatozoide intacto a ZP3 y los
receptores secundarios, involucrados en la unién del espermatozoide
reaccionado a ZP2. Los receptores primarios se localizarian en la membrana
plasmatica del espermatozoide capacitado, especificamente en la region del
capuchén acrosomal, mientras que los receptores secundarios estarian
localizados, en la mayoria de las especies estudiadas, en la membrana
acrosomal interna del espermatozoide reaccionado. Sin embargo, O'Rand y
Fisher (1987) sugieren que en el conejo estos receptores estarian localizados
en el margen anterior del segmento ecuatorial y la regidon postacrosomal del
espermatozoide reaccionado. Dado que la proteina DE esta presente en el
segmento ecuatorial de los espermatozoides que han sufrido la reaccion
acrosomal, no puede descartarse la posibilidad de que DE estuviera actuando
en la etapa de union a ZP como un receptor secundario. En este momento se
estan realizando en nuestro laboratorio los ensayos necesarios para evaluar

esta posibilidad.

Como ha sido mencionado en la Introduccién, la interaccion espermatozoide-
zona pellucida ha sido mayormente estudiada en el raton. Es por esto que la
mayoria de las moléculas del espermatozoides postuladas como candidatos a
receptores de ZP han sido identificados en esta especie (Wassarman, 1995). En
el caso de la rata, la informacion disponible es muy escasa. Se ha demostrado
gue la actividad de una isoforma de la enzima a-D-manosidasa, especifica de la
membrana del espermatozoide, aumenta a lo largo del epididimo en forma

paralela al aumento en la capacidad de dichos espermatozoides de unirse a la



181

zona pellucida (Tulsiani et al., 1991). Por otro lado, el tratamiento de los
ovocitos intactos con a-manosidasa produce una casi completa inhibicién de la
unidn espermatozoide-zona pellucida (Shalgi et al., 1986). Estos resultados han
llevado a Tulsiani y colaboradores (1989) a proponer a la a-D-manosidasa como
posible receptor para la ZP en la rata. En este sentido, los resultados obtenidos
en este trabajo sobre la participacion de DE en la etapa de unién a zona
pellucida, constituirian una evidencia a favor de que distintas moléculas del

espermatozoide de rata estarian involucradas en este proceso.

Dado que la zona pellucida es un inductor de la reaccion acrosomal en todas
las especies estudiadas hasta el momento, tanto en su forma intacta como
solubilizada (raton: (Florman y Storey, 1982; Bleil y Wassarman, 1983);
hamster:(Cherr et al., 1986); bovino: (Florman y First, 1988); jabali: (Berger et
al., 1988), conejo: (O'Rand y Fisher, 1987), humano: (Cross et al, 1988)),
resultaba interesante estudiar si una vez que el espermatozoide se ha unido a

la ZP, ésta era capaz de inducir la redistribucién de DE al segmento ecuatorial.

Para estudiar el efecto de la zona pellucida solubilizada sobre la redistribucién
de DE fue necesario, en primer lugar, desarrollar un sistema que permitiera
obtener zonas pellucidas puras en cantidades adecuadas para los ensayos.
Luego de probar diferentes metodologias, la técnica finalmente elegida por su
rendimiento consistié en una modificacién de la técnica de filtracion del tejido
ovarico por mallas de poro decreciente, utilizada para la obtencién de zonas

pellucidas de hamster (Oikawa et al., 1988).

El efecto de las zonas solubilizadas sobre la redistribucién de la proteina DE se
estudié6 en espermatozoides capacitados por 3 hs. debido a que es éste el
tiempo en el cual los espermatozoides se encuentran ya capacitados pero
presentando el menor porcentaje de reaccién acrosomal espontanea (Shalgi et
al, 1981). Los resultados indicaron que el agregado de zona pellucida

solubilizada a espermatozoides capacitados provocd un aumento del 83 % en el
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porcentaje de células con redistribucion de DE. El efecto maximo ya se alcanza
con una concentracién de 5 ZP/ul. Este valor de induccidon maximo obtenido es
similar al hallado en las distintas especies antes mencionadas utilizando
concentraciones similares de ZP (bovino: 100% (Florman y First, 1988), jabali:
63% (Berger et al.,, 1988), conejo. 100% (O'Rand y Fisher, 1987), ratén 120%
(Bleil y Wassarman, 1986)). Por otro lado, estudios posteriores en los que se
ensayaron distintos tiempos de incubacidon de los espermatozoides con la
preparacién de zonas mostraron que, al igual que lo que ocurre en el resto de
las especies estudiadas, el efecto maximo se alcanza en los primeros 15 min.

de incubacién.

Estos resultados estarian indicando que una vez que el espermatozoide se une
a la zona pellucida, ésta es capaz de inducir la redistribucion de DE al

segmento ecuatorial.

En su conjunto, los resultados obtenidos indicarian que la proteina DE
remanente en los espermatozoides capacitados, que corresponderia a la
poblacion “fuertemente unida” cumpliria una doble funcién que se esquematiza
en la Figura |. Mientras la proteina DE “fuertemente unida” que permanece en
los espermatozoides capacitados se localiza en la region dorsal del acrosoma,
la misma participaria en la etapa de union a zona pellucida (A). Una vez unidos,
dichos espermatozoides sufririan la reaccidn acrosomal inducida por la zona,
con la concomitante migraciéon de DE al segmento ecuatorial (B), localizacién en
la cual participa en el proceso de fusion de gametas a través de sitios
complementarios localizados en la superficie del ovocito (C). En este sentido,
cabe mencionar que se ha postulado una doble funcion, segun su localizacién,
para la galactosiltransferasa, una proteina que se localiza en la region dorsal
del acrosoma del espermatozoide de raton y que es candidata como receptor
para la zona pellucida en el espermatozoide de esta especie. La
galactosiltransferasa migra al segmento ecuatorial como consecuencia de la

reaccidon acrosomal, por lo que los autores postulan que participaria también en
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Figura I. Modelo explicativo de la participacion de DE en las distintas
etapas de la interaccion de gametas.

(A) la proteina DE (-) presente en la region dorsal de la cabeza del
espermatozoide capacitado, participaria en la etapa de unién a ZP. (B) Una vez
que el espermatozoide se ha unido a la ZP, la misma induciria la redistribucion
de DE al segmento ecuatorial. (C) La proteina DE localizada en el segmento
ecuatorial participaria en el proceso de fusion de membranas.
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la etapa de unién al oolema (Lopez y Shur, 1987). Sin embargo, esta posibilidad
no ha sido auin demostrada. Teniendo en cuenta que en los espermatozoides no
se produce la sintesis de proteinas, el hecho de que ciertas proteinas cumplan
diversas funciones segun su localizacidn y el estado funcional del
espermatozoide, podria constituir un mecanismo regulatorio de la utilizacion de
las proteinas presentes en el espermatozoide en el momento de la interaccion

con el ovocito.

Los resultados obtenidos hasta aqui indican la existencia de una relacién entre
las dos poblaciones de DE presentes en el espermatozoide y su
comportamiento durante la capacitacion y reaccién acrosomal. La secuencia de
eventos mas probable en que esto ocurriria, se presenta en la Figura ll. Tal
como se muestra en el esquema mencionado, los espermatozoides testiculares
no poseen proteina DE (A). En el caput epididimario, la proteina se asociaria
fuertemente al espermatozoide, y a medida que los mismos transitan por el
epididimo la proteina DE se uniria débilmente, detectandose ambas poblaciones
de DE en el espermatozoide maduro (B). Una vez que los espermatozoides son
depositados en el tracto femenino, y a medida que ocurre el proceso de
capacitacioén, la poblacion “débilmente unida” se liberaria (C), mientras que la
poblacién “fuertemente unida” permaneceria en el espermatozoide luego de
este proceso, participando en la unién a la ZP. La unioén a la ZP induciria la
migracion de DE al segmento ecuatorial, localizaciéon en la que DE participa en

el proceso de fusién (D).

Con el fin de estudiar dominios funcionales que pudieran estar relacionados con

la actividad bioldgica de DE como asi también establecer homologias con otras

proteinas ya secuenciadas, el paso siguiente consisti6 en realizar la
secuenciacion de un péptido interno de nuestra proteina DE. El péptido
secuenciado presentd 100% de homologia con las proteinas AEG (acidic

epididymal glycoprotein) y DE, previamente clonadas por los grupos de French



185

B C é’g%g D
fusion
— /‘
maduracion capacitacion reaccion
> —_— —_—
acrosomal
0
J 1 |
Figura Il. Modelo explicativo sobre el comportamiento de las dos

poblaciones de DE durante los distintos procesos fisiolégicos que sufre el
espermatozoide.

(A) los espermatozoides testiculares no poseen proteina DE. (B) La proteina DE
se asociaria a los espermatozoides durante el transito epididimario con dos
afinidades distintas: una poblacién “débilmente unida” (o) y otra poblacion
“fuertemente unida” (). (C) durante la capacitacion la poblacién “débilmente
unida” se liberaria del espermatozoide y la poblacion “fuertemente unida”
remanente participaria en la union a ZP. (D) Concomitantemente con la
ocurrencia de la reaccién acrosomal la proteina migra al segmento ecuatorial,
localizacion en la que participa en el proceso de fusion.

L
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(Charest et al., 1988) y Brooks (Brooks ef al., 1986), respectivamente. Estos
ultimos mantuvieron el nombre DE dado que dado que asumieron que se
trataba de nuestra proteina DE. La completa homologia de este péptido de 13
aminoacidos, conjuntamente con varias caracteristicas comunes tales como su
origen epididimario, su naturaleza secretoria, su peso molecular (entre 32 y 37
kDa), la andrégeno-dependencia de su sintesis, y la perfecta correspondencia
entre los péptidos tripticos obtenidos que no pudieron ser secuenciados y
aquellos que se generarian por tratamiento enzimatico de AEG/DE con tripsina,
estarian confirmando que nuestra proteina DE corresponderia a la misma
entidad molecular que las previamente clonadas, como asi también a la
contraparte en la rata de la proteina clonada en raton (Mizuki y Kasahara, 1992;
Haendler et al., 1993).

Tal como fue mencionado en la Introduccion, la proteina DE fue originalmente
descripta por Cameo y Blaquier hace veinte afos (1976). Desde entonces otros
laboratorios han descripto numerosas proteinas epididimarias de rata que
podrian corresponder a DE. Estas proteinas recibieron distintas
denominaciones tales como AEG (Lea et al., 1978), 32kDa (Wong y Tsang,
1982), sialoprotein (Faye et al., 1980), Protein IV (Jones et al., 1980) o DE
(Brooks y Higgins, 1980; Xu y Hamilton, 1992). Asi mismo, una proteina de
caracteristicas similares también habia sido identificada en el ratén (Rankin et
al, 1992). Los resultados obtenidos muestran que varias de las proteinas
descriptas corresponderian a la misma molécula. En este punto es importante
aclarar que nuestro laboratorio ha sido el Unico dedicado al estudio de su

funcion biologica.

Tal como ya ha sido mencionado, el analisis de la secuencia aminoacidica
indica que .DE no posee dominios hidrofobicos de longitud suficiente para que
se inserte en la bicapa lipidica. Aunque no puede descartarse que el

plegamiento de la proteina pueda formar un bolsillo hidrofobico, los resultados
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obtenidos indicarian que DE seria una proteina periférica unida a algun

componente de la membrana del espermatozoide.

Dado que la proteina DE posee un alto numero de cisteinas en el extremo C-
terminal, ha sido incluida dentro de la familia de proteinas CRISP (Cystein Rich
Secretory Proteins). Dentro de esta familia se incluyen proteinas encontradas
en 6rganos reproductivos tales como el epididimo (ratén: (Mizuki y Kasahara,
1992; Rankin et al., 1992; Haendler et al., 1993) y el testiculo (ratdn: (Kasahara
et al, 1989, Haendler et al, 1993); humano: (Kratzschmar et al, 1996;
Kasahara et al.,, 1989), cobayo: (Foster y Gerton, 1996)), y en plasma seminal
de caballo (Calvete et al., 1994), como asi también proteinas que se detectan
en organos no reproductivos como las glandulas salivales de ratén (Mizuki y
Kasahara, 1992; Haendler ef al., 1993), humano (Kratzschmar et al., 1996) y de
un tipo de lagartija (Morrissette ef al.,, 1995). En todos los miembros de esta
familia las cisteinas se encuentran conservadas. El analisis de la organizacién
estructural de uno de los genes pertenecientes a la familia CRISP, el gen Tpx-1
que se expresa en testiculo de raton, mostrd que existe un intrén mas largo de
lo usual (~17 Kb) que separa la region rica en cisteinas (exones 9 y 10) del
resto de la proteina (Mizuki y Kasahara, 1992). Debido a ello se ha sugerido
que esta region, que constituye un dominio separado (Eberspaecher et al.,
1995), habria sido adquirida por las proteinas ancestrales de DE y TPX1 y que,
posiblemente, cumpliria un papel importante en la funcion de estas proteinas en
el tracto reproductor masculino (Mizuki y Kasahara, 1992). El hecho de que la
proteina AEG2/CRISP3 sintetizada sélo en las glandulas salivales (Mizuki y
Kasahara, 1992; Haendler et al., 1993), contenga un alto numero de inserciones

y deleciones en esta region, apoyaria esta hipotesis.

Teniendo en cuenta la existencia de una proteina con 70 % de homologia en el
ratdn, resultaba interesante estudiar si esta proteina cumplia la misma funcién
biolégica que la DE de rata. En primer lugar se estudi6 la localizacion de dicha

proteina en espermatozoides de raton. Para tal fin, espermatozoides frescos
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fueron sometidos a la técnica de IiF utilizando el anticuerpo contra la DE de rata
(anti-DE). Dado que la presencia de proteinas epididimarias homoélogas a DE no
habia sido aun descripta en otras especies, en forma paralela, se estudio la
presencia de marca fluorescente en espermatozoides de distintas especies de
mamiferos. Los resultados obtenidos mostraron que mientras los
espermatozoides de ratéon y de hamster presentaban marca fluorescente, los
espermatozoides de todas las otras especies estudiadas (humano, conejo,

bovino, ovino y cobayo) no presentaban marcacion.

Los resultados negativos obtenidos en las otras especies estarian indicando la
ausencia de proteinas homdlogas a DE en dichas especies o, alternativamente,
la incapacidad del anticuerpo utilizado de reconocer a las proteinas homoélogas
en estas especies. En este sentido, Brooks y colaboradores (1986) han
descripto que un anticuerpo policlonal anti-DE, distinto al utilizado en nuestros
estudios, es capaz de detectar una banda de peso molecular menor al de DE en
citosol epididimario de cobayo, cuyos espermatozoides no presentaron
marcacion fluorescente al utilizar nuestro anticuerpo anti-DE. Estas evidencias
no permiten descartar la posibilidad de que existan proteinas homélogas a DE
en otras especies requiriéndose la utilizacion de otras estrategias para su

identificacion.

La marca fluorescente observada en los espermatozoides de ratén se localiza
en la regién dorsal de la cabeza del espermatozoide, localizacién igual a la
descripta para la proteina DE de rata (Rochwerger y Cuasnicu, 1992). A su vez,
la marcacion observada en espermatozoides de hamster se localiza en la region
acrosomal. Con el fin de confirmar que la marcacion observada en los
espermatozoides de estas especies se debia al reconocimiento del homélogo
de DE, se estudio por Western blot si el antigeno reconocido correspondia a un
antigeno epididimario. Para el caso del hamster, los resultados mostraron que el
antigeno observado por IIF no era detectado por Western blot, ya que no se

observaron bandas ni en los citosoles epididimario y testicular ni en un extracto
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total de proteinas del espermatozoide cuando las muestras fueron separadas
con SDS. Si bien este resultado podia atribuirse a una incapacidad de anti-DE
de reconocer al antigeno desnaturalizado, el hecho de que tampoco se
detectaran bandas al utilizar geles nativos estaria indicando que la marcacion

observada podria deberse a una reaccion inespecifica del anticuerpo.

Por el contrario, los resultados obtenidos en el caso del ratbn muestran que,
efectivamente, el antigeno detectado seria de origen epididimario tal como lo
indica la presencia de una banda en el citosol epididimario, no detectada en el
citosol testicular de ratdn. El peso molecular aparente obtenido para esta banda
fue similar al de la proteina DE de rata (37 kDa), pero diferente del peso
molecular previamente descripto para el homélogo en ratén (Rankin et al,
1992). Estas diferencias podrian deberse a las distintas condiciones en que
fueron determinados los pesos moleculares. En este sentido, es importante
mencionar que para algunas proteinas epididimarias de rata han sido descriptos
distintos pesos moleculares: 37 kDa (Garberi et al., 1979), 32 kDa (Wong y
Tsang, 1982), 27-32 kDa (Brooks, 1982; Brooks, 1981), 26-32 (Kirchhoff et al.,
1994). Sin embargo, la secuenciacion de algunas de estas proteinas mostro que
se trata de la misma molécula (Brooks et al., 1986; Charest et al., 1988; Xu y
Hamilton, 1992).

Cuando se estudié el tipo de asociacion a la membrana plasmatica de la
proteina DE del espermatozoide de raton, los resultado obtenidos mostraron
que si bien una gran proporcion de la proteina se liberaba por tratamiento
salino, quedaba en el espermatozoide una poblacién resistente a 2 M NaCl y
extraible con Tritdn X-100. Rankin y colaboradores (1992), sugieren que la
proteina MEP 7, proteina homoéloga a DE en ratén, seria una proteina
débiimente unida al espermatozoide a juzgar por la gran proporcion de la misma
que se libera del espermatozoide por incubacion con medios de baja fuerza
ionica. Si bien estos autores muestran que una pequeia proporcion de la

proteina solo es removible por tratamiento con detergentes o SDS, los mismos
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concluyen que MEP 7 seria principalmente una proteina de recubrimiento,

débilmente unida a la superficie del espermatozoide.

Los resultados obtenidos para la proteina DE de rata, indican que seria la
poblacion “fuertemente unida” la que participa en la interacciéon con el ovocito.
Por lo tanto, el hecho de que los espermatozoides de raton también posean una
poblaciéon de DE “fuertemente unida’, sugerian que esta proteina podria
participar en el proceso de fertilizacion. Por lo tanto, se estudi6é su participacion

en la etapa de fusion de gametas.

El paso siguiente consistié en estudiar la participacion de DE en el proceso de
fusion homéloga en el ratén. Si bien la presencia de la cola del espermatozoide
incorporada al citoplasma es un criterio inequivoco de que la fusién ha ocurrido,
en el raton la cola del espermatozoide no puede ser detectada en el ooplasma
(Horvath et al, 1993) utilizdndose, en este caso, otros parametros como
criterios de fertilizacion tales como la formacion de dos pronucleos, la liberacion
del corpusculo polar o la primera division meiética. En nuestro caso, la
formacién de dos pronucleos resulté ser un criterio confiable ya que sé6lo un bajo
porcentaje de los ovocitos presentaban formacion espontanea de pronucleos en

ausencia de espermatozoides.

Los resultados muestran que el agregado de DE reduce significativamente el
porcentaje de ovocitos de ratdn fertilizados en forma dependiente de la
concentracion de DE utilizada. En el sistema de rata se observa un efecto
inhibitorio con una concentracion de DE de 20 pg/ml (Rochwerger et al., 1992),
mientras que en ratén se requieren 50 pg/ml para obtener una inhibicion
significativa. Esta diferencia en la concentracion de DE necesaria para observar
efecto inhibitorio podria deberse al hecho de que en el sistema de ratén se ha
utilizado la proteina DE de rata. Los resultados obtenidos muestran que
similarmente a lo que ocurre en la rata (Rochwerger et al., 1992), el efecto de

DE no se debe a un efecto sobre la etapa de unién de gametas.



191

Estos resultados no sélo estaban indicando la participacion de DE en el proceso
de fusion de gametas de raton, sino ademas la existencia de sitios de unién
para DE en |a superficie del ovocito de esta especie. Con el fin de estudiar la
localizacidon de dichos sitios, los ovocitos de raton fueron incubados con
proteina DE pura y sometidos luego a IIF utilizando anti-DE como primer
anticuerpo. Los resultados indicaron que, similarmente a lo observado en
ovocitos de rata, los sitios para DE se localizan en forma de agregados en toda
la superficie del ovocito con excepcion de una region sin fluorescencia (érea
negativa). De acuerdo a los resultados obtenidos en ovocitos de rata, este area
negativa seria coincidente con la region de la membrana que recubre el huso
meiético (Rochwerger et al., 1992), por lo que los sitios de union para DE en el
ovocito de raton también estarian localizados en la region fusogénica del

ovocito.

Los resultados obtenidos indicarian que la proteina DE de ratén se comportaria,

durante el proceso de fusion, en forma similar a la proteina DE de rata.

Teniendo en cuenta que los ovocitos de rata presentan sitios de unién para DE
como asi también que pueden fusionarse con espermatozoides de raton
(Hanada y Chang, 1972), resultaba interesante estudiar si la proteina DE
presente en los espermatozoides de ratén estaba involucrada en esta fusién
cruzada. Los resultados obtenidos muestran que el agregado de proteina DE
durante la coincubacion de los ovocitos de rata y los espermatozoides de raton
capacitados produce una inhibicion significativa en el porcentaje de ovocitos
penetrados que resulté similar a la observada en presencia de DE en el sistema

homélogo de rata (78 % vs. 90%).

Dado que el proceso de fusion es precedido por la etapa de union de las
gametas resultaba necesario determinar si el efecto inhibitorio del agregado de
DE sobre la fusion, se debia a un efecto sobre la etapa de union. Los resultados

obtenidos muestran que el efecto inhibitorio de DE ocurriria sobre la etapa de
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fusion en si, ya que no se observaron diferencias ni en el porcentaje de ovocitos
con espermatozoides unidos ni en el nimero de espermatozoides unidos por
ovocito. Estos resultados estarian indicando que tanto los sitios de unién para
DE presentes en la superficie del ovocito de rata como la proteina DE de ratén

participan en el proceso de fusidn cruzada entre ambas especies.

Si bien la ocurrencia de la fusion cruzada entre ovocitos sin zona pellucida y
espermatozoides de distintas especies habia sido previamente descripta
(Yanagimachi, 1984), el mecanismo molecular por el cual este proceso ocurre
no habia sido aun estudiado. Una posible explicacién para la penetracion de un
espermatozoide en un ovocito heterdélogo podria ser la existencia de moléculas
en comun entre ambas especies que participen en el proceso de fusion (Myles,
1993). Por lo tanto, los resultados obtenidos estarian brindando, por primera
vez, evidencias sobre los mecanismos moleculares involucrados en el proceso

de fusién entre gametas de distintas especies.

Resulta interesante mencionar el hecho de que la fusion cruzada reciproca,
entre ovocitos de ratdn sin zona y espermatozoides de rata, no ocurre (Hanada
y Chang, 1972). Dado que la proteina DE de rata puede unirse a los ovocitos de
ratén, existe la posibilidad de que las diferencias que pudieran existir entre otras
moléculas involucradas en esta interaccion, fueran criticas para la ocurrencia de

esta fusion cruzada.

En este punto se estudio si, al igual que ocurre en el espermatozoide de rata, la
proteina DE de ratén se relocalizaba al segmento ecuatorial. Los resultados
obtenidos mostraron una disminucion en el porcentaje de espermatozoides
capacitados y reaccionados con marca fluorescente. En todos los casos, la
marca observada era de localizacion dorsal. Esto podria deberse a que la
proteina DE se pierda durante el proceso de capacitacién y/o reaccion
acrosomal. Otra posibilidad consistiia en que, por un problema de

detectabilidad, no hubieramos podido observar la proteina localizada en el



193

segmento ecuatorial. Esta segunda posibilidad podria deberse a: a) el
anticuerpo utilizado es contra la proteina DE de rata b) si al igual que en la rata,
el 70 % de la proteina DE se liberara del espermatozoide durante el proceso de
capacitacién, la cantidad de proteina disponible luego de la capacitacion para
ser reconocida por anti-DE disminuiria con respecto a los espermatozoides
frescos. c) El segmento ecuatorial del espermatozoide de ratdn es muy grande
y, por lo tanto, las pocas moléculas disponibles estarian dispersas en un area
muy grande dificultdndose asi el fendmeno de amplificacion de la sefal de la
IIF. d) la proteina DE de ratén podria sufrir modificaciones durante el proceso de
capacitacién que lleven a la imposibilidad de ser detectada por anti-DE. El
hecho de haber observado que la proteina DE de ratén participa en el proceso
de fusion en dicha especie y que existen sitios de unién para DE en ovocitos de

ratén, sugieren que se trataria de un problema de detectabilidad.

Una de las proteinas que participa en el proceso de fusion es la proteina PH-30,
ahora denominada fertilina (Myles, 1993). Su participacién en el proceso de
fusion fue originalmente descripta en cobayo (Primakoff et al., 1987) y, en los
ultimos afos, su mecanismo de accién fue ampliamente estudiado: se trata de
una glicoproteina compuesta por una subunidad o (44 kDa) y otra B (60 kDa)
(Blobel et al., 1992). La subunidad a. posee un péptido hidrofdbico de fusion y la
subunidad B posee un dominio de desintegrina esencial para su funciéon (Myles
et al., 1994). Dado que las desintegrinas son proteinas originalmente descriptas
en veneno de serpientes y que poseen un dominio de unidén a integrinas
(dominio de desintegrinas), el mecanismo propuesto por el cual fertilina
participaria en el proceso de fusion seria la union de su dominio de desintegrina
con alguna integrina presente en el ovocito y posterior insercion del péptido de
fusion en la bicapa lipidica. Si bien se han descripto varias integrinas en la
membrana del ovocito (Fusi et al., 1992; Almeida et al, 1995, Evans et al,
1995a), aun no se ha demostrado que alguna de éstas sea el receptor para
fertilina. Dado que el andlisis de la secuencia de la proteina DE, tanto de rata

como de ratén, muestra que éstas no poseen ningun dominio de desintegrina,
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esto estaria indicando la existencia de un mecanismo molecular de fusion de
gametas nuevo y alternativo al previamente propuesto de desintegrinas-

integrinas.

En este sentido, recientemente ha sido descripta la presencia de fertilina en
espermatozoides de ratdn y su participacién en el proceso de fusion de gametas
(Evans et al., 1995b). Estos resultados, conjuntamente con los resultados
obtenidos en el presente trabajo demostrando la participacion de proteina DE
en el proceso de fusidn en el ratdén constituyen la primera evidencia de la co-
existencia de al menos dos mecanismos distintos en el proceso de fusion

espermatozoide-ovocito.

De los resultados obtenidos tanto en este trabajo como en el que se estudio la
participacién de fertilina en el proceso de fusién en raton (Evans et al., 1995b),
podria concluirse que los eventos en los que participan ambas moléculas no
constituirian caminos alternativos para la fusién de membranas, sino que, por el
contrario, ambos serian eventos esenciales, ya que el bloqueo de al menos uno
de ellos impide la ocurrencia de todo el proceso de fusién. El hecho de que
existan sitios de unidn para DE en la superficie del ovocito y que el andlisis de
la secuencia de DE mostrara que ésta no posee regiones hidrofobicas que
conformen un péptido de fusién, indicaria que DE participa en un evento de
unién conducente a fusion. Por otro lado, el hecho de que fertilina posea tanto
un dominio de desintegrina como un péptido de fusién capaz de intercalarse en
la membrana del ovocito iniciando la fusion en si, permite especular que en la
cadena de eventos de unién que preceden a la fusion de las membranas, DE

participaria en un paso anterior al mediado por fertilina.

En este sentido, cabe recordar que el sistema de fusién de membranas virus-
célula huésped también involucra un evento de union conducente a fusion y un
posterior proceso de fusion (Lucy y Ahkong, 1986, Hoekstra, 1990). En este
caso, dada la simplicidad de la membrana viral, el nimero de moléculas
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involucradas es muy bajo, habiendo sélo una (White et al., 1983), o a lo sumo,
dos proteinas virales involucradas (Hoekstra, 1990). En cambio, y de acuerdo a
los resultados obtenidos, la fusion espermatozoide-ovocito involucraria
sucesivos eventos de interaccion de moléculas complementarias presentes en

ambas membranas que permitirian la posterior fusion de las mismas.

El ultimo paso del presente trabajo consistid en investigar distintos aspectos del
comportamiento de los sitios complementarios para DE presentes en la
superficie del ovocito de rata. Dado que es sabido que la capacidad fusogénica
de los ovocitos es adquirida durante la ovogénesis (Zuccotti et a/,, 1991; Barros
y Munoz, 1973; Niwa y Chang, 1975), quisimos estudiar si los sitios de union
para DE estaban involucrados en la adquisicion de dicha capacidad. Para ello,
en primer lugar, se estudio la presencia y localizacién de los sitios para DE en
la superficie del ovocito durante la ovogénesis. Los resultados obtenidos indican
que el oolema adquiere la capacidad de unir proteina DE durante la etapa de
crecimiento, dado que los ovocitos en VG con un diametro mayor a 50 pym ya
presentan marca fluorescente cuando son incubados con proteina DE pura.
Resulté interesante el hecho de que estos ovocitos presentaban un patrén de
fluorescencia mas uniforme, distinto al previamente descripto para ovocitos
ovulados (Rochwerger et al., 1992). El porcentaje de ovocitos que presentaban
esta marcaciéon “uniforme” disminuyd gradualmente durante la maduracion, a
expensas de un aumento en el porcentaje de ovocitos con distribucion de la
fluorescencia en forma de agregados. Se habia demostrado previamente que
este patron se debe a la capacidad de la proteina DE de inducir la agregacion
de los sitios de unién en el oolema (Rochwerger et al., 1992). El aumento en el
grado de agregacion observado, podria deberse a un aumento en la movilidad
lateral de los sitios de unién para DE durante la ovogénesis. En este sentido es
importante mencionar el trabajo realizado por Wolf y Ziomek (1983), quienes
mostraron que si bien en los ovocitos fertilizados existe un aumento en la
capacidad de los receptores para Con A de ser agregados por sus ligandos con

respecto a los ovocitos ovulados, la difusibilidad de dichos receptores no se
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modifica con la fertilizacion. Por lo tanto, existe la posibilidad de que otros
mecanismos que no requieran la difusion, sean un factor importante para la

agregacion de los sitios de union para DE.

Mientras que los ovocitos en crecimiento como asi también aquellos
recuperados hasta 9 hs. luego de la administracion de hCG presentaban
marcacion fluorescente en toda su superficie, los ovocitos recuperados en
horarios posteriores mostraron el area sin fluorescencia caracteristica de los
ovocitos ovulados (Rochwerger et al.,, 1992). De acuerdo a las observaciones
realizadas, a las 6 hs. luego de la administracion de hCG el 60% de los ovocitos
se encuentran en el estadio de metafase | de la meiosis. Dado que en este
estadio, los ovocitos ya presentan un area libre de microvellosidades (Odor y
Renninger, 1960; Ebensperger y Barros, 1984) podria concluirse que la
aparicion del area libre de microvellosidades ocurre antes que la del area
negativa. Esto apoya la idea de que el mosaico observado en la distribucion de
los sitios de unidon para DE no seria el simple reflejo de un fendmeno de
amplificacién de la superficie por el plegamiento de la membrana al formar las
microvellosidades. Teniendo en cuenta que el area negativa corresponde a la
region de la membrana por la que la fusion raramente ocurre (Rochwerger et al.,
1992), la distribucién de los sitios para DE parece reflejar la habilidad del
ovocito de localizar sus componentes de membrana en regiones especificas. El
desarrollo de esta habilidad parece ser esencial para el funcionamiento de la
membrana plasmatica en numerosos sistemas (Johnson et al., 1981; Staehelin,
1974; McNutt y Weinstein, 1973).

En este sentido, los estudios realizados con azida y citocalasina B sobre
ovocitos ovulados mostraron que ninguno de los dos tratamientos produjo algun
cambio sobre el tipo de marca observada, indicando que tanto la exclusion de
los sitios para DE de la regidn libre de microvellosidades como asi también la
capacidad de dichos sitios de agregarse en presencia de DE, seria

independiente de energia y de polimeriacion de microfilamentos de actina.
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Estos resultados estan de acuerdo con los descriptos por Johnson y
colaboradores en los cuales la incubacién de ovocitos de raton con estos
reactivos no altera la marcacibn en forma de agregados provocada por
exposicion a la lectina Con A. Sin embargo, estos autores observan que bajo
estas condiciones se produce una alteracion en el tamafo del area negativa.
Por lo tanto, los cambios de distribucion observados para los sitios de union
para DE durante la ovogénesis, no se deberian a los cambios en la distribucion

de filamentos de actina en la corteza de los ovocitos inmaduros (Longo, 1985).

Con el fin de estudiar si la aparicion de los sitios de union para DE estaba
relacionada con la adquisicion de capacidad fusogénica de la membrana de los
ovocitos, se estudid, paralelamente, la ocurrencia de la fusién espermatozoide-
ovocito en ovocitos recuperados en distintos estadios de crecimiento y
maduracion. Los resultados indicaron que, al igual que lo observado por Niwa y
Chang (1975), los ovocitos no eran penetrables hasta que alcanzaban los
primeros estadios de maduracion, lo cual podia estar indicando que los ovocitos
en crecimiento no poseerian la habilidad de fusionarse con el espermatozoide.
Sin embargo, la presencia de espermatozoides firmemente unidos a estos
ovocitos en crecimiento, nos llevé a presumir que la fusion podria haber
ocurrido. Para confirmar esta posibilidad, se desarrolié la técnica de
transferencia de colorante Hoechst 33342 (Stewart-Savage y Bavister, 1988;
Llanos et al.,, 1993; Hinkley et al., 1986) para ovocitos de rata, dado que esta
técnica permite la deteccién de la fusion del oolema con la membrana del
espermatozoide en el momento en que ésta ocurre. Los resultados obtenidos
utilizando este método mostraron que los ovocitos en crecimiento con un
diametro mayor a 50 ym eran capaces de fusionarse con el espermatozoide. La
adquisicion de la fusibilidad de membrana en estos ovocitos no se debié a un
aumento en la capacidad de unién del oolema, dado que en los ovocitos con un
diametro menor a 50 ym, que no mostraban capacidad de fusion, se observaron
niveles altos tanto en el porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos

como del nimero de espermatozoides unidos por ovocito. Estos resultados



198

estan de acuerdo con trabajos previos en los que se demuestra que los ovocitos
de hamster y raton adquieren la capacidad de fusion durante la etapa de

crecimiento (Zuccotti et al., 1991; Zuccotti et al., 1994).

Dado que los ovocitos en crecimiento ya poseen la capacidad de fusionarse con
el espermatozoide, la falta de penetracion observada en estos ovocitos podria
estar reflejando una incapacidad de dichos ovocitos de incorporar al citoplasma
la cabeza del espermatozoide. Por lo tanto, el ovocito de rata adquiriria la
habilidad de fusionarse con la membrana del espermatozoide previo a la
habilidad de incorporar su cabeza al ooplasma. Esta capacidad de ser
penetrados estaria mas especificamente relacionada con la ruptura de la VG ya
que en ningun caso fueron observados ovocitos penetrados con VG intacta.
Cabe recordar que el 2% de ovocitos penetrados observados en el estadio de
crecimiento (diametro mayor a 50 pm, Tabla 10) correspondié a ovocitos en los
que al momento de la observacion no se les detecté la presencia de VG. Estos
resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Barros y Mufioz (1973),
quienes demuestran que para los ovocitos de hamster habria una relacion entre
la ruptura de la VG y la posibilidad del ovocito de provocar la decondensacion

de la cabeza del espermatozoide.

Resulta interesante destacar que en los experimentos de transferencia de
colorante, se utilizaron como control ovocitos ovulados e inseminados con
espermatozoides en presencia de DE. Al utilizar esta técnica se observé una
inhibicion del porcentaje de ovocitos fusionados (83 %) similar a la previamente
descripta utilizando el método de penetracion (91 %) (Rochwerger et al., 1992),
lo cual estaria confirmando que la inhibicion observada originalmente no se
deberia a la participacion de DE en algun evento posterior a la fusion tales

como la incorporaciéon o decondensacion de |la cabeza del espermatozoide.

Hasta aqui, los resultados obtenidos indicaban una correlacion entre la

adquisicion de fusibilidad del oolema y la aparicién de sitios de unién para DE
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en la superficie del ovocito, siendo ambos detectables en ovocitos en
crecimiento con un diametro mayor a 50 pm. Sin embargo, ;eran estos sitios
responsables de la fusibilidad de la membrana del ovocito? Para responder esta
pregunta, se evalud la funcionalidad de los sitios de unién para DE coincubando
ovocitos en crecimiento (didametro mayor a 50 ym) y espermatozoides en
presencia de proteina DE purificada. La inhibicion obtenida en el porcentaje de
ovocitos en crecimiento fusionados bajo estas condiciones, confirmaron que los
sitios para DE estaban involucrados en la fusion de los ovocitos en crecimiento.
El hecho de que los ovocitos en crecimiento que presentaban marcacion
uniforme también presentaran capacidad de fusion, estaba indicando que la
presencia de los sitios de unién para DE, independientemente de su distribuciéon
en la superficie del ovocito (uniforme o en agregados), seria esencial para el

proceso de fusion con el espermatozoide.

Esta ampliamente aceptado que los ovocitos que han completado su
crecimiento con VG intacta son capaces de fusionarse con el ovocito (Usui y
Yanagimachi, 1976; Mahi y Yanagimachi, 1976, Niwa y Chang, 1975; lwamatsu
y Chang, 1972; Cuasnicu y Bedford, 1991). Sin embargo, hasta el presente aun
no se conoce el mecanismo por el cual la membrana del ovocito adquiere dicha
capacidad. Zuccotti y colaboradores (1991) observaron una correlacion entre la
habilidad del oolema de unir la lectina concanavalina A (Con A) y la fusibilidad
en ovocitos de hamster, sugiriendo que la aparicidon de dichos sitios podia
mediar la adquisicién de capacidad de fusién. Sin embargo, el hecho de que al
enmascarar los sitios para Con A no se previno la fusidn espermatozoide-
ovocito, descarté aquella posibilidad. En este sentido, nuestras observaciones
indicando que la adquisicion de fusogenicidad del ovocito de rata involucra la
aparicion de los sitios de unién para DE provee informacion novedosa sobre el
mecanismo por el cual el ovocito de mamifero se hace competente para

fusionarse con el espermatozoide durante la ovogénesis.



200

Una vez estudiada la aparicion de los sitios para DE durante la ovogénesis y su
participaciéon en la adquisicién de capacidad fertilizante, resultaba interesante
estudiar el destino de dichos sitios luego de la fertilizacion. En forma paralela se
estudié la capacidad de fusién de los ovocitos fertilizados y embriones de dos
células. Los resultados obtenidos muestran que la totalidad de los ovocitos
fertilizados en el estadio de dos pronucleos presentan sitios para DE
localizados en forma de agregados en toda la superficie del ovocito, no
habiéndose detectado en ningun caso la presencia del area negativa
caracteristica de los ovocitos ovulados. Como ya ha sido mencionado, este area
negativa corresponde a la regién de la membrana que recubre el huso meiético
(Rochwerger et al., 1992). Dado que esta region de la membrana pasa a formar
la membrana del segundo corpusculo polar, el cual se libera luego de la
fertilizacién (Yanagimachi, 1994), era de esperar que el area negativa

desapareciera en los ovocitos fertilizados.

Los sitios de union para DE se disponen en forma de agregados en la superficie
del ovocito fertilizado. Es sabido que luego de la fertilizacion se produce el
agregado de nueva membrana al ovocito por la incorporacién de la membrana
del espermatozoide (Gaunt, 1983) y la liberacién de los granulos corticales
(Gulyas, 1980). Los resultados obtenidos indican que, a pesar de ello, la
capacidad de los sitios para DE de ser agregados por DE no se ve alterada en
estos ovocitos. Estos resultados difieren de lo observado para los sitios que
unen Con A en ovocitos de raton, donde se observa que dichos componentes
poseen una mayor capacidad de ser agregados por Con A en ovocitos
fertilizados respecto a ovocitos no fertilizados (Johnson y Calarco, 1980;
Johnson et al.,, 1975). Esta diferencia podria deberse a que la Con A es un
marcador general de proteinas (Wolf y Ziomek, 1983), por lo que el aumento de
agregacion observado podria ser la resultante del aumento de la movilidad de
alguno/s de los distintos componentes reconocidos por esta lectina en la

membrana. Mientras que, en el caso de la unidon de DE a sus sitios, la
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agregacion observada se debe a la movilidad en la membrana de un solo

componente.

Cuando se examiné la presencia de sitios para DE en embriones de dos células,
se observd que soélo el 50% de los mismos presentaban marca fluorescente en
su superficie. En la mayoria de los embriones marcados, la fluorescencia se
disponia en forma uniforme en toda la superficie de los blastémeros. En algunos
casos se observaron embriones que presentaban un blastomero marcado y otro
sin marca. La falta de marcacion fluorescente en los embriones de dos células
podria deberse a que luego de la primera division meidtica se produzca una
importante pérdida de sitios para DE de la superficie o bien, que ocurra una
modificacion de dichos sitios que alteren su capacidad de unir proteina DE. En
este sentido, la pérdida y modificacién de componentes de membrana luego de
la fertilizacion ha sido descripta por Boldt y colaboradores (1989) quienes
demostraron que una proteina de 94 kDa involucrada en el proceso de fusion

desaparece de los ovocitos luego de la fertilizacion.

Paralelamente, se estudié la capacidad fusogénica de los ovocitos fertilizados y
embriones. Los resultados obtenidos indican que la membrana plasmatica de
los ovocitos de rata sufren una importante disminucion de su capacidad de
fusion luego de la fertilizacién, que se pierde totaimente en el estadio de dos
células. La capacidad fusogénica de ovocitos fertilizados y embriones ha sido
estudiada en otras especies. En el caso del ratén, existen controversias
respecto al estadio en el cual los ovocitos/embriones pierden su capacidad de
fusiéon. Horvath y colaboradores (1993), sugieren que los ovocitos de raton en
estadio de dos pronucleos no se fusionan con espermatozoides cuando son
reinseminados, mientras que Zuccotti y colaboradores (1994) sostienen que los
mismos son fusogénicos hasta el estadio de dos células. A pesar de las
diferencias, en ambos casos la pérdida de la capacidad de fusion se produciria
en los estadios tempranos, en forma similar a la observada en la rata. Por otro

lado, para el caso del hamster, Zuccotti y colaboradores (1991) muestran que
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los embriones poseen una menor capacidad de fusién con respecto a los
ovocitos ovulados, que se mantiene durante los primeros estadios embrionarios,
perdiéndose por completo recién en el estadio de ocho células. El hecho de que
en el hamster la reaccion de zona sea el mecanismo primario para el bloqueo
de polispermia, mientras que en la rata y el raton tanto la reaccién de zona
como el bloqueo a nivel de membrana plasmética sean relevantes en dicho
mecanismo (Yanagimachi, 1994), podria justificar las diferencias temporales

observadas en la pérdida de capacidad de fusién en estas especies.

Al comparar los resultados de localizaciéon de sitios para DE y de capacidad de
fusion se observa que la totalidad de los ovocitos fertilizados presentan sitios
para DE, mientras que sblo el 20% de los mismos posee capacidad de fusion.
Asi mismo, si bien el 50% de los embriones de dos células presentan sitios para
DE, en ningun caso se observaron embriones fusionados. En su conjunto, estos
resultados estarian indicando que si bien se observan cambios en la presencia
y localizacion de los sitios para DE durante los primeros estadios del desarrollo
embrionario, éstos no serian suficientes para justificar la abrupta caida en la
capacidad de fusion de la membrana del ovocito luego de la fertilizacion de la
cual se deduce que la modificacion de otros componentes de membrana seria

relevante para la pérdida de la capacidad fusogénica.

La marcacion fluorescente observada en los ovocitos en presencia de DE es
similar a la observada por otros autores en ovocitos de distintas especies
incubados con Con A (Zuccotti et al., 1991; Zuccotti et al., 1994). En estos
trabajos, los autores describen para ovocitos ovulados la presencia de una
marcacion en forma de agregados como asi también la existencia de un area
negativa. Como ya fue mencionado anteriormente, Zuccotti y colaboradores
(1991), trabajando con ovocitos de hamster en distintos estadios de crecimiento
y maduracion, observaron que si bien la capacidad del ocolema de unir Con A
existe en ovocitos muy pequefios, ésta aumenta en proporcion al tamario del

ovocito. Estos resultados, conjuntamente con nuestras observaciones,
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sugeririan que la proteina DE podria estar actuando como una lectina,
reconociendo oligosacéridos en el oolema. Si bien la naturaleza quimica de los
sitios complementarios para DE debe ser estudiada, las numerosas evidencias
de la existencia de proteinas y carbohidratos complementarios involucrados en
el proceso de reconocimiento espermatozoide-ovocito (Glabe y Vacquier, 1978;
Lopez et al., 1985; O'Rand et al., 1988; Jones et al., 1988; Brandelli et al., 1994)
apoyarian esta hipotesis. Es labor de futuros estudios la identificacion y

aislamiento de los sitios de unién para DE.

Teniendo en cuenta que ha sido postulado que la activacion del ovocito podria
ser desencadenada por la unidn de algun componente del espermatozoide a su
receptor en el ovocito (Ohlendieck y Lennarz, 1995), existia la posibilidad de
que la interaccién de DE con su sitio de unién provocara la activacion del
ovocito. Tal como se mencionara en la Introduccion, el proceso de activacion
consiste en el reinicio de la meiosis y en la activacion de los mecanismos de
bloqueo de la poliespermia. Estos procesos son mediados por un aumento del
nivel de calcio intracelulares provocado por la liberacion del mismo de los
reservorios intracelulares. Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio
indican que ovocitos incubados con proteina DE y luego lavados, presentan una
capacidad de ser penetrados por espermatozoides similar a los ovocitos no
tratados (Rochwerger et al., 1992), indicando que, al menos en las condiciones
ensayadas, la incubacion con DE no desencadenaria los mecanismos de
prevencion de polispermia. Por otro lado, resultados preliminares obtenidos
recientemente y realizados en colaboracion con el laboratorio del Dr. K. Swann
(St George's Hospital, Londres, Inglaterra) indican que el agregado de proteina
DE a ovocitos de ratén no produciria ningun aumento en los niveles de calcio
intracelulares. Estas evidencias sugeririan que la unién de DE a su sitio de
union no induciria la activacién del ovocito. Tal como ha sido mostrado en los
Resultados, la proteina DE presenta homologia con la proteina helothermina, la
cual es un inhibidor de los receptores rianodinicos presentes en la membrana

de los reservorios intracelulares de Ca**. Dado que la unién de un ligando a su
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receptor puede desencadenar su internalizacion, no puede descartarse la
posibilidad de que si DE se internalizara luego de la unidbn a su sitio
complementario, cumpliera alguna funcion en la activacién del ovocito
regulando la liberacién de calcio que se produce a través de los mencionados

receptores.

Recientemente dos laboratorios independientes han descripto una proteina
epididimaria humana a la que denominaron ARP y CRISP1, la cual presenta un
40% de homologia con la proteina DE de rata (Kratzschmar et al, 1996;
Hayashi et al,, 1996). Hayashi y colaboradores (1996) muestran, mediante la
utilizaciéon de un anticuerpo policlonal, que ARP es una glicoproteina, que se
secreta al lumen epididimario y que se asocia a la region postacrosomal del
espermatozoide humano eyaculado. Teniendo en cuenta la similitud en las
caracteristicas de ARP y DE como asi también su homologia, estos autores
postulan un posible papel de ARP en el proceso de fusion. Kratzschmar y
colaboradores (1996), por su parte, postulan que dado que gran cantidad de la
proteina se libera de los espermatozoides por tratamiento con baja fuerza
idnica, la proteina estaria asociada de una forma muy débil a la membrana del
espermatozoide descartando asi alguna funcion de esta proteina en el proceso
de interaccién de gametas. Dado que resultaba muy interesante establecer si
ARP cumple la misma funcién biolégica que DE, se inicidé una colaboracion con
el Dr. Kasahara (Universidad de Hokkaido, Japén), con el fin de realizar los

ensayos necesarios para estudiar esta posibilidad.

El primer paso consistié evaluar el tipo de uniéon de ARP a los espermatozoides
humanos. Para ello, los mismos fueron extraidos secuencialmente con NaCl y
Triton X-100. Los extractos fueron analizados por Western blot utilizando un
anticuerpo policlonal contra ARP. Los resultados obtenidos indicaron que, a
diferencia de lo hallado por Kratzschmar y colaboradores, en los
espermatozoides humanos existen dos poblaciones de ARP. Teniendo en

cuenta que tanto en la rata como en el ratén, es la poblacion de DE
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“fuertemente unida” la que participaria en el proceso de fusién de gametas, el
hecho de que exista una poblacion de ARP “fuertemente unida®’ al
espermatozoide humano, favorece la hipétesis de que ARP sea un homélogo
funcional de DE. En este momento se estan realizando en nuestro laboratorio
los estudios necesarios para establecer tanto la participacion de ARP en el
proceso de fusion como asi también la presencia complementarios para ARP en

la membrana del ovocito humano.

En este sentido, han sido descripto distintos casos en que espermatozoides de
pacientes infértiles son capaces de atravesar la zona pellucida en ensayos de
fertilizacién in vitro y, sin embargo, son incapaces de fusionarse con el oolema
(Tesarik y Thébault, 1993). Esta falla podria atribuirse a la ausencia o
modificacion de las moléculas que participan en dicho proceso. Por lo tanto, la
identificacion de las proteinas involucradas en el proceso de fusion de gametas
en el humano, podria favorecer tanto el desarrollo de nuevos métodos que
permitan el diagndstico y tratamiento de la infertilidad sin causa aparente como

el desarrollo de métodos para la regulacion de la fertilidad.
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CONCLUSIONES

El objetivo del presente trabajo consistio en estudiar los mecanismos que
involucran la participacion de DE en el proceso de interaccion de gametas. El
conjunto de los resultados obtenidos permite la elaboracion del modelo que se

muestra en la Figura Ili:

Tanto el espermatozoide como el ovocito sufren distintos procesos que los
preparan para su posterior interaccién. En el caso del espermatozoide, la
proteina DE se asociaria a la cabeza de los espermatozoides (A) con dos
afinidades distintas durante la maduracion epididimaria (B). En el tracto
femenino, y a medida que ocurre el proceso de capacitacion, la poblacion
“débilmente unida” se liberaria de la superficie de los espermatozoides mientras
que la poblacidn “fuertemente unida”, seria la que permanece sobre el

espermatozoide capacitado (C).

En el ovocito, por su parte, los sitios de unién para DE aparecerian durante la
etapa de crecimiento (A’, B’). Estos sitios presentan distintas distribuciones
durante las distintas etapas de la ovogénesis (B’, C°) hasta alcanzar la
distribucion en forma de agregados observada en los ovocitos ovulados (D). La
aparicion de dichos sitios estaria involucrada en la adquisiciéon de la capacidad

de fusién que ocurre durante la ovogénesis.

Cuando un espermatozoide capacitado se encuentra con el ovocito, la proteina
DE “fuertemente unida” localizada en la regién dorsal del acrosoma, participaria
en la etapa de unién a ZP (A"’). Una vez unidos, la ZP induciria la redistribucién
al segmento ecuatorial (B""), localizaciéon en la cual la proteina DE participaria
en el proceso de fusion uniéndose a los sitios complementarios localizados en

la superficie del ovocito (C™').
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En resumen, los resultados aqui presentados constituyen un nuevo aporte hacia
la comprension de los mecanismos involucrados en uno de los procesos
celulares esenciales como lo es la interaccion entre un espermatozoide y un
ovocito. Mas aun, dado que los procesos de miogénesis, infeccion viral, trafico
de organelas y endo- y exocitosis también involucran un evento de fusion de
membranas, la informacién obtenida en este trabajo podria contribuir a una
mayor comprension de muchos de los complejos procesos celulares citados

anteriormente.
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Figura Illl. Modelo explicativo del comportamiento de DE en el
espermatozoide y de sus sitios de uniéon en el ovocito durante las distintas
etapas que conllevan a la interaccién de gametas.
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