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Resumen

La glicoproteína epididimaria de rata "DE"se asocia al espermatozoide durante
la maduración, y participa en el proceso de fusión de gametas a través de
sitios complementarios presentes en la superficie del ovocito. Con el fin de
comprender los mecanismos involucrados en la participación de DE en dicho
proceso, se estudió la importancia de la estructura de DE para la actividad de
la proteína. El clonado del ADNc de DE permitió obtener Ia secuencia de los
227 aminoácidos (aa) de Ia proteína. EI análisis de dicha secuencia indicó que
DE pertenece a la familia CRISP (cystein rich _secretory proteins), y la
presencia de 16 cisteínas en la molécula. El ADNc fue utilizado luego para
expresar Ia proteína recombinante en bacterias (recDE). El estudio de recDE y
de la proteína nativa deglicosilada, indicó que la actividad biológica residiria en
la porción peptídica de la molécula. Por otro lado, el análisis del estado de
oxidación de las cisteínas indicó que la mayoría de ellas formaría puentes
disulfuro, y que la ruptura de los mismos afectaría la actividad de la proteína.
La expresión de distintos fragmentos recombinantes de DE y su empleo en
ensayos biológicos, reveló que la actividad de la proteína residiria en la región
comprendida entre los aa 62-158.
Resultados previos de nuestro laboratorio indican que la inmunización de ratas
con proteína DE produce una respuesta inmune _yuna inhibición significativa
de la fertilidad. El presente trabajo indica que los mecanismos responsables de
dicha inhibición involucrarían la entrada de anticuerpos anti-DE al tracto
reproductivo, su interacción con los espermatozoides, y la disminución de la
capacidad fertilizante de los mismos, abriendo la posibilidad del potencial uso
de DE para el desarrollo de un método inmunológico de regulación de la
fertilidad. Dado que para ello es necesario poder disponer del antígeno en
grandes cantidades, la proteína recombinante fue utilizada en ensayos de
inmunización, que indicaron que recDE, al igual que la proteína nativa, es
capaz de producir una respuesta inmune y una reducción de la fertilidad. Con
el fin de investigar la posible aplicación de este método inmunológico en el
hombre, la capacidad inmunogénica de la proteína humana homóloga a DE,
proteína ARP, fue estudiada en un modelo de primates no humanos,
observándose la inducción de una elevada respuesta inmune en los animales
inmunizados.
En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al
esclarecimiento de los mecanismos involucrados en la participación de DE en
el proceso de fusión de gametas, y apoyan el potencial uso de esta proteína y
sus homólogos para el desarrollo de un método inmunológicode regulación de
la fertilidad tanto en animales como en el hombre.

Palabras clave: reproducción, fertilización,espermatozoide, ovocito. fusión de
membranas, fertilidad, anticoncepción, anticuerpos anti-espermatozoide.



Abstract

Rat epididymal glycoprotein “DE”associates with sperm during maturation and
participates in gamete fusion through complementary sites Iocalized on the egg
surface. To get a better understanding of the molecular mechanisms underlying
the participation of DE in this process, the relevance of protein DE structure for
its biological activity was studied. Cloning of DE cDNA allowed obtaining the
sequence of the 227 aminoacids (aa) of the protein. The analysis of the
sequence, indicated that DE belongs to the CRISP (cystein rich secretory
proteins) family, and the presence of 16 cysteines in the molecule. DE cDNA
was then used for the bacterial expression of the recombinant protein (recDE).
The study of recDE as well as of the deglycosilated native DE (nDE) indicated
that the activity of the protein resides on the peptidic portion of the molecule.
The evaluation of the oxidative state of cysteines indicated that most of them
would be involved in disulfide bridges, and that the rupture of these bridges
would affect the protein activity. The expression of different recombinant
fragments of DE, and their use in biological assays indicated that the biological
activity of DE would be located within the region encompassed by aa 62-158.
Previous results from our laboratory indicate that immunization of rats with
protein DE induces an immune response and a significant inhibition of fertility.
The present study indicated that the mechanisms responsible for this inhibition
would ¡nvolve the entry of antibodies into the reproductive tract, their
association to sperm, and the reduction of sperm fertilízing ability. These
results suggested the potential use of DE for developing and immunological
method of fertility regulation. Since an important requirement for this purpose,
is the possibility of obtaining the antigen in large quantities, recombinant DE
was used in immunization studies, which revealed that, like native DE, recDE is
able to produce an immune response as well as an inhibitionof fertility.ln order
to explore the potential application of this immunological approach to humans,
the immunogenic ability of the human protein homologue of DE, protein ARP,
was evaluated in a non human primate model. The induction of a high immune
response was observed ¡nall the immunized animals.
Together, the results obtained in this work contribute to a better understanding
of the molecular mechanisms underlying the participation of DE in sperm-egg
fusion, and support the potential use of DE for the development of an
immunological method of both animal and human fertility regulation.

Keywords: reproduction, fertilization, sperm, oocyte, membrane fusion,
contraception, anti-sperm antibodies.
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Introducción 2

La fertilización es el proceso por el cual una gameta femenina y otra

masculina se unen creando la cigota que dará origen a Ia descendencia. Este

modo de reproducción bisexual a través de Ia fertilización emergió durante la

evolución y ha sido mantenido en la mayoría de los metazoarios, incluidos los

mamíferos. Se cree que el éxito de este modo de reproducción bisexual se

debería a que el mismo podría acelerar la velocidad de adaptación evolutiva y

al mismo tiempo evitar la acumulación irreversible de mutaciones perjudiciales

en un ambiente cambiante y competitivo (1). Desde el punto de vista de sus

genomas, la gameta femenina y masculina son similares, pero sus historias

previas son diferentes.

Células germinales y gametogénesis

Las gametas son células haploides que se originan por la división meiótica de

las células germinales diploides. Este es un proceso complejo, llamado

gametogénesis.

Aunque las gametas son producidas en la gónada del adulto, la línea germinal

diploide se establece tempranamente durante la embriogénesis. Estas células

se originan en el saco vitelino y migran mediante movimientos ameboideos

hasta alcanzar el mesonefros, donde se desarrollará Ia gónada. En el macho,

las células germinales se denominan esperrnatogonias, y en las hembras,

oogonias (2). La división meiótica de las oogonias comienza durante el

desarrollo embrionario, e involucra a todas las células germinales, que se

transforman en ovocitos primarios (Figura l). Dado que los mismos no pueden

dividirse mitóticamente, la hembra comienza su vida fértil con un número finito

de potenciales gametas. La meiosis avanza hasta arrestarse en diplotene de

la profase I, y las células permanecen en este estadio desde el nacimiento

hasta la pubertad, momento en que algunas células reanudan la meiosis. Al

terminar la telofase, el ovocito primario se divide desigualmente: una de las

células hijas, el ovocito secundario, recibe la mayor parte del citoplasma, y la
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otra, el corpúsculo polar, recibe una cantidad mínima de citoplasma. En cada

ciclo menstrual, cierto número de ovocitos (dependiente de la especie) es

capaz de alcanzar el estadio en que son ovulados.

En Ia mayoría de "losmamíferos, los ovocitos son ovulados en el estadio de

metafase II, con el primer corpúsculo polar emitido. La meiosis continúa sólo

después de Ia entrada del espermatozoide, resultando en Ia extrusión del

segundo cuerpo polar (3).

A diferencia de Ia hembra, las células germinales del macho comienzan a

dividirse por meiosis recién en la pubertad, y no lo hace la totalidad de las

células, sino que siempre permanece una población de espermatogonias que

se multiplica por mitosis. Esto determina que el número de gametas

masculinas no esté limitado como en la hembra. La espermatogénesis

presenta otra diferencia respecto a Ia oogénesis, y está dada por el hecho de

que cada espermatogonia que entra en meiosis origina cuatro

espermatozoides, en lugar de un ovocito por ovogonia (Figura I). Esto

también contribuye a Ia mayor capacidad del macho de producir gametas

respecto a la hembra (4).

Anatomíade los órganos reproductivos femeninos

El órgano que aloja las oogonias y donde ocurre la oogénesis es el ovario.

Estos órganos pares se encuentran adosados a la pared posterior en Ia

cavidad pélvica. Muy cerca del ovario se encuentra el oviducto, que lo

comunica con el cuerpo del útero (Figura ll). La región del oviducto proximal

al ovario, llamada ampulla, es en donde se produce Ia fertilización, en tanto la

región distal, el ¡sthmus, sirve de reservorio de espermatozoides. El útero es

el lugar donde se implanta y desarrolla el embrión. A diferencia de los ovarios

y oviductos que son estructuras pares, el útero es una estructura única en

primates, y bicome en la mayoría de los mamíferos (3).
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La gameta femenina

El ovocito de los mamíferos euterianos consiste en una masa esférica de

citoplasma de unos 70-120 um de diámetro limitada por la membrana

plasmática (oolema), que a su vez está contenida por una envoltura

glicoproteica, Ia zona pelúcida (ZP) (Figura lll). Entre la ZP y el oolema se

encuentra un espacio lleno de fluido, el espacio perivitelino. El ovocito

ovulado se encuentra inmerso en una matriz de ácido hialurónico y células de

la granulosa, estructura que se conoce como cumulus oophorus.

La ZP es una envoltura que protege a los ovocitos y embriones de daños

físicos. La ZP de ratón, que es la que ha sido más estudiada y está mejor

caracterizada, está compuesta por tres proteínas principales, ZP1, ZP2 y ZP3

(5,6), que presentan tanto glicosilación de tipo N (residuos glicosídicos unidos

al grupo amino de la asparagina), como del tipo O (hidratos de carbono unidos

al grupo oxidrilo de los aminoácidos serina o treonina) (7), y se disponen

formando filamentos interconectados (6,8).

Anatomíade los órganos reproductivos masculinos

La gónada masculina, el testículo, contiene los túbulos seminíferos que son

las estructuras dentro de las cuales se produce la espennatogénesis (Figura

IV).Estos túbulos se unen entre sí en la rete testis, que se conecta mediante

los ductos eferentes con el epidídimo. Este órgano consiste en un largo

conducto con muchas circunvoluciones, del que habitualmente se distinguen

tres regiones: caput (o cabeza), corpus (o cuerpo) y cauda (o cola). El caput

es Ia región más próxima al testículo, el corpus es la región media, y el cauda

es la región distal al testículo, que sirve de lugar de almacenamiento de

espermatozoides. El caput epidídimariose continúa con el vas deferens, que
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Figura Ill: (A) Ovocito ovulado, inmerso en el cumu/us oophorus. ¡(8)
Esquema de un ovocito ovulado en metafase II. C: célula del cumulus,
PB: primer cuerpg polar, ZP: zona pelúcida, PVS espacio perivitelino.
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Figura IV: Esquema de un testículo y epidídimo de mamífero.
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durante la eyaculación recoge las secreciones de las glándulas accesorias

(próstata, vesícula seminal, glándulas bulbo-uretrales) y conduce a los

espermatozoides hasta la uretra.

Una característica importante de Ia anatomía testicular es la presencia de

uniones estrechas entre las células de Sertoli. Estas uniones forman una

barrera que limita el pasaje de moléculas de gran tamaño, como los

anticuerpos, entre las células adyacentes. Esta permeabilidad reducida es

parte de lo que se conoce como barrera hemato-testicular, y determina que las

células haploídes se encuentren aisladas del sistema inmune.

La gameta masculina

Los espermatozoides de las distintas especies, aunque presentan un tamaño

variable que no guarda relación con el tamaño corporal, comparten una

estructura general similar. Esta célula altamente diferenciada, posee

básicamente dos componentes morfológicos: la cabeza que contiene el

material genético, y la cola que le confiere motilidad.

Cabeza: Dentro de esta estructura se encuentra el núcleo, que contiene la

cromatina altamente condensada. El ADN está asociado a unas proteínas

básicas y de bajo peso molecular, llamadas protaminas. Estas proteínas que

reemplazan a las histonas, permiten un empaquetamiento de la cromatina

mayor al de una célula somática, y forman puentes disulfuro interrnoleculares

que aumentan su estabilidad.

El núcleo se encuentra envuelto en su parte anterior por el acrosoma, que es

una estructura membranosa que contiene enzimas involucradas en la

penetración del ovocito. La membrana acrosomal puede ser diferenciada en

externa o interna, de acuerdo a su aposición con la membrana plasmática o

nuclear, respectivamente (Figura V). Como toda célula, el espermatozoide,

incluido el acrosoma, está limitado por la membrana plasmática.
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Figura V: Estructura de la cabeza de un espermatozoide.
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La región de la membrana plasmática que cubre el acrosoma se conoce como

región acrosomal, en tanto que la región por debajo del acrosoma recibe el

nombre de post-acrosomal. La parte posterior del acrosoma que no se

vesiculiza durante 'Ia región acrosomal se denomina segmento ecuatorial. Esta

región tiene una extensión variable según Ia especie, y es la zona por la cual

el esperrnatozoide se fusiona con el ovocito.

Cola: EI componente principal de la cola es el axonema, que consiste en un

par de microtúbulos centrales rodeados por un cilindro de 9 pares de

microtúbulos. Esta estructura es la que genera el movimiento de la cola.

Usualmente la cola se divide en tres regiones o piezas: pieza media, pieza

principal y pieza final (Figura VI). El axonema de la pieza media está

recubierto por mitocondrias que se disponen en hélice, y que proveen al

esperrnatozoide de energía.

Maduración epididimaria

A diferencia de los invertebrados y vertebrados inferiores (tales como

teleósteos y anfibios anuros), en los mamíferos, los espermatozoides

testiculares no tienen Ia capacidad de reconocer y fertilizar al ovocito (1). Esta

capacidad se adquiere durante el tránsito de los espermatozoides por el

epididimo, proceso que se conoce como maduración epididimaria (9-13). Es

difícildeterminar el lugar exacto del epididimo donde se adquiere la capacidad

fertilizante, ya que no todos los espermatozoides adquieren dicha capacidad

simultáneamente, y existe variación entre las distintas especies. Sin embargo,

como regla general, la gran mayoría de los espermatozoides obtiene el

potencial fertilizante al llegar al cauda epididimario.

Otra diferencia fisiológica entre espermatozoides testiculares y epididimarios

consiste en su capacidad de movimiento. Mientras que los espermatozoides

testiculares son inmótiles o débilmente mótiles, los mismos adquieren una

motilidad progresiva y direccional durante su tránsito por el epididimo (1).
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Figura Vi: Estructura interna de un espermatozoide de mamífero típico.
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Durante este proceso de maduración. ocurren numerosos cambios en la

membrana plasmática del espermatozoide, que involucran tanto a lípidos

como a proteinas. En cuanto a las proteínas, se produce el procesamiento y/o

migración de aquellas ya existentes sobre el espermatozoide, o bien Ia

adquisición de nuevas proteínas secretadas por el epidídimo. Mientras que

algunas de estas proteínas mediarían Ia interacción del espermatozoide con el

ovocito (1), otras, que reciben el nombre de factores decapacitantes,

estabilizarían la membrana del espermatozoide impidiendo Ia ocurrencia de

una reacción acrosomal prematura (14).

Capacitación

Los espermatozoides maduros que salen del epidídimotienen la capacidad de

moverse, y una capacidad potencial pero no inmediata de fertilizar al ovocito.

Esta capacidad se expresa luego de permanecer durante cierto período en el

tracto femenino. Este fenómeno fue originalmente descripto en 1951 (15,16) y

recibe el nombre de capacitación (17). Si bien las bases moleculares de este

proceso no son totalmente conocidas, uno de los principales eventos

involucrados en la capacitación es la disminución del contenido de colesterol

de la membrana plasmática (18-20) debido a su captura por la albúmina y por

lipoproteínas de alta densidad presentes en el tracto femenino (21,22). Esto

podría explicar el aumento de la fluidez de la membrana que ocurre con Ia

capacitación. Además de la disminución del contenido de colesterol, ocurren

numerosos cambios en la membrana plasmática del espermatozoide durante

la capacitación. Aquellas proteínas débilmente asociadas se disocian del

espermatozoide durante este proceso (14,23-25). Otras proteínas en cambio,

modifican su localización en el espermatozoide, migrando a otra región de Ia

membrana (26-29). Estos cambios en Ia membrana plasmática son necesarios

para que posteriormente ocurra la reacción acrosomal y, por lo tanto, preparan

al espermatozoide para la fertilización.
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Existen otros fenómenos asociados a la capacitación, tal como la fosforilación

en tirosina de diversas proteínas del esperrnatozoide, el aumento del pH

intracelular, y Ia hiperpolarización de la membrana plasmática (30,31). Sin

embargo, se desconoce si estos procesos son componentes esenciales de la

capacitación.

Un fenómeno íntimamente relacionado con la capacitación, observado tanto ¡n

vivocomo in vitroen todas las especies estudiadas, es la hiperactivación. Con

este nombre se describe el tipo de movimiento que presentan los

espermatozoides en el lugar de la fertilización. Este movimientose caracteriza

por un incremento en la velocidad, una disminución de Ia linealidad, un

aumento de la amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza, y por

movimientos del flagelo similares a latigazos (30).

Se cree que la hiperactivación ayuda al desprendimiento de los

espermatozoides de las células oviductales (32), y que sería esencial para la

penetración de Ia ZP (33).

Reacción acrosomal

El acrosoma es una estructura membranosa que cubre la porción anterior del

núcleo del espermatozoide. Dentro del acrosoma existe una complicada matriz

proteica, así como diversas enzimas hidrolíticas, principalmente la proteasa

acrosina y la hialuronidasa (1). La reacción acrosomal (RA) consiste en la

liberación del contenido acrosomal, y presenta similitudes con el proceso de

exocitosis. La reacción comienza con la fusión entre la membranaacrosomal

externa y la membrana plasmática en múltiples puntos, con excepción del

segmento ecuatorial (Figura VII). En los sitios de fusión, la membrana

plasmática y Ia membrana acrosomal externa forman vesículas, y se crean

poros por los que se libera el contenido acrosomal. Como resultado, la
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Figura VII:Esquema de Ia progresión de la reacción acrosomal. A) Antes
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membrana acrosomal interna adquiere continuidad con la membrana

plasmática.

A diferencia de Ia'capacitación, este proceso es muy rápido e irreversible. El

estado capacitado de los espermatozoides es una condición esencial para

que los mismos puedan sufrir una RA fisiológica (34). La misma se dispara

cuando un espermatozoide capacitado entra en contacto con Ia ZP del ovocito

(35). La proteína ZP3 actúa como Iigando (36), y su unión con el receptor en

el espermatozoide produce la agregación de los mismos (37), lo que inicia una

cascada de transducción de señales en el espermatozoide que incluye un

aumento en Ia concentración del calcio intracelular (1).

La importancia fisiológica de la RA radica en que sólo luego de haber

reaccionado un espermatozoide es capaz de atravesar la ZP y fusionarse con

el oolema (38,39). Por lo tanto, Ia RA tiene una función dual: permite que el

espermatozoide pueda atravesar la ZP y que posteriormente pueda fusionarse

con el oolema.

Interacción entre el espermatozoide y la ZP

Los espermatozoides capacitados se unen firmemente a la ZP antes de

penetrarla. Esta unión es mediada por la interacción entre moléculas de la ZP

y de la superficie del espermatozoide, y comprende dos pasos: 1) Ia unión del

espermatozoide intacto a la ZP, o “unión primaria", y 2) la unión del

espermatozoide reaccionado, o "unión secundaria“. En el ratón, las moléculas

de Ia ZP con capacidad de unir al espermatozoide son ZP2 y ZP3. Esta última

es el Iigando primario que se une a Ia membrana plasmática de la región

acrosomal del espermatozoide no reaccionado, mientras que ZP2 es el

Iigando secundario que preferentemente se une a la membrana acrosomal

interna del espermatozoide reaccionado (40-42). La proteína ZP3 de ratón
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posee tanto la capacidad de unir al espermatozoide como de disparar Ia RA.

Mientras que la unión del espermatozoide a la ZP requiere de los

olígosacáridos unidos en O son responsables de Ia unión del espermatozoide

(43), la inducción de la RA requiere tanto de la parte glicosídica como

peptídica (44). En cuanto al receptor del espermatozoide para la ZP, diversas

proteínas han sido postuladas como receptor primario, entre ellas la

galactosiltransferasa (45-47), sp56 (48), y p95 (49,50). Sin embargo, el tema

es objeto de controversias, y ninguna de las proteínas postuladas es aceptada

unánimemente como mediadora de la unión primaria. Por el contrario, existen

numerosas evidencias que indican que la acrosina estaría involucrada en la

unión secundaria (1).

La interacción espermatozoide-ZP es, en general, especie-específica. Esto

significa que un espermatozoide es capaz de unirse y penetrar sólo la ZP de

un ovocito de la misma especie. Aunque esto es lo que ocurre en general,

existen algunas excepciones con especies próximamente relacionadas, como

por ejemplo entre distintas especies de ratón del género Peromyscus (1). La

unión y penetración de la ZP, incluso puede ocurrir entre gametas de especies

distantes, como por ejemplo con espermatozoides ovinos y ovocitos bovinos, y

espermatozoides de hámster con ovocitos humanos (1).

Fusión del espermatozoide con el ovocito

La fusión entre las membranas plasmáticas del espermatozoide y el ovocito

constituye un evento clave en el proceso de fertilización, ya que sólo luego de

la ocurrencia de Ia fusión un ovocito puede considerarse fertilizado.

La fusión de membranas ocurre luego de que el espermatozoide ha

atravesado Ia ZP y el espacio perivitelino. La cabeza del espermatozoide se

une a la membrana plasmática del ovocito y luego de un breve período, que

varía según la especie, se produce una abrupta declinación o cesación del
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movimiento de Ia cola (51). Finalmente, todo el espermatozoide es

gradualmente incorporado al citoplasma del ovocito (52). La parte posterior de

la cabeza y la cola son incorporadas a través de un proceso de fusión de

membranas, mientras que la región anterior de la cabeza es incorporada al

citoplasma de un modo similar a la fagocitosis (Figura VIII).

Unión capcn A - v . --::­

La unión y fusión de gametas constituyen dos eventos independientes ya que,

bajo ciertas condiciones, los espermatozoides pueden unirse al oolema sin

fusionarse. Sin embargo, está generalmente aceptado que la unión es un pre­

requisito para que ocurra la fusión (53). Se ha visto unión no conducente a

fusión en el caso de espermatozoides con acrosoma intactos (39) y en ciertos

casos de unión entre espermatozoides y ovocitos sin ZP de especies distintas

(54). Dado que la presencia de Ca2+es necesaria para la ocurrencia de la

fusión, pero no para Ia unión, en ausencia de Ca2+ los espermatozoides

pueden unirse sin fusionarse (55).

Myles (53) propone que, teniendo en cuenta que los espermatozoides pueden

unirse al oolema sin que ocurra la fusión, es posible que exista más de un

mecanismo para el evento de unión, en los que se utilicen distintos tipos de

proteínas. Algunos de estos mecanismos de unión podrían no ser

conducentes a fusión. También es posible que se requieran varios eventos de

unión sucesivos para que las membranas se fusionen y que los primeros

eventos de unión puedan ocurrir a pesar de que luego la fusión no ocurra. Por

lo tanto, los autores han propuesto que es importante tener en cuenta que los

efectos observados por distintos tratamientos sobre el proceso de fusión

podrían deberse a un efecto sobre algún paso específico de Ia unión y no

sobre el proceso de fusión en sí.
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Figura VIII:Diagrama de la fusión entre el espermatozoide y el ovocito.



Intrndiirrión 20

La interpretación de los resultados obtenidos por distintos laboratorios con

respecto a la etapa de unión puede resultar engorrosa debido a que la unión

es generalmente evaluada luego de un período variable de coincubación 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, número de lavados, etc.)

provocando una gran variabilidad en los resultados obtenidos por distintos

operadores. Por otro lado, si en el momento de evaluar la unión, la fusión ya

ha ocurrido, ésta podría provocar alguna alteración de la membrana (ver

Exocitosis de gránulos corticales) de forma tal que los espermatozoides no se

unan de la misma manera que lo hacían previo a la fusión, provocando así la

liberación de los espermatozoides unidos. Más aún, la ocurrencia de una

unión no conducente a fusión podría estar enmascarando la ocurrencia de la

unión conducente a este evento (53).

Sitios de iniciación de la fusión entre el espermatozoide y el ovocito

Las regiones de la membrana plasmática que inicialmente participan en la

fusión son restringidas tanto en el espermatozoide como en el ovocito. En el

caso del espermatozoide, es aceptado que la membrana plasmática que cubre

al segmento ecuatorial es la que primeramente se fusiona con el ovocito

(1,56). Excepcionalmente, en los casos en que durante la reacción acrosomal

también se pierde el segmento ecuatorial (por ejemplo, luego de largas

incubaciones en condiciones capacitantes), la fusión puede iniciarse por la

región post-acrosomal (57). Es importante recalcar que el segmento ecuatorial

sólo adquiere capacidad de fusionarse con el oolema una vez que el

espermatozoide ha sufrido la reacción acrosomal (1,38,58,59). Los

espermatozoides intactos, independientemente de que se encuentren

capacitados o no, no son capaces de fusionarse con el ovocito (38,60). La

motilidad parecería no ser un requisito absoluto para la ocurrencia de la
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fusión, ya que ha sido demostrado que espermatozoides inmótiles o de muy

baja motilidadson capaces de fusionarse con el ovocito (1).

En el caso del ovocito, Ia superficie del mismo se encuentra polarizada y

pueden distinguirse al menos dos regiones: el dominio que recubre el huso

meiótico, que se halla libre de microvellosidades, y el resto de la membrana

del ovocito, que presenta numerosas microvellosidades. Además de estas

diferencias estructurales entre ambas regiones, las proteinas presentes en la

región libre de microvellosidades presentan una mayor movilidad respecto a

aquellas presentes en el resto del oolema (61). La fusión raramente ocurre por

la región de la membrana libre de microvellosidades (52,62-64). Esto podría

deberse a que el segundo corpúsculo polar se forma y libera por esta región

luego de la fertilización, resultando “peligroso” que el espermatozoide se

fusione e incorpore allí ya sea porque su presencia podría interferir con Ia

correcta liberación del segundo corpúsculo, o bien porque el mismo

espermatozoide podría ser eliminado durante el proceso de extrusión.

Si bien al asociarse al oolema, el espermatozoide entra en contacto con las

microvellosidades, aún no se conoce si las mismas son esenciales para la

ocurrencia de la fusión (65).

Detección de la ocurrencia de la fusión

En general, los ensayos de fusión espermatozoide-ovocito son llevados a

cabo in vitro, utilizando para ello ovocitos sin ZP, con Io cual se evita Ia

interferencia de la zona en la realización del ensayo y en Ia interpretación de

los resultados (39).

Existen principalmente dos formas de evaluar la ocurrencia de la fusión

espermatozoide-ovocito. El método más comúnmente utilizado es Ia

observación de la incorporación del espermatozoide al citoplasma del ovocito,

que constituye una evidencia indirecta pero inequívoca de que la fusión de

membranas ha ocurrido. El otro método utilizado consiste en preteñir los
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ovocitos con un fluorocromo especifico para ADN, como lo es el Hoechst

33342, y luego inseminarlos con espermatozoides no tratados. Si ocurre la

fusión, el fluorocromo entra al espermatozoide que se ha fusionado y tiñe su

ADN, resultando en la aparición de una cabeza fluorescente en la superficie

del ovocito. Los espermatozoides que no se han fusionado permanecen no

fluorescentes (66,67).

Especificidad de especie en la fusión

Debido a que el ovocito de hámster sin ZP puede ser penetrado por

espermatozoides de todas las especies estudiadas hasta el momento (39), y

que inicialmente los estudios de fusión de gametas se realizaron en esta

especie, durante mucho tiempo se creyó que no existia especificidad de

especie en el proceso de fusión. Sin embargo, actualmente es aceptado que,

aunque menos restringida que la penetración de Ia ZP, existe especificidad de

especie en este proceso. Es así como por ejemplo, los ovocitos de ratón sólo

pueden ser penetrados por espermatozoides de la misma especie (68). La

fusión de gametas heterólogas es posible en algunos casos, pero sólo con

gametas provenientes de determinadas especies y no siempre en ambas

direcciones. Por ejemplo, los ovocitos de rata pueden ser penetrados

heterologamente por espermatozoides de ratón, pero los ovocitos de ratón no

pueden ser penetrados por espermatozoides de rata (69). Inclusive, los

mismos ovocitos de hámster sin ZP poseen cierto grado de especificidad ya

que, al ser inseminados en una misma cápsula con iguales cantidades de

espermatozoides provenientes de hámster, cobayo y humanos, el número de

espermatozoides de hámster que se encuentra en cada ovocito siempre es

mayor al correspondiente a las otras especies (38).
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Consecuencias dela fusión

Luego de la fusión con el espermatozoide, el ovocito inicia una serie de

eventos morfológicos y bioquímicos que llevan a la división celular y

diferenciación, o sea a la formación de un nuevo individuo. A esta

reanudación de la actividad del ovocito se Io denomina activación. Unos

segundos luego de que la fusión ha ocurrido se produce un aumento

transitorio de los niveles de Ca2+ citoplasmático en el ovocito (70). Los

indicadores más visibles de la activación son a) la exocitosis de los gránulos

corticales y b) Ia reanudación de la meiosis.

a) Exocitosis de los gránulos corticales: Los gránulos corticales son vesículas

derivadas del aparato de Golgi que contienen mucopolisacáridos y diversas

enzimas, y se disponen en la periferia del ovocito. Pocos minutos luego de

producida la fusión, más del 95% de los gránulos corticales ha sido expulsado

por exocitosis (1). Su función es modificar la ZP, en Io que se denomina la

“reacción de zona”, como así también el oolema de forma tal de prevenir Ia

polispermia. Ha sido demostrado en varias especies, que las proteasas

liberadas de los gránulos corticales provocan la hidrólisis parcial de proteínas

de Ia ZP (cerdo:(71), humano: (72)). En el ratón, ZP2 (120 kDa) es

hidrolizada, resultando en una proteína de 90 kDa a Ia que se denomina ZP2,

(73). ZP3 también es modificada por el contenido de los gránulos corticales,

pero en este caso se modifica el patrón de glicosilación de dicha proteína

(74).

El oolema también es modificado luego de la reacción cortical, y este cambio

se conoce como “reacción vitelina”.Dado que las membranas de los gránulos

corticales se integran al oolema luego de su exocitosis (75), se postula que

tanto su contenido como sus membranas juegan un papel importante en el

establecimiento del bloqueo de polisperrnia a nivel de la membrana

plasmática.
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En algunas especies, como el hámster, humano y perro, Ia prevención de

polispermia depende principalmente de la reacción de zona. En otras

especies, corno el conejo y el murciélago, el bloqueo depende principalmente

de la modificación del oolerna, por Io cual estos ovocitos presentan

normalmente espermatozoides supemumerarios en el espacio perivitelino.

Existe además un tercer grupo de especies, que incluye a la rata, ratón y

cobayo, en el que el bloqueo de polispermia depende de ambos (1).

b) Reanudación de la meiosis: Una vez que se ha completado la meiosis y

liberado el segundo corpúsculo polar, el complemento haploide resultante se

transforma en el pronúcleo femenino. En tanto, el núcleo del espermatozoide

se decondensa y se transforma en el pronúcleo masculino. En ambos

pronúcleos comienza la síntesis de ADN. Una vez que los pronúcleos han

completado su desarrollo, migran al centro del ovocito, sus envolturas

nucleares se desintegran y los cromosomas se unen (singamia) para dar lugar

a la primera división meiótica.

Moléculas involucradas en el proceso de fusión espennatozoide-ovocito

Si bien el proceso de fusión de gametas ha sido ampliamente caracterizado

en sus aspectos estructurales, sólo en los últimos años se han realizado
estudios tendientes a identificar las moléculas involucradas en esta

interacción. La estrategia más comúnmente utilizada consiste en probar si

anticuerpos poli- o monoclonales contra proteínas del espermatozoide son

capaces de interferir con la ocurrencia de la fusión. Por lo tanto, si bien

escasa, la mayor parte de la informacióndisponible se refiere a moléculas del

espermatozoide, y es más limitada cuando se trata de las moléculas del

ovocito involucradas en fusión.
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La existencia de componentes de la membrana del ovocito involucrados en el

proceso de fusión fue sugerida por primera vez por Boldt y colaboradores

(76,77) quienes demostraron que el tratamiento de ovocitos de ratón con

proteasas afecta la habilidad de dichos ovocitos de fusionarse con el

espermatozoide. Estudios posteriores mostraron que una proteína de 94 kDa

desaparece de los ovocitos tratados y puede ser regenerada por los ovocitos

luego de varias horas de terminado el tratamiento, paralelamente a la

recuperación de la capacidad de fusión de dichos ovocitos (78,79). La

situación en el hámster parece ser distinta que en el ratón ya que el oolema

del ovocito de hámster es muy resistente al tratamiento proteolítico (80,81).

Bronson y Fusi (82,83) mostraron que el agregado de un péptido que contenía

la secuencia Arg-GIy-Asp (RGD) a ovocitos de hámster sin ZP afectaba la

interacción con el espermatozoide, indicando la existencia de sitios de unión

para RGD en la superficie del ovocíto. Dado que muchas integrinas reconocen

al péptido RGD, se sugirió que estos sitios de unión podrían ser integrinas. La

presencia de distintos tipos de integrinas en el oolema fue demostrada por

diferentes grupos (84-86). Almeida y colaboradores (86) sugirieron que, en

particular la integrina asia“ sería el receptor para la subunidad B de fertilina,

una proteína del espermatozoide involucrada en fusión.

Recientemente, se describió Ia asociación entre la integrina (1381y la proteína

CDQ en la membrana del ovocíto de ratón (87). C09 es un miembro de la

superfamilia de proteínas con cuatro dominios transmembrana (o

tetraspaninas), que funcionan a través de interacciones laterales con otras

proteínas de superficie (88). Asi, estas moléculas funcionarían como

“facilitadores” más que como receptores, y reclutarían otras moléculas de

superficie para el proceso de fusión. Otras tetraspaninas han sido implicadas

en Ia fusión de membranas en otros sistemas, tal como en la fusión de

mioblastos durante la diferenciación de células musculares (89). La
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participación de CD9 en la fusión de gametas se confirmó con el uso de

animales "knock out” para esta proteína. 0vocitos provenientes de estos

animales tienen una capacidad normal de unir espermatozoides, pero

presentan una severa inhibición en su capacidad de fusionarse (90-92).

Debido a la asociación entre CDQy asc, en la superficie del ovocito (90), se

ha postulado que CDS participaría en Ia fusión a través de su interacción con

(1631(87,90-92). Sin embargo, recientemente se ha informado que 0vocitos

que carecen de la integrina 01381presentan una capacidad de fusión normal,

por lo que la integrina no sería esencial para Ia fusión de las gametas (93). En

consecuencia, CD9 podría participar indirectamente en este proceso a través

de su interacción con otras proteínas del ovocito o, altemativamente, podría

interactuar directamente con una proteína del espermatozoide. En este

sentido, se conoce el caso de una tetraspanina que funciona corno receptor, la

proteína C081 que es utilizada por el virus de la hepatitis C para entrar a Ia

célula huésped (94).

Coonrod et al (95) estudiaron el efecto del tratamiento de ovocitos de ratón

con la fosfolipasa específica de fosfatídilinositol (Pl-PLC), observando una

inhibición de la unión de los espermatozoides al oolema, así como de la fusión

de las gametas. El análisis por SDS-PAGE bidimensional de las proteinas

liberadas por la enzima, reveló la presencia de una proteína de 70k Da (pl 5) y

otra de 35-45 kDa (pl 5.5). Por su parte el tratamiento de ovocitos de hámster

con PI-PLC, liberó un grupo de proteínas de 25-40 kDa (pl 5-6) al mismo

tiempo que inhibió la interacción de los ovocitos con espermatozoides

humanos (96). Se ha propuesto que las proteínas liberadas por la PI-PLC

constituirían proteínas unidas al oolema mediante un ancla de

gIicosilfosfatidilinositol (GPI), que estarían involucradas en la interacción de

las gametas. La identidad de estas proteínas aún no se conoce.
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Saling y colaboradores (97) mostraron que dos anticuerpos monoclonales

(M29 y M37) son capaces de inhibir específicamente el proceso de fusión en

el ratón. El anticuerpo M29 reconoce un antígeno de 40 kDa que se localiza

en el segmento ecuatorial del espermatozoide. El antígeno reconocido por el

anticuerpo M37, no ha sido aún caracterizado.

El anticuerpo monoclonal OBF13, dirigido contra espermatozoides de ratón,

también produce una reducción significativa del porcentaje de ovocitos

penetrados (98). Si bien el antígeno reconocido por OBF13 no ha sido aún

identificado, su localización ha sido extensamente estudiada. El anticuerpo no

se une a espermatozoides epididimarios frescos, mientras que reconoce la

región acrosomal de espermatozoides frescos permeabilizados (99) y toda la

cabeza de los espermatozoides reaccionados (99,100). Los autores postulan

que el antígeno reconocido por OBF13 estaría localizado en el acrosoma de

los espermatozoides intactos y que, luego de la reacción acrosomal, podría

migrar hacia Ia región post-acrosomal.

Focarelli et al (101) identificaron una proteína de 20 kDa en el espermatozoide

humano, que llamaron gp20. La proteína se localiza sobre la cabeza y la pieza

media de la cola en espermatozoides frescos, y en el segmento ecuatorial de

espermatozoides capacitados. El anticuerpo anti-gp20 es capaz de inhibir la

penetración de ovocitos de hámster por espermatozoides humanos,

sugiriendo la posible participación de Ia proteína en la fusión de las gametas.

La secuenciación del extremo N-terminal de gp20 indicó una homología del

100% con 0052, una proteína previamente descripta como asociada a la

maduración epididimaria (102), y con la proteína SAGA, previamente

identificada como uno de los antígenos reconocidos por anticuerpos

aglutinantes de pacientes inmunoinfértiles (103).

La proteína “ecuatorina”, denominada así por su localización en el segmento

ecuatorial, fue identificada en el espermatozoide de rata y de ratón utilizando



Introducción 28

anticuerpos monoclonales (104). En experimentos de fertilización in vitro, el

anticuerpo monoclonal MN9 anti-ecuatorina no afecta la motilidad de los

espermatozoides, Ia unión de los mismos a la ZP, o la penetración de Ia ZP.

Sin embargo, el porcentaje de ovocitos fertilizados se reduce

significativamente, observándose la acumulación de espermatozoides en el

espacio perivitelino (105). La fertilización ¡n vitro de ovocitos sin ZP también

es inhibida por el anticuerpo MN9, confirmando el efecto del anticuerpo sobre

la etapa de fusión de las gametas.

Otro anticuerpo monoclonal dirigido contra espermatozoides humanos

reaccionados, el anticuerpo MH61, produce una inhibiciónen el porcentaje de

ovocitos de hámster sin ZP penetrados por espermatozoides humanos (test de

hámster) (106). MH61 reconoce una proteína de 43 kDa que se localiza en la

región post-acrosomal del espermatozoide reaccionado, y no se une a

espermatozoides frescos. La secuenciación de la proteína reconocida indicó

que la misma correspondía a la proteína de adhesión CD46 (107).

Resultados similares se obtuvieron al utilizar el anticuerpo monoclonal PH-30

que inhibe el proceso de fusión y reconoce una proteína a la que se denominó

PH-30 y más recientemente, "fertilina" (108). En el ratón, fertilina se localiza

en el segmento ecuatorial del espermatozoide reaccionado (109), ubicación

consistente con una posible participación en el proceso de fusión. Fertilina

está formada por dos subunidades, a (47 kDa) y [3(30 kDa), cada una de las

cuales es una proteina integral de membrana que se expresa como un

precursor de mayor tamaño (108,110), que contiene un dominio desintegrina y

un dominio metaloproteasa (111). Estas proteínas fueron los primeros

miembros clonados de la creciente familia ADAM (a desintegrin and

metalloprotease domain) (112-114). Las desintegrinas son proteínas que se

unen a las integrinas, moléculas involucradas en la adhesión celular. Mientras

que la subunidad rsconserva el dominio desintegrina en la proteína madura, la

subunidad a presenta un potencial péptido de fusión (110), similar a los
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observados en diferentes proteínas virales. Estas características de fertilina

permitieron elaborar un modelo para explicar su participación en la fusión de

gametas: el dominio desintegrina de fertilina [3se uniría a una integrina del

ovocito, lo que expondría el péptido fusogénico de fertilina a, conduciendo a la

fusión de las membranas (115). Mientras que diversos trabajos han

cuestionado la función propuesta para la subunidad a (116-118), diversas

evidencias apoyan la función propuesta para fertilina [3. Péptidos sintéticos

con Ia secuencia correspondiente a la región desintegrina de fertilina B fueron

capaces tanto de unirse al ovocito, como de inhibir la fusión espermatozoide­

ovocito (119). Por otro lado, la construcción de ratones deficientes en fertilina

B y el análisis de su fertilidad, indicó que los ratones macho resultaron

infértiles (120). Si bien los espermatozoides de estos animales presentaron

una reducción en su capacidad para unirse al oolema en ensayos de fusión in

vitro, la causa de la infertilidad ¡n vivo resultó ser la incapacidad de los

espermatozoides para llegar al oviducto, por lo que fertilina [3podría poseer

otras funciones adicionales.

La proteina “ciritestina” fue clonada en el ratón, y mostró ser también un

miembro de la familia ADAM(112,121). La presencia de péptidos específicos

para la región desintegrina de ciritestina, asi como de anticuerpos dirigidos

contra estos péptidos, produce una fuerte inhibición tanto de la unión como

de la fusión entre el espermatozoide y el ovocito (109,122). En cuanto a la

localización celular de ciritestina, existen controversias. Mientras que Linder y

colaboradores (123) describen que la misma se localiza exclusivamente sobre

la membrana acrosomal interna del espermatozoide de ratón, Yuan et al (109)

Ia detectan por inmunofluorescencia sobre el segmento ecuatorial de

espermatozoides de ratón. Si bien los ratones macho “knock out” para esta

proteína son infértiles, la capacidad de fusión de los espermatozoides no está

afectada, y la infertilidad se debería a la inhibición de la interacción de los

espermatozoides con la ZP (124). Por lo tanto, no es del todo claro el papel

desempeñado por esta proteina en el proceso de fusión de las gametas.
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La proteína DE y su participación en el proceso de fusión en la rata, fueron

descriptas inicialmente por nuestro laboratorio. Su caracterización, asi como

las evidencias de su participación en la fusión de gametas, se describen a

continuación.

Proteína DE

Las proteinas “D”y "E", descriptas por primera vez por Cameo y Blaquier en

1976 (125), fueron denominadas así en base a su migración respecto a la

albúmina (a la que se le asignó la letra "A")en geles no desnaturalizantes

Posteriormente, otros laboratorios describieron proteínas epididimarias con

características bioquímicas similares a D y E. Mientras que Brooks y Higgins

(126) mantuvieron la nomenclatura original asumiendo que sus proteínas

correspondían a las originalmente descriptas por Cameo y Blaquier, otros

autores utilizaron diversos nombres para estas proteínas (127-130). El ADNc

de dos de estas proteínas fue clonado por Brooks et al (131) y por Charest et

al (132), que obtuvieron la misma secuencia.

La purificación y caracterización inicial de D y E indicó la naturaleza ácida de

las mismas, con puntos isoeléctricos de 5.13 y 4.95 para D y E

respectivamente, y un peso molecular de 37 kDa. La naturaleza glicoproteica

de ambas proteínas se describió originalmente por la reacción positiva con

ácido periódico, seguido de reactivo de Schiff (133), determinándose

posteriormente que la masa glicosídica representa un 10 % del total y está

compuesta por residuos manosa, galactosa, N-acetil glucosamina, ácido N­

acetil neuramínico, y glucosa (134).

Dadas las características comunes entre D y E, y la copurificación luego de

numerosos pasos de separación de proteínas, se postuló que la glicosilación

heterogénea de un único polipéptido originaria ambas proteínas (134),

pasando a ser designadas como una única entidad: "DE".
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La proteína DE se sintetiza específicamente en el epididimo, mayoritariamente

en el caput, y en menor medida en el corpus (135), y se asocia a los

espermatozoides durante el tránsito epididimario (136), Iocalizándose en la

región del acros'oma anterior (137). Recientes resultados de nuestro

laboratorio indican la existencia de dos poblaciones asociadas a la superficie

del esperrnatozoide con afinidades diferentes: una población mayoritaria que

se asocia en forma débil, y puede ser extraída mediante el tratamiento con

NaCl 0.4 M, y una fracción minoritaria que se asocia con mayor afinidad y

requiere el tratamiento con detergentes o agentes caotrópicos para lograr su

disociación del espennatozoide (138). En tanto la población “fuertemente

unida" aparece en espermatozoides del caput epididimario y se mantiene

constante a lo largo de la maduración, la población “débilmente unida" se

incrementa durante el tránsito de los espermatozoides por el epididimo (138).

La inseminación intrauterina con espermatozoides de rata preincubados con

el anticuerpo anti-DE, produjo porcentajes de fertilización significativamente

menores que aquellos obtenidos con espermatozoides preincubados con un

anticuerpo control (139). Este resultado constituyó la primera evidencia de Ia

posible participación de DE en el proceso de fertilización. Posteriormente, se

observó que la proteína DE migraba de su localización original hacia el

segmento ecuatorial, luego de Ia capacitación ¡n vitro o ¡n vivo (140). La

relocalización de Ia proteína al segmento ecuatorial, región por Ia cual el

espennatozoide se fusiona con el ovocito, sugirió Ia posibilidad de que la

misma participara en el proceso de fusión espermatozoide-ovocito.

Resultados posteriores de nuestro laboratorio indicaron que la presencia de

proteína DE durante Ia coincubación de espermatozoides y ovocitos de rata

sin ZP, producía una disminución significativa del porcentaje de ovocitos

penetrados (141). El efecto inhibitoriofue dependiente de la concentración, y

específico para Ia proteína DE, ya que la presencia de otras proteínas

utilizadas como control (ovoalbúmina, a Iactoalbúmina, anhidrasa carbónica)
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no tuvieron efecto sobre el porcentaje de ovocitos fertilizados. La unión inicial

de los espermatozoides a los ovocitos, no fue afectada por la presencia de la

proteína DE, indicando que la misma participa en un evento posterior a la

unión de las gam‘etas y conducente a la fusión de las membranas. Estos

resultados sugerían la existencia de sitios complementarios para DE en la

superficie del ovocito. Mediante experimentos de inmunofluorescencia

indirecta, se observó la presencia de dichos sitios complementarios sobre

toda Ia superficie del ovocito, exceptuando el área libre de microvellosidades

que cubre el huso meiótico, área por la cual el espermatozoide raramente se

fusiona con el ovocito. Por lo tanto, mientras la proteína DE se localiza sobre

la región fusogénica de la membrana plasmática del espermatozoide, los sitios

complementarios para DE se encontrarían localizados en la región fusogénica

de la membrana plasmática del ovocito. Estos resultados constituyeron la

primera evidencia acerca de la existencia de sitios complementarios para una

proteína del espermatozoide sobre el ovocito de mamíferos.

Con el fin de estudiar la relevancia de los sitios complementarios para DE en

Ia fusogenicidad del oolema, se investigó la relación entre la aparición de

dichos sitios durante el desarrollo de los ovocitos, y Ia adquisición de la

capacidad fusogénica de los mismos. Los resultados indicaron que los

ovocitos inmaduros con un diámetro menor a 50 pm, no presentaron

capacidad de fusionarse con los espermatozoides, como así tampoco sitios

complementarios para DE en su superficie (142). Por el contrario, los ovocitos

inmaduros con un diámetro superior a los 50 um, o en estadios de maduración

más avanzados, mostraron capacidad para fusionarse con espermatozoides,

como así también la presencia de sitios complementarios para DE. La

participación de los mismos en la adquisición de la capacidad fusogénica

quedó demostrada por la inhibición de la fertilización producida por la

presencia de la proteína DE durante la coincubación de espermatozoides con

ovocitos inmaduros (142). Estos resultados indicaron que la aparición de sitios
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complementarios para DE mediaría Ia adquisición de fusogenicidad del

oolema durante Ia ovogénesís.

Recientemente, en nuestro laboratorio se ha estudiado Ia presencia de la

proteína DE en el ratón. Experimentos de Western blot utilizando el anticuerpo

contra la proteína DE de rata, indicaron la presencia de una proteína con un

tamaño similar en extractos epididimarios y de espermatozoide (143). En

estudios de IFl, anti-DE reconoció a la proteína sobre la región acrosomal de

la cabeza del espermatozoide de ratón. Al igual que en la rata, la presencia de

la proteína durante la coincubación de espermatozoides y ovocítos sin ZP,

produjo una disminución significativa en el porcentaje de fertilización, sin

inhibir Ia unión de las gametas. La incubación de ovocítos de ratón sin ZP con

la proteína DE, y su posterior utilización en ensayos de IFI utilizando anti-DE

como primer anticuerpo, indicó la presencia de sitios complementarios para

DE en la región fusogénica de los ovocitos de esta especie (143).

Considerando que existe información sobre la participación tanto de fertilina

como de DE en Ia fusión de gametas de ratón, es posible delinear una

secuencia de eventos involucrados en el proceso de fusión en este modelo

animal. Fertilina mediaría la unión inicial de las gametas, a través de la

interacción de su dominio desintegrina con una integrina presente sobre el

oolema, mientras que la proteína DE y sus sitios complementarios

participarían en un evento posterior a la unión y conducente a la fusión de las

membranas plasmáticas de ambas gametas. Sin embargo, el mecanismo

molecular por el cual DE participaría en el proceso de fusión, aún se

desconoce. La identificación de los componentes estructurales de la proteína

involucrados en su función permitirá avanzar en la comprensión de dicho

mecanismo. Por lo tanto, el objetivo de la primer parte de esta Tesis ha

sido estudiar la relación existente entre la estructura de la proteína DE,y

la actividad biológica de la misma.
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Con el fin de investigar si además de participar en el proceso de fusión, Ia

proteína DE era relevante para la fertilidad de un individuo, ratas macho y

hembra de las cepas Sprague-Dawley, Wistar y Lewisfueron inmunizadas con

proteína DE purificada de epididimo, evaluándose tanto la presencia de

anticuerpos anti-DE como la fertilidad de los animales durante un periodo de 6

meses. Mientras que ninguno de los animales de la cepa Sprague-Dawley

presentaron anticuerpos anti-DE, y su fertilidad fue del 100%, el 92 % de los

sueros de animales Wistar, y el 93% de los correspondientes a animales

Lewis, resultaron positivos para la presencia de estos anticuerpos, y

presentaron una inhibiciónsignificativa o completa de la fertilidad (144).

La especificidad de la respuesta inmune quedó evidenciada por experimentos

de Western blot, en los que los sueros inmunes reconocieron, a diferencia de

los sueros controles, a la proteína DE en extractos epididimarios y de

espermatozoides, sin reaccionar en forma cruzada con otras proteínas de

diversos tejidos reproductivos y esenciales (145). Por otro lado, los sueros

inmunes fueron capaces de reconocer, por IFI, a la proteina DE tanto en su

localización dorsal en espermatozoides frescos, como en su localización

ecuatorial en espermatozoides capacitados. El efecto de los sueros sobre la

capacidad fertilizante de los espermatozoides fue evaluado mediante

procedimientos indirectos, en los que espermatozoides epididimarios

preincubados con los sueros fueron expuestos a ovocitos sin ZP en ensayos

de fusión. La incubación de los espermatozoides con suero proveniente de

animales inyectados con DE produjo una disminución significativa del

porcentaje de ovocitos penetrados, a diferencia de los espermatozoides

incubados con suero control. Esta inhibición no involucró la aglutinación o

inmovilización de los espermatozoides (144). Por su parte, la inseminación

intrauterina con espermatozoides expuestos a los sueros inmunes, produjo

una reducción del porcentaje de ovocitos penetrados recuperados del

oviducto, respecto al obtenido con espermatozoides incubados con suero

control (145). Esta inhibición tampoco fue debida a un efecto sobre la
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viabilidad o motilidad de los espermatozoides, ni sobre su capacidad de sufrir

la capacitación, o la RA.

En conjunto, estos resultados apoyaban la participación de los anticuerpos

como mediadores del efecto inhibitorio de la fertilidad. La capacidad

demostrada por DE de producir una respuesta inmune y una reducción de la

fertilidad en animales inmunizados sugiere su potencial uso para el desarrollo

de un método inmunológico para el control de la fertilidad. Una evidencia que

apoya fuertemente esta posibilidad, es Ia existencia de casos de infertilidad

humana asociados a la presencia de anticuerpos anti-espermatozoides (AAE)

en suero. La presencia de AAE ha sido implicada en 5-30 % de los casos de

infertilidad (146), y es detectada en prácticamente todos los hombres

vasectomizados (147). Los pacientes vasectomizados con altos títulos de

anticuerpos AAEtienen una baja probabilidad de recuperar la fertilidad luego

de la vasoanastomosis (148,149). Exceptuando su infertilidad, los pacientes

inmunoinfértiles tanto hombres como mujeres, no presentan ninguna

alteración en su salud a pesar de la persistencia por años de los AAE. Estos

datos sugieren que las proteínas del espermatozoide pueden generar en

ambos sexos una respuesta inmune capaz de inhibir la fertilidad, y en

ausencia de daños colaterales.

Además de la proteína DE, se ha ensayado la capacidad de diversos

antígenos del espermatozoide para producir una respuesta inmune y una

reducción de la fertilidad. El resultado más exitoso se logró con la

inmunización de cobayos con PH20, una glicoproteina de la superficie del

espermatozoide (150) que posee actividad de hialuronidasa y está involucrada

en la unión secundaria a la ZP (151). La totalidad de los machos y de las

hembras inyectados presentó una inhibición completa de la fertilidad, que

revirtió luego de la disminución de los títulos anti-PH20 en suero (152). Sin

embargo, posteriormente, se demostró que la inmunización de los machos con

PH20 produce orquitis autoinmune severa, por lo cual Ia infertilidad luego de

la inmunización se debería a la ausencia de espermatozoides en el epididimo
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y no a una inhibiciónespecifica de la actividad de la proteína (153). Esto puso

de manifiesto la importancia de conocer los mecanismos involucrados en la

inhibición de la fertilidad en este tipo de estudios. Por lo tanto, uno de los

objetivos de este trabajo consistió en estudiar los mecanismos

involucrados en la inhibición de la fertilidad luego de la inmunización de

ratas con la proteína DE.

El potencial uso de una proteína para el desarrollo de un método

inmunológico de regulación de la fertilidad, requiere sin embargo, que la

proteína pueda ser producida en gran escala y de manera homogénea, lo que

es muy difícil de lograr a partir de la purificación de la proteina nativa. Esto

lleva a que sea necesario lograr la expresión recombinante de la proteína, o la

síntesis orgánica de un péptido correspondiente a la misma. Por Io tanto, el

siguiente objetivo de este trabajo, consistió en evaluar si la proteína DE

expresada en forma recombinante es capaz de reproducir los efectos de

la proteína nativa, tanto en lo que respecta a la inducción de una

respuesta inmune como a la inhibición de la fertilidad en animales.

El potencial desarrollo de un método inmunológico de regulación de la

fertilidad humana utilizando proteínas del espermatozoide, requiere la previa

identificación y caracterización de una proteína involucrada en el proceso de

interacción de gametas de dicha especie. En este sentido, dos grupos de

trabajo describieron en 1996 la presencia de una proteína similar a DE en el

ser humano. Esta proteína, llamada ARP (AEG-Related Protein) (154) o

hCRlSP-1 (155), presenta una identidad del 40% con la secuencia de Ia

proteína publicada por Brooks (131) y Charest (132), se expresa

específicamente en el epidídimo, y se asocia a la superficie del

espennatozoide humano durante la maduración. Debido a las numerosas

similitudes entre ARP y DE, existía la posibilidad de que la proteina humana
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cumpliera una función similar a la proteína DE, razón por la cual nuestro

laboratorio comenzó a investigar la participación de ARP en el proceso de

fusión de gametas. Dado que por motivos éticos, no es posible realizar el

ensayo de fertilización utilizando espermatozoides y ovocitos humanos, se

recurrió al empleo del test de hámster (HOPT: hamster oocyte penetration

test), comúnmente utilizado en clinicas de infertilidad para predecir la

capacidad fertilizante de una muestra de espermatozoides humanos. Este

ensayo, se basa en el hecho de que los espermatozoides humanos pueden

penetrar ovocitos de hamster sin ZP, lo cual brinda información sobre la

capacidad que tiene el espermatozoide humano de capacitarse, sufrir la RAy

fusionarse con el oolema. La presencia del anticuerpo anti-ARP durante la

coincubación de espermatozoides humanos con ovocitos de hámster produjo

una reducción significativa del porcentaje de ovocitos penetrados, sin afectar

la viabilidad o motilidad de los espermatozoides, o la unión inicial de los

espermatozoides al oolema (156), sugiriendo la participación de ARP en el

proceso de fusión espermatozoide-ovocito. Si bien estos resultados, junto con

los obtenidos en las ratas inmunizadas con DE, apoyan el potencial uso de

ARP para el desarrollo de un método inmunológico de control de la fertilidad

en el ser humano, es necesario primeramente realizar una serie de ensayos

en una especie cercana. Por esta razón el último objetivo de esta Tesis

consistió en el estudio de la capacidad inmunogénica de la proteína

epididimaria ARP en un modelo de primates no humanos.
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De acuerdo a Io descripto, el presente trabajo ha tenido dos objetivos

principales:

l. Estudio de la relación estructura-función de la proteína

DE.

ll. Estudio del potencial uso de DE para el desarrollo de un

método inmunológico de regulación de la fertilidad.

Para llevar a cabo dichos objetivos, se realizaron los siguientes estudios:

Partel:

1. Clonado y secuenciación de DE, y expresión de la proteína

recombinante en bacterias.

2. Estudio de la importancia de los hidratos de carbono y puentes

disulfuro para la actividad biológica de la proteína.

3. Identificación del sitio o dominio de la proteína responsable de su

actividad.

Parte ll:

1. Estudio de los mecanismos responsables de la inhibición de la

fertilidad en ratas ¡nmunizadas con DE.

2. Evaluación de la capacidad de Ia proteína DE recombinante de

producir una respuesta inmune y una inhibiciónde la fertilidad.

3. Estudio de la capacidad inmunogénica de la proteína epididimaria

humana ARP en primates no humanos.



ODO
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Parte I

Animales

Para la obtención de gametas, se utilizaronratas macho adultas (3-12 meses),

y hembras prepúberes (26-29 días de edad) de la cepa Sprague-Dawley

Las ratas fueron mantenidas en el bioterio del IBYME,con alimento y agua ad

libitumy con un ciclo de 12 hs de luz y 12 hs de oscuridad

Proteína DEy anticuerpo anti-DE

La proteína DE utilizada en este trabajo fue purificada de acuerdo a Io

descripto por Garberi y colaboradores (133,134). Brevemente, la purificación

incluye la precipitación del citosol epididimario con (NH4);SO4, seguido de

una cromatografía de intercambio iónico en DEAE-celulosa, una cromatografía

en Sephadex G-100 y un paso final de cromatografía de afinidad en una

columna de Sepharosa-Concanavalina A (Pharmacia LKB,Uppsala, Suecia).

Cuando este material es sometido a electroforesis y tinción con plata, sólo se

detectan las bandas correspondientes a DE.

Para el desarrollo de este trabajo se utilizó el anticuerpo anti-DE: anticuerpo

policlonal (fracción IgG), dirigido contra las bandas de la proteína DE,

desarrollado en conejo en nuestro laboratorio (157).

Clonado de DE

Se utilizó una biblioteca de ADNc de epididimo de rata en 7Lgt11, cedida por

el Dr. D. Hamilton (Universidad de Minnesota, EE.UU.). Para el plaqueo de los

bacteriófagos se creció un cultivo de células E. coli Y1090 en 5 ml de LB

conteniendo 0.2% maltosa, hasta su saturación. El cultivo fue centrifugado a

3000 rpm por 10 min, y las células fueron resuspendidas en 2,5 ml de medio
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SM (804Mgz 10 mM, NaCI 0.1 M, gelatina 0.025%). En un tubo estéril se

mezclaron 200 ul de esta suspensión de bacterias con la solución de fagos

(entre 10 y 20 pl) y con 3 ml de "top agar” (SO4M9210 mM, 0.8% agar en LB

mantenido a 45°C). Una vez homogeneizado, el contenido del tubo fue

esparcido rápidamente sobre una placa de 90mm de LB-agar. Luego de la

solidificación del “top agar", la placa fue cultivada a 42°C hasta la aparición de

las playas de lisis. En ese momento, se colocó sobre el agar una membrana

de nitrocelulosa preincubada por 2 hs en IPTG 10 mM,y Ia placa fue incubada

durante 16 hs a 37°C. Los filtros fueron luego revelados como se indica en la

descripción de la técnica de Western blot, excepto que el anticuerpo anti-DE

fue diluido en presencia de un 10% de un extracto de proteínas de E. coli, con

el fin de capturar los anticuerpos que pudieran reaccionar con las proteínas

bacterianas Este extracto se preparó a partir de un cultivo saturado de

bacterias, que fue luego centrifugado, resuspendido en PBS (1/30 del volumen

original), y finalmente sonicado.

Las playas positivas fueron extraídas del agar mediante una pipeta Pasteur

estéril y colocadas en un microtubo conteniendo 1 ml de medio SM. Los

clones positivos fueron purificados mediante tres rondas sucesivas de

“screening”, obteniéndose finalmente los clones aislados de contaminantes.

En Ia primer ronda se analizaron 104fagos, detectándose seis positivos, de

los cuales cuatro pudieron ser purificados.

Preparación de la solución madre de fagos y titulación

En una placa de LB-agar se sembraron 105 fagos del clon a amplificar, tal

como se describe en la sección anterior. La placa se incubó a 42°C hasta la

confluencia de las playas de lisis, y luego de agregarse 5 ml de SM estéril, se

dejó a 4°C durante 16 hs. El medio fue colectado, y centrifugado en presencia
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de un 2% de cloroformo. La fase acuosa fue recuperada y almacenada a 4°C

en presencia de un 2% de cloroformo.

La titulación de las soluciones de fagos se realizó sembrando gotas de 5 ul de

diluciones seriadas al décimo, sobre placas de LB-agarconteniendo una capa

de “top agar” con bacterias Y1090. De esta manera se pueden analizar

múltiples diluciones en una misma placa de Petri.

Lisogenización de Escherichia coli Y1089con fagos recombinantes

Una colonia aislada de E. coli Y1089 fue inoculada en 5 ml de LB- ampicilina

(100ug Iml) conteniendo 0.2 % maltosa, y el cultivo fue crecido a 37°C durante

toda la noche. El cultivo saturado fue diluido 1:100 en LBconteniendo 804Mgz

10mM, crecido hasta una densidad óptica a 600 nm (DOMm) de 0.25, y luego

incubado en hielo durante 30 min. Cien ul de esta solución fueron inoculados

con 5 o 10 ul de cada fago recombinante, e incubados a 32°C durante 30 min.

Luego de realizarse una dilución 1:105, se sembraron 100ul en placas de LB­

ampicilina, las que fueron incubadas a 32°C durante toda la noche. Cada una

de las colonias resultantes fue repicada a dos placas de LB-agar conteniendo

una cuadrícula numerada. Una de las placas fue incubada durante toda la

noche a 30°C, y la otra a 42°C. Las colonias que crecieron a 30°C y no

crecieron a 42°C fueron seleccionadas para la posterior expresión de las

proteínas recombinantes.

Producción de la proteína de fusión Bgal-DE

Cada colonia lisogénica fue crecida a 32°C en 5 ml de LB-ampicilina (LB­

amp). El cultivo saturado fue diluido 1:100 en 5 ml de LB-amp, crecido a 32°C

hasta una pongas-0.6, y luego incubado a 42°C durante 30 minutos.El

cultivo fue luego fraccionado en dos tubos, agregándose a uno de ellos IPTG

hasta una concentración final de 2,5 mM. Luego de una incubación de 2 hs a
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37 °C, se centrifugó 1 ml de cada tubo a 3000 rpm por 10 min, y se

resuspendió el pellet en 100ul de buffer siembra.

Estimacióndel tamaño de los insertos de los clones obtenidos

Los insertos fueron amplificados por PCR y luego separados por electroforesis

en gel de agarosa 1 %. El templado para la PCR se preparó a partir de 10 ul

de la solución madre de cada fago, a los que se les agregó 50 pl de agua.

Esta dilución fue hervida durante 10 min, utilizándose luego 35 pl de esta

solución como molde para la PCR Los "primers" empleados hibridan a ambos

lados del sitio único de clonado de lgt11 (gentileza del laboratorio del Dr.

Levin, INGEBI). Se utilizó Ia polimerasa "Taq‘ (Promega) y el siguiente

ciclado:

5 min a 94°C

1 min a 94°C
1 min a 60°C 30 ciclos

1,5 min a 72°C

5 min a 72°C

Secuenciación del inserto del clon 1

El inserto del clon 1 fue amplificado por PCR y purificado a partir de un gel de

agarosa “lowmelting point” mediante una columna Wizard PCR (Promega). La

secuenciación se realizó en forma automática en el INGEBIempleando los

“primers” con los que se amplificó el inserto.
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Subclonado del ADNcde DEa pRSET

La estrategia para el subclonado al vector pRSET se indica en la Figura 9. El

ADNc de longitud completa de DE fue amplificado por PCR como se

describiera anteriormente para los distintos clones de la biblioteca de

epidídimo de rata. El fragmento amplificado fue precipitado con etanol,

digerido con las enzimas de restricción Ncol y Hindlll, purificado mediante una

columna 8-400 (Phannacia) y luego ligado al vector pRSET (B) digerido con

las mismas enzimas y purificado de la misma manera.

Se transformaron bacterias DH5a competentes con el producto de la ligación,

y la presencia del plásmido en las colonias resultantes fue analizada mediante

Ia purificación del ADN plasmídico y la separación del mismo por

electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente, el plásmido obtenido de

diferentes colonias fue digerido con las enzimas Ncol y Hindll, y sometido a

electroforesis en agarosa 1%, para evaluar la presencia del inserto.

Expresión de pRSET-DE

Los plásmidos pRSET-DE provenientes de colonias independientes, fueron

utilizados para transformar bacterias competentes de la cepa BL21 (pLYS S).

Colonias aisladas de bacterias BL21 transformadas con pRSET-DE fueron

crecidas en LB-amp a 37°C durante toda Ia noche El cultivo saturado fue

diluido 1:100 en LB-amp y crecido hasta una Domenm=0.5,momento en que

fue dividido en dos fracciones, una de las cuales recibió PTG hasta una

concentración final de 1 mM. Los cultivos fueron incubados durante 2-3 hs a

37°C y luego centrifugados 1 min a 12000 rpm. El pellet fue resuspendido en

buffer de siembra (50 mM Tris pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 0.1% Azul de

bromofenol), y posteriormente analizado por electroforesis en geles

desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE).
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Expresión de proteínas recombinantes en pMAL-pz

La expresión de Ia proteína DE y los fragmentos recombinantes, fue llevada a

cabo mediante la amplificación por PCR de las regiones codificantes

correspondientes. Para tal fin se utilizaron los siguientes “primers”:

Primer Secuencia Sitios

1 5' ACGGATCCCAAGATACCACTGATGAATG 3' BamHI

2 5' CAACTGCAGACCTGATI'ATGTGGACTGG 3' Pstl

3 5' TCTACAAGCHAA‘ITGCCACCAGGACAA3' Hindllly m

4 5' AAGGATCCGGTGGCAATTATGTAGGAAG 3' BamHI

5 5' TAGGATCCAGGTGCATITACAATGACAG 3' BamHI

10 5' TCGACAAGCllCAT‘lTCTGAGCGTTCACATA3' Hindlllym

Los “primers” mencionados hibridan con el ADNc de DE en las regiones

indicadas en el esquema siguiente:

1 5 4
—>

ADNcde DE 4_ ‘_ <­
10 3 2

La amplificación se realizó con la polimerasa Deep Vent (New England

Biolabs) para reducir la probabilidad de introducción de mutaciones durante la

amplificación, utilizando las siguientes combinaciones de "primers" y los

siguientes ciclos térmicos:
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Proteina Primers

recDE 1 y 2
F1 1 y 3
F2 2 y 4
F3 2 y 5
F4 3 y 5
F5 1 y 10

5 min a 94°C

1 min a 94°C
1 min a 40°C 5 ciclos
1 min a 72°C

1 min a 94°C
1 min a 50°C 25 ciclos
1 min a 72°C

5 min a 72°C

Los “primers” fueron diseñados conteniendo un sitio para una enzima de

restricción en su extremo 5'(¡ndicado en rojo a la derecha de la secuencia),

para facilitar el posterior clonado en el vector de expresión. El vector de

expresión utilizado fue pMAL-p2 (New England Biolabs) que produce una

proteína de fusión con MBP (“maltose binding protein"). Tanto el vector como

los fragmentos amplificados fueron precipitados con etanol, digeridos con las

enzimas de restricción apropiadas, purificados mediante columnas de

sephacryl 8-400 (Pharmacia), y posteriormente ligados. Bacterias Eco/i DH5

a fueron transformadas con el producto de la ligación y las colonias

transformantes fueron analizadas para determinar la presencia del plásmido.

Los plásmidos obtenidos fueron digeridos con las enzimas de restricción
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apropiadas para cada caso y separados por electroforesis en un gel de

agarosa 1%, para analizar la presencia del inserto en el plásmido.

Las distintas construcciones recombinantes fueron utilizadas para transformar

bacterias BL21, qu'e fueron crecidas a 37°C en LB-ampi2% glucosa hasta una

Dom," =0.5, y luego de Ia adición de IPTG 0.1mM, incubadas durante toda la

noche a 26°C. Las bacterias fueron cosechadas por centrifugación durante 20

minutos a 4000 x g. En los casos de expresión citoplásmica de la proteina

recombinante, las células fueron resuspendidas en buffer 20 mMTris (pH 7.4)

1M NaCI, 1mM EDTA,y finalmente sonicadas. En los casos de expresión en el

periplasma, las células fueron resuspendidas en 30 mM Tris (pH 8), 20%

sucrosa, 1M EDTA, centrifugadas, y resuspendidas en 5 mM SO4Mg a 0°C.

Esta suspensión fue agitada durante 10 minutos en hielo, y luego centrifugada

a 8000 x g durante 20 minutos, recuperándose el sobrenadante.

En todos los casos, la suspensión final fue centrifugada durante 30 min a

12000 x g, y el sobrenadante pasado por una columna de resina amilosa

equilibrada con 20 mM Tris (pH 7.4) 1M NaCI, 1 mM EDTA, eluyéndose la

proteína de fusión con maltosa 10mM. Las fracciones conteniendo el eluido

fueron dializadas 24 hs contra H20, y luego contra una solución con la

composición salina del medio utilizado para ensayos de fertilización in vitro,

RFM (158). La proteina fue finalmente concentrada por centrifugación en

Centriplus. Altemativamente, las proteinas fueron dializadas contra Hzo y

luego Iiofilizadas.

Deglicosilación enzimática

La proteína DE nativa fue resuspendida en buffer 50 mM Na3P04 (PH 7.5) y

luego incubadas a 37°C durante 2 hs con 1 U de PNGasaF (New England

Biolabs) por cada 5ug de proteina. Luego de este período, la proteína fue

dializada contra medio de fertilización RFM durante. 16 hs a 4°C.
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Reducción y alquilación

La proteína DE fue resuspendida en buffer Tris 50 mM (pH 8.5) e incubada

con ditiotreitol (D'lT) 250 mM durante 2 hs a 37°C. Luego de este período, se

agregó 1 volumen de ácido iodoacético (AIA) 1.5 M y la proteina se incubó

durante 2 hs a temperatura ambiente (TA)en oscuridad. Tanto el D1T como el

AIA se eliminaron por diálisis durante 24 hs contra medio de fertilización.

Dado que la proteína fue utilizada posteriormente en ensayos de fusión de

gametas, era importante controlar que, luego de la diálisis, la muestra no fuera

tóxica para las gametas debido a la presencia de DTI' o AIAresidual. Para

este fin, se utilizócomo control, una solución sin proteína que fue tratada de la

misma manera.

Detección de grupos sulfidrilo (-SH).

Cantidades iguales de proteína DE nativa, recombinante o MBP fueron

tratadas con 6 pg/ml biotina-maleimida en PBS durante 1h a TA. Las proteinas

fueron luego separadas por SDS-PAGE y transferidas a nitrocelulosa. Las

membranas fueron bloqueadas con leche descremada durante 1 hr, y luego

incubadas durante 1 hr con extravidina-peroxidasa (1:1000 en PBS). Luego de

tres lavados con 0.02% Tween20 en PBS (PBS-T20), la presencia de grupos

SH se reveló por incubación de las membranas con diaminobencidina (DAB)

0.4mg/ml en Tris 0.1M (pH 7.4), Hzoz 0.1%.

Separación electroforética de las proteínas

Para llevar a cabo la separación electroforética de las muestras, se utilizaron

geles de poliacrilamida con SDS, de 1.5 mm de espesor, preparados

siguiendo la técnica descripta por Laemmli(159). Las muestras fueron diluidas
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en buffer de siembra con SDS, 10% glicerol y azul de bromofenol (BPB), y

separadas bajo condiciones de corriente constante (20 mApor gel) a TA.

En cada calle del gel se sembró el equivalente a 80 ul del cultivo bacteriano

(para tinción con 'Coomasie y Western blot). una masa de 6-9119 de las

proteínas recombinantes purificadas (tinción con nitrato de plata), y 0.2-0.5 ug

de la proteína DE nativa (Western blot).

Tinción de geles

Con Azul de Coomasie: Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron

sumergidos y agitados en Azul de Coomasie R250 (CBB)(O.25% en 45%

metanol, 10% ácido acético) durante 2 hs a TA. El exceso de colorante fue

eliminado mediante sucesivas incubaciones en desteñidor (50% metanol, 10%

ácido acético)

Con nitrato de plata: los geles fueron fijados durante 1 h en una solución 40%

metanol-10% ácido acético, y sometidos a dos incubaciones de 30 minutos en

10% etanol 5% ácido acético, y a una incubación de 10 minutos en 0.1%

KZCr207,0.03% HNOa, Luego de tres lavados con agua, los geles fueron

incubados durante 30 minutos con 0.2% AgNOa y luego lavados con agua

durante 10 minutos. El revelado se inició mediante una incubación de 30

segundos con 3% Nazcoa, 0.02% formaldehído, seguida de una segunda

incubación hasta la aparición del color. La reacción se finalizó con el

agregado de ácido acético al 5%.

Para su conservación, los geles fueron secados mediante vacío y calor, sobre

un papel de filtro.
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Western blot

Las proteínas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamidafueron

electro-transferidas (160) a membranas de nitrocelulosa. Ocasionalmente, las

membranas fueron teñidas con rojo Ponceau para visualizar las proteínas.

Para ello, las membranas fueron incubadas durante cinco minutos en Ponceau

0.1% en ácido acético 5%, y el exceso de colorante removido mediante

lavados con agua deionizada. Posteriormente, el colorante asociado a las

proteínas fue eliminado durante el paso de bloqueo. Las membranas fueron

bloqueadas con 20 mg/ml de leche descremada y luego incubadas con anti­

DE (diluido 12250 en solución de bloqueo) o con anti-MBP (diluido 12500 en

solución de bloqueo). Luego de tres lavados con PBS-T20, las membranas

fueron incubadas con el segundo anticuerpo, anti-IgG de conejo acoplado a

biotina (12500 en PBS). Luego de los lavados correspondientes, las

membranas de nitrocelulosa fueron expuestas a extravidina conjugada con

peroxidasa (121000). Por último, se realizó Ia reacción de revelado con el

sustrato DAB (40 pg/ml, H202 0.01% en Tris 0.1 M pH 7.5), deteniéndose Ia

misma con un exceso de agua corriente. Excepto los lavados que fueron de 10

min, todas las incubaciones fueron realizadas por un período de 60 min a TA,

con agitación.

Capacitación de espermatozoides

Para la recuperación de espermatozoides epididimarios que luego serian

utilizados en ensayos de fusión, los animales fueron anestesiados en una

atmósfera de éter etílico, y los epididimos extraídos y liberados

cuidadosamente de tejido adiposo y de sangre. Posteriormente, se efectuaron

incisiones en el cauda epididimario, para permitir la salida de los

espermatozoides. Con el fin de obtener una muestra enriquecida en células

mótiles, se efectuó un sistema de selección que consistió en una modificación
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de la técnica descripta por Shalgi y col. (161). El contenido viscoso del cauda

epididimario fue recogido con una pinza y colocado en el fondo de un tubo

cónico de 15 ml, previamente seccionado a Ia altura de 4 ml. La masa de

espermatozoides er rápida pero cuidadosamente cubierta con 2 mIde medio

de fertilización de rata (RFM) (158) equilibrado y mantenido a 37°C. Luego de

aproximadamente 10 minutos de incubación a 37°C en un incubador de gaseo

automático conteniendo una atmósfera de 5% de C02, se recuperó la capa

superior del tubo conteniendo los espermatozoides de mayor motilidad. La

concentración de espermatozoides se determinó por conteo en una cámara

hemocitométrica.

La capacitación se realizó en placas para cultivode tejidos conteniendo 500 ul

de RFM cubiertos por 300 ul de aceite mineral (Fisher, soybolt viscocity

125/135) por hoyo. Las placas se equilibraron en estufa a 37°C y 5% de C02

durante 30 minutos, procediéndose luego a sembrar los espermatozoides en

una concentración final de 0,75 x 10Bespermatozoides/ml. Finalmente, las

placas se incubaron a 37°C en estufa de C02 por un período de 4-5 horas

para permitir la capacitación.

Superovulación de las hembras y preparación de los ovocitos

Ratas hembras prepúberes fueron superovuladas con una inyección de 20 UI

de eCG, seguida, a las 48 -72 horas, por una inyección de 25 UIde hCG. Las

hembras fueron sacrificadas a las 12-15 horas luego de la inyección de hCG,

y ambos oviductos fueron extraídos cuidadosamente. Los complejos ovocito­

cúmulus fueron obtenidos mediante punción de la ampulla, y las células del

cúmulus fueron disociadas mediante una incubación con hialuronidasa 1%

(type IV, Sigma) a TA. La ZP fue removida mediante el tratamiento con

solución ácida de Tyrode (pH 2.5) durante 10-20 segundos (162), luego del

cual, los ovocitos fueron rápidamente lavados en medio RFM.
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Ensayo de fusión in vitro

Los ovocitos libres de ZP fueron colocados en un número de 10 a 15 en

cápsulas de fertilización (previamente equilibradas en estufa a 37 °C y 5% de

C02) conteniendo una gota de 200 pl de RFMcubierta por aceite mineral. Las

cápsulas se dejaron equilibrar durante 15-20 minutos más antes del agregado

de los espermatozoides capacitados, en una concentración final de 1 a 2,5 x

105 espermatozoides/ml. Las gametas se co-incubaron durante 2-4 horas.

Finalmente, los ovocitos fueron lavados para remover los espermatozoides

que hubieran quedado débilmente unidos, y montados entre un portaobjetos

(conteniendo 4 gotas de una mezcla 9:1de vaselina líquida y parafina) y un

cubreobjetos, para su posterior evaluación bajo microscopio óptico. Se

consideraron “penetrados” o “fertilizados” a aquellos ovocitos que

presentaban dos pronúcleos y la presencia de la cola del espermatozoide

dentro del citoplasma del ovocito. EI porcentaje de células fertilizadas fue

calculado como el número de ovocitos fertilizados/número de ovocitos

observados x 100.

Ensayo de unión espermatozoide-ovocito

0vocitos de rata sin ZP fueron inseminados con espermatozoides capacitados

como se describiera anteriormente, y luego de 30 minutos de coincubación a

37° en estufa gaseada, los mismos fueron lavados y fijados en glutaraldehído

2% en PBS durante 10 min. La unión de espermatozoides al ovocito fue

evaluada mediante dos índices: 1) el porcentaje de ovocitos con al menos un

espermatozoide unido, y 2) el número de espermatozoides unidos por ovocito.
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Ensayos de viabilidad y motilidad de los espermatozoides

Espermatozoides capacitados fueron incubados a 37°C en estufa gaseada, en

presencia de 6 pM recDE, 6 uM MBP, o 60 pM de F2, F4 o F5 durante 1 h. Al

cabo de este tiempo, la viabilidad fue evaluada incubando 40 pl de la

suspensión de espermatozoides con 10 pl de eosina 0.5% en solución salina.

Los espermatozoides fueron colocados en _portaobjetos precalentados a 37°C,

y la incorporación del colorante fue determinada por microscopía óptica. El

porcentaje de viabilidad se calculó como: número de espermatozoides que no

incorporó colorante] número total de espermatozoides observados x 100. La

motilidad fue evaluada colocando una alícuota sobre portaobjetos

precalentados a 37°C, y por observación bajo microscopio óptico.

- 1' ' indirecta (lFl)de ovocitos

Los ovocitos sin ZP fueron incubados con GpM recDE o con distintos

fragmentos recombinantes de DE durante 1 h a 37°C, y luego fijados en p­

formaldehído 2% durante 45 min a TA. Luego de 3 lavados con PBS

conteniendo 4 mg/ml de BSA (PBS-BSA4), los ovocitos fueron incubados en

SCAN 5% en PBS durante 30 min a 37°C para bloquear los sitios

inespecíficos. Luego de una incubación de 1 h a 37°C con anti-MBP diluido

1:100 en SCAN 1%, los ovocitos fueron lavados en PBS-T20, e incubados

durante 30 min a 37°C con anticuerpo anti-IgG de conejo acoplado a

isotiocianato de fluoresceína (FlTC) (1:25 en PBS). Al finalizar una serie de

lavados con PBS-BSA-T20, los ovocitos fueron incubados durante 2 min con

50 pl de Azul de Venas, y finalmente observados bajo microscopio de

fluorescencia.
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' cuantitativa de ovocitos

Ovocitos de rata sin ZP fueron incubados con 3pM recDE en presencia de

distintas concentraciones de DE nativa, durante 1 hr a 37°C y luego fijados

con p-formaldehído 2% en PBS durante 40 min a TA Los ovocitos fueron

luego procesados para lFI como se describiera anteriormente, excepto que

como segundo anticuerpo se utilizó anti-IgG de conejo acoplado a biotina

(12500). Después de los correspondientes lavados, los ovocitos fueron

incubados durante 1 h a TA con extravidina conjugada con fosfatasa alcalina

(121000), lavados nuevamente, colocados individualmente en microtubos, e

incubados durante 3 hs a TA con 0.1 mM 4-metil umbeliferilfosfato en buffer

DEA. Finalmente, luego de agregar 1 ml de glicina 0.5M (pH 10) a cada tubo,

la formación de producto fue cuantificada en un fluorímetro Hoeffer.



Materiales y Métodos 56

Parte II:

Animales

Las ratas utilizadas fueron animales adultos (80-90 días al comienzo de la

inmunización) de la cepa Wistar, y fueron mantenidas en el bioterio del

IBYME,con alimento y agua ad Iibitum y con un ciclo de 12 hs de luz y 12 hs

de oscuridad

Para la producción de anticuerpos anti-ARP, se utilizaron conejos New

Zealand adultos de cuatro meses de edad.

Los monos inmunizados fueron individuos adultos (6-15 años de edad) de la

especie Macaca fascicu/aris, mantenidos en las instalaciones del Centro

Regional de Primates de California, con un ciclo de 12 hs de luz y 12 hs de

oscuridad, a 25-27°C.

Ensayos de inmunización

Ratas: En el ensayo de inmunización con proteína DE recombinante, las

cantidades administradas de cada antígeno son las indicadas en las Tablas 9

y 10. Cada inyección se preparó disolviendo la proteína en 300 ul de solución

fisiológica, realizando luego una emulsión con un volumen igual de adyuvante

completo de Freund (ACF) para la primera inyección, y con adyuvante

incompleto de Freund (AIF)para las restantes. Se administraron 300 pl de Ia

emulsión en forma subcutánea en la región dorsal y 300 pl en forma

intramuscular en un miembro trasero.

Conejos: Para la preparación de un anticuerpo contra Ia proteína ARP

humana, dos conejos recibieron cuatro inyecciones, cada una de 200 pg de

ARP recombinante en 800 1.1|de emulsión. AI igual que para las ratas, se

utilizó ACF para la primera inmunización, y AIF para las siguientes. Las
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inyecciones fueron espaciadas cada un mes, y se administraron en forma

subcutánea en el dorso del animal.

Monos: los animales recibieron cuatro inyecciones, espaciadas cada 25 días.

Como adyuvante 'se utilizó Montanide lSA 51 para todas las inyecciones.

Cada inyección consistió en 200ug de proteína en un volumen total (antígeno

+ adyuvante) de 1 mI, administrándose 0.5 ml en forma ¡ntramuscular en cada

muslo. Las inyecciones se aplicaron los días 0, 25, 50 y 75, en tanto los

sueros se obtuvieron antes de Ia primera inmunización, y los días 14, 38, 64 y

89.

Obtención y almacenamiento de los sueros

Para Ia obtención de los sueros, las ratas fueron anestesiadas y sangradas

vía yugular, realizándose una incisión que permitiera Ia visualización de la

vena y su punción. Se extrajeron aproximadamente entre 1.5 y 2 mIde sangre

por animal, utilizándose jeringa y aguja N° 21. La sangre se incubó durante 30

minutos a 37°C, para favorecer la coagulación, y luego durante 16 hs a 4°C.

Los sueros fueron separados del coágulo por centrifugación durante 15

minutos a 1.700 rpm a 4 °C, y luego fraccionados y almacenados a —20°C.

" ' ' ,-(ELISA)

Este método se utilizó para el seguimiento de Ia respuesta inmune, para la

determinación de los niveles de anticuerpos presentes en los fluidos

reproductivos, y para la cuantificación de Ia proteína DE asociada a los

espermatozoides. Se colocaron 50 ul de una solución 1 nglul de proteína (DE

nativa, MBP, hARP o mARP, según el caso) en Na2C03 (0.3 M, pH 9.5) por

hoyo de placa de ELISA incubándose durante toda Ia noche a 4°C. La

proteína no unida fue eliminada mediante tres lavados con PBS-T20, y luego
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las placas fueron bloqueadas durante 90 minutos a TAcon leche descremada

20 mg/ml en PBS. Descartada la solución de bloqueo, se agregaron 50 ul por

hoyo de cada uno de los sueros obtenidos (12100en PBS-BSA 0.1% para los

sueros de rata, y diluciones variables de los sueros de mono). Posteriormente,

las placas fueron incubadas a 37°C durante 1 hora; luego de lo cual las

mismas fueron lavadas nuevamente tres veces con PBS-T20. A continuación,

las placas fueron incubadas con 50 uI/hoyo de segundo anticuerpo (anti-lgG

de rata acoplado a biotina 1:500, o anti-IgG de mono acoplado a biotina

1:1000) diluido en PBS-BSA 1%, durante 60 minutos a 37°C. Luego de tres

lavados, se agregó una dilución 1:1000 de extravidina conjugada a fosfatasa

alcalina en PBS-BSA, y las placas fueron incubadas durante 30 minutos a TA.

Finalmente, las mismas fueron incubadas con 1mglml de p-nitrofenilfosfato

(Sigma 104) en buffer dietanolamina (DEA)(10% v/v DEA, 1,25 % HCl 1N, 0.4

mM MgClz), hasta la aparición del color (15-20 minutos), deteniéndose la

reacción con NaOH 0,5N y efectuándose la lectura de la absorbancia a una

longitud de onda de 405 nm.

Para la detección de anticuerpos anti-DE en los fluidos del tracto reproductor

masculino y femenino de rata o en el plasma seminal de monos, dichos fluidos

sin diluir fueron utilizados como primer anticuerpo, siguiéndose el

procedimiento descripto anteriormente.

Todas las mediciones fueron realizadas por duplicado, utilizando como blanco

hoyos a los que no se acopló antígeno. El valor del blanco fue restado del

promedio obtenido para cada muestra.

ELISA de espermatozoides: La cuantificación de la proteína DE sobre la

superficie de los espermatozoides se realizó fijando espermatozoides

epidídimarios frescos a las placas de ELISA. Se colocaron 50 ul de una

suspensión de 105esp/ml en PBS por hoyo, centrifugándose luego las placas

a 2000 rpm durante 10 minutos. Luego de una incubación con 75 ullhoyo de

glutaraldehído 2% en PBS durante 10 minutos, las placas fueron Iavadas con
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PBS e ¡ncubadas con anticuerpo anti-DE (1:100 en PBS-BSA) durante 1 hr a

37°C, seguido de anti-lgG de conejo conjugado con biotina (1:500 en PBS­

BSA) durante 1 hr a 37°C. Finalmente, las placas fueron ¡ncubadas 1 hr a TA

con avidina fosfatasa alcalina (121000), y la reacción de color desarrollada

como se describiera más arriba.

77tulacíón por dilución final: Se tomó como título, la inversa de la dilución

mayor con resultado positivo. Se adoptó como criterio de positividad, que la

absorbancia obtenida fuera mayor que el promedio más tres desvíos estándar

de los valores obtenidos para sueros controles o preinmunes a la misma

dilución. Por lo tanto, para cada dilución, se midieron al menos cuatro sueros

controles, se obtuvo el promedio y la desviación estándar, y se calculó el valor

de corte.

Captura de anticuerpos anti-MBP. para medir los anticuerpos específicos

contra ARP en los sueros de monos inmunizados con hARP, y utilizando la

proteína de fusión-como antígeno acoplado a la placa, se realizó una captura

de los anticuerpos anti-MBP. Para ello, los sueros fueron diluidos en PBS-BSA

conteniendo 100 ng/ul de proteína MBPsoluble. La eficiencia de la captura se

evaluó utilizando a MBPcomo antígeno acoplado a la placa.

Apareos

La fertilidad de los animales fue evaluada por apareos naturales en los

momentos indicados en las Figura 36 para los animales inmunizados con la

proteína nativa, y en la Figura 55 para los animales inmunizados con la

proteína recombinante. Cada macho, inmunizado o control, fue alojado en una

caja junto con tres hembras fértiles durante 7 días, luego de lo cual el macho

fue retirado y las hembras examinadas durante 21 días para evaluar signos de
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preñez. Las crias de cada hembra fueron contadas, y su sexo determinado. La

fertilidadde cada macho fue expresada como: número de hembras preñadas x

100/3.

En el caso de las hembras, para los animales inmunizados con la proteína DE

nativa, se colocó un macho fértil con una hembra inmunizada y una hembra

control. Para los animales inmunizados con proteína DE recombinante, cada

macho fue alojado con una hembra inmunizada con MBP y con una hembra

inmunizada con recDE o con proteína DE nativa. En todos los casos, el

apareo se mantuvo durante 7 días, luego de lo cual el macho fue retirado. AI

igual que con los machos, las crías de cada hembra fueron contadas y su

sexo determinado. Se asignó una fertilidad de 100% a las hembras que fueron

preñadas, y de 0% a las hembras que no quedaron preñadas.

Histología

Con el fin de realizar un análisis histológico, las ratas fueron anestesiadas y

sus órganos removidos y fijados por inmersión en solución de Boin durante 24

horas. Los órganos fueron luego incluidos en parafina, y cortados en

micrótomo Los cortes fueron teñidos con hematoxilina-eosina y observados

bajo microscopio óptico.

Obtención de fluidos reproductivos y espermatozoides

Rata: Para disminuir el riesgo de contaminación de los fluidos reproductivos

con sangre durante su obtención, los animales fueron previamente

perfundidos con PBS. Las ratas fueron anestesiadas con éter, y su caja

torácica abierta mediante una incisión en la línea media. Una aguja conectada

a una jeringa de 100 ml fue introducida en el ventrículo izquierdo del corazón,

y asegurada con una pinza. Un pequeño corte fue realizado en la auricula
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derecha para permitir el drenado del exceso de líquido circulante, y

aproximadamente 200 ml de PBS fueron perfundidos a través del ventrículo

izquierdo. La progresión y el resultado de la perfusión se evaluó por el cambio

en la coloración de los órganos del animal.

En el caso de los machos, los epidídimos fueron removidos, y separados en

sus distintas regiones: caput, corpus y cauda. El caput del epidídimo fue

colocado en 1 ml de RFM y el corpus en 0.5 ml. AI cauda epididimario se le

efectuaron pequeños cortes, y luego fue colocado en 1 ml de RFM, mientras

que el vaso deferente fue escurrido con una pinza, liberándose su contenido

en 0.5 ml de medio. Las suspensiones obtenidas fueron centrifugadas a 500 x

g durante 10 minutos para separar las células de los fluidos. Los

sobrenadantes se centrifugaron a 100.000 x g durante 20 minutos y se

almacenaron a -20 °C para la determinación de anticuerpos por ELISA. Los

espermatozoides de cada región del epidídimo liberados al medio fueron

fijados para ser sometidos a lFl.

El fluido uterino se obtuvo aspirando el contenido del útero con una jeringa de

1 ml conteniendo RFM fresco y conectada a una aguja N° 25. EI fluido

oviductal fue recuperado perfundiendo medio RFM fresco por el interior del

oviducto insertando una aguja N° 30 en un extremo del mismo (ostíum). Los

fluidos fueron centrifugados y los sobrenadantes almacenados a -20 °C.

Mono: Las muestras de semen fueron obtenidas por electroeyaculación (163),

y recogidas en tubos cónicos de 15 ml conteniendo 5 ml de medio BWW.

Luego de 15-30 min, el coágqu fue retirado y los espermatozoides fueron

diluidos mediante el agregado de 2 ml de BWW conteniendo albúmina, y

luego lavados mediante una centrifugación a 300 x g durante 10 min.



Materiales y Métodos 62

Ensayos de motilidad y viabilidad de los espermatozoides

Alícuotas de espermatozoides frescos en RFM, provenientes de machos de

los distintos grupos experimentales, fueron colocadas en portaobjetos

precalentados a 37 °C, y el porcentaje de células mótiles y el porcentaje de

células viables fue determinado como se describiera en la Parte l.

Ensayo de fusión de gametas

Espennatozoides recuperados el cauda epididimariode animales inmunizados

o controles fueron capacitados y utilizados para inseminar ovocitos sin ZP, tal

como se describiera anteriormente.

' indirecta de espermatozoides

Los espermatozoides frescos, capacitados o recuperados del tracto femenino,

fueron lavados con PBS, centrifugados a 300 rpm durante 10 minutos y

finalmente fijados con p-formaldehído 2% en PBS durante 10 minutos a TA.

Los espermatozoides así preparados fueron luego extendidos sobre

portaobjetos pretratados con polilisina (0.05 mg/ml),e incubados con suero de

cabra normal (SCAN) 5% en PBS durante 30 minutos a 37°C. Las muestras

fueron luego incubadas durante 1 hr a 37°C con el primer anticuerpo (anti-DE

1:100, o los diferentes sueros diluidos 1:50 en SCAN 1%). Luego de tres

lavados con PBS, los espermatozoides fueron incubados durante 30 minutos a

37 °C con anti-lgG de conejo o de rata (dilución 1:100 en PBS-BSA)

conjugado con FlTC. Finalmente, luego de lavar las muestras tres veces con

PBS, las mismas fueron montadas bajo glicerol 90% en PBS, selladas con

esmalte y observadas bajo microscopio de epifluorescencia (Nikon, Labophot)
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utilizando un filtro B-2A. En algunos casos, los espermatozoides fueron

contrastados mediante una incubación de 1 min con Azul de Evans.

Para evaluar la presencia de la proteína DE en el tejido epididimario, los

cortes histológicos obtenidos de epidídimos de animales inmunes y controles,

fueron tratados con distintos alcoholes para remover Ia parafina, y luego

procesados tal como se describiera anteriormente, utilizando el anticuerpo

anti-DE como primer anticuerpo.

' indirecta (IFI)de ovocitos humanos

La ZP de ovocitos humanos descartados de protocolos de fertilización in vitro

fue disuelta mediante el tratamiento con solución ácida de Tyrode, como se

describiera para los ovocitos de rata. Los ovocitos fueron incubados con 6 pM

de hARP recombinante o MBP durante 1 h a 37°C y luego sometidos a IFl

utilizando anti-ARP o anti-MBP (1:100) como primer anticuerpo.

Preparación de citosoles de órganos de rata y de mono

Para la preparación de citosoles de los distintos órganos, los mismos fueron

extraídos de animales sacrificados, e inmediatamente colocados en hielo. Los

órganos fueron disgregados en frío, mediante cortes con tijeras, hasta obtener

una preparación homogénea. Posteriormente, fueron agregados 1.5

volúmenes de una solución Tris 50 mM, pH 7.4 conteniendo 0.2 mMde PMSF,

completándose Ia homogeneización mediante la utilización de un

homogeneizador Polytron. Finalmente, la preparación resultante fue

centrifugada durante 20 min a 10000 x g y el sobrenadante centrifugado

durante 60 min. a 105.000 x g a una temperatura de 4°C, con el fin de obtener

la fracción correspondiente al citosol de cada muestra. Las fracciones

obtenidas se dializaron contra 100 volúmenes de una solución de Tris 50 mM,
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pH 6.8, y la concentración proteica de las muestras se determinó mediante la

técnica descripta por Lowryy colaboradores (164).

Western blot

Las proteínas (20 ug) presentes en los citosoles de los distintos órganos

fueron separadas por SDS-PAGE, y electrotransferidas a membranas de

nitrocelulosa, que fueron procesadas como se describiera para la Parte l,

excepto que como primer anticuerpo se utilizaron los sueros de las ratas,

conejos, o monos inmunizados (1:50 en solución de bloqueo), y como

segundo anticuerpo se utilizó anti-IgG de rata, de conejo, o de mono

respectivamente, acoplado a biotina.
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Parte I: Estudio de la relación entre la estructura y la actividad
de la proteína DE

Capítulo 1: Clonado y expresión de la proteína DE

Tal como se describió en la introducción, las evidencias halladas por nuestro

laboratorio indican que la proteína DE participa en el proceso de fusión de las

gametas. Sin embargo, se desconoce qué aspectos estructurales de Ia

proteína son importantes para su actividad. Con el fin de comprender el

mecanismo molecular de la participación de DE en el proceso de fusión

espermatozoide-ovocito, se inició el estudio de Ia relación entre la estructura y

la función de la proteína. En primer lugar, y para conocer la estructura de la

proteína, era importante determinar su secuencia aminoacídica completa.

Clonado del ADNcde DE

Para determinar la secuencia de Ia proteina DE, así como para obtener el

ADNc y posteriormente expresar la proteína recombinante, se procedió a

clonar la proteína DE mediante un "screening" de una biblioteca de ADNc de

epidídimo de rata (cedida gentilmente por el Dr. Hamilton, Universidad de

Minnesota, EE.UU.), utilizando nuestro anticuerpo policlonal anti-DE.

En el “screening” primario se analizaron 104 clones, de los cuales seis

resultaron positivos. Luego de tres sucesivas rondas de "screening",

aislamiento y plaqueo a una dilución menor, cuatro de los clones pudieron ser

purificados.

Con el objeto de caracterizar cada uno de los clones obtenidos, se estudió el

tamaño de la proteína expresada por cada uno de ellos. Para ello, se

construyeron bacterias E. coli Y1089 lisógenas para cada fago recombinante,

se indujo la expresión de la proteína recombinante con isopropil-tiogalactósido
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(IPTG), y se analizaron por Western blot las proteinas producidas. Dado que

la proteína recombinante producida por el bacteriófago Jlgt11 es una proteína

de fusión entre la [3galactosidasa (B gal) y la proteína codificada por el inserto

(Figura 1 A), se Utilizóla proteina B gal como control de peso molecular. En

caso de que alguno de los clones contuviera la secuencia codificante

completa de DE, el tamaño esperado de la proteina seria de

aproximadamente 141 kDa (116 kDa de la B gal + 25 kDa de DE). Los

resultados presentados en la Figura 1B indican que para cada clon, el

anticuerpo reconoce una banda de mayor intensidad en la calle

correspondiente al cultivo inducido que en aquella correspondiente al cultivo

sin inducir. En todos los casos, la banda reconocida presentó una movilidad

ligeramente inferior a la [3gal sola, sugiriendo que el tamaño de la proteína

DE expresada era bastante pequeño, y que, por lo tanto, los fagos obtenidos

contendrian un fragmento incompleto del ADNc.

Para determinar el tamaño de los insertos, se realizó una amplificación por

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) sobre cada clon, utilizando

“primers” externos al sitio único de clonado de Agt11 (Figura 1A). La posterior

electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos amplificados, permitió

determinar el tamaño de cada inserto (Figura 2). Los distintos clones

contenían insertos de tamaños similares, comprendidos en un rango de 320­

430 nucleótidos.

El número de aminoácidos esperados para una proteina de 32 kDa con un

10% de hidratos de carbono es de aproximadamente 260, por Ioque, teniendo

en cuenta que cada aminoácido es codificado por un triplete de nucleótidos,

se estima que el ADNcque contenga toda la secuencia codificante sea de al

menos 780 pares de bases (pb). Ninguno de los clones contendría, entonces,

la secuencia codificante completa, confirmándose Io inferido anteriormente a

través del análisis del tamaño de las proteínas.
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expresión de la
proteína de fusión

Bgai-DE

B Clon 1 Clon 2 Clon 3 Clon 4

B

IPTG - + - + gaI - + - +

v.-.- “--Í

Figura 1: (A) Esquema del vector A gt11 mostrando el sitio de clonado, que
se encuentra dentro del gen IacZ. La inducción con IPTG produce Ia
expresión de la proteina DE fusionada a Ia ¡3 galactodidasa (r3 gal). (B)
Bacterias Iisógenas para cada clon fueron cultivadas, y Ia expresión de las
proteínas de fusión fue inducida con IPTG. Las proteínas presentes en los
extractos de estos cultivos fueron analizadas por Western blot utilizando el
anticuerpo anti-DE.
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Tamaño

Clon 1 360 pb

Clon 2 400 pb

Clon 4 320 pb

Clon 5 430 pb

Figura 2: Tamaño de los insertos de los distintos clones purificados de A
gt11. Los insertos fueron amplificados por PCR utilizando los “primers”
indicados en rojo en Ia Figura 1A, y luego separados por electroforesis en
gel de agarosa. La tabla indica los tamaños calculados a partir del gel.
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Con el fin de determinar la identidad de los clones obtenidos, se amplificaron

y purificaron los clones 1 y 5, secuenciándose sus respectivos insertos. De los

dos insertos, sólo pudo obtenerse, por lectura de ambas cadenas de ADN, la

secuencia correspondiente al clon 1. La misma presentó un 100% de

homología con Ia secuencia de la proteína epididimaria de rata previamente

descripta por Brooks et al (131) y Ia proteína AEG descripta por Charest et al

(132). Ambos grupos obtuvieron Ia misma secuencia codificante para una

proteína de 246 aminoácidos (aa).. Dado que los 19 aa iniciales

corresponderían al péptido señal, Ia proteína madura contendría 227

aminoácidos. La identificación del aa N-terminal no fue posible por

encontrarse bloqueado. La secuencia obtenida para el clon 1 correspondió a

165 pb de la región 3' codificante y 94 pb de la región 3' no codificante de Ia

secuencia nucleotídica (Figura 3).

Búsqueda de homologías y análisis estructural de Ia secuencia de DE

La secuencia aminoacídica de DE indica que la misma pertenece a la familia

de proteínas CRISP (cystein rich secretory proteins) (165). Las proteínas

pertenecientes a esta familia presentan 16 cisteínas conservadas, 14 de las

cuales se encuentran comprendidas dentro de los aa 135-227, es decir en el

tercio C-tenninal (Figura 4). En los mamíferos, existen tres miembros de esta

familia: CRISP-1 (DE o AEG-1), proteína de expresión epididimaria, CRISP-2

(AEG-2 o TPX-1) que se expresa en el testículo, Iocalizándose dentro del

acrosoma (166) o asociada al flagelo del espermatozoide (167), y CRISP-3

que se expresa mayoritariamente en Ia glándula salival (155,165,168), pero

también en glándulas accesorias, tal como la próstata humana (155) y la

vesícula seminal y ampulla equina (169). Fuera de los mamíferos, otras

moléculas pertenecientes a Ia familia CRISP, son la proteína llamada

helotermina, proveniente del veneno de Ia Iagartija Heloderma horridum

horridum (170,171) y la proteína llamada CRVP (cystein rich venom protein)



Resultados 71

AAGCAAAGGGACAATATCTCATTCTGCTCTGAAAATAGAACCAÏQGCATTAATGTTAGTG 60

CTGTTGTTCCTGGCTGCTGTATTGCCCCCATCTCTTCTTCAAGATACCACTGATGAATGG 120

GATAGAGATCTTGAGAATTTGTCAACCACTAAACTGTCAGTCCAAGAAGAGATCATAAAC 180

AAGCACAACCAATTGAGACGAACGGTTTCTCCGTCTGGTAGTGACTTACTAAGAGTGGAA 240

TGGGACCATGATGCTTATGTGAACGCTCAGAAATGGGCAAACACGTGCATTTACAATCAC 300

AGTCCTCTACAACACAGGACAACCACATTAAAATGTGGTGAGAATTTGTTCATGGCAAAT 360

TACCCTGCATCGTGGTCTTCTGTAATCCAAGATTGGTATGATGAATCCCTTGATTTTGTC 420

TTTGGTTTCGGCCCAAAAAAAGTTGGTGTTAAAGTCGGACACTATACTCAGGTTGTTTGG 480

AATTCAACTTTCCTGGTTGCATGTGGAGTTGCTGAATGCCCTGACCAACCATTGAAATAC 540

TTTTATGTTTGTCACTATTGTCCTGGTGGCAATTATGTAGGAAGACTATACTCACCTTAC 600

ACAGAAGGAGAACCTTGTGACAGTTGTCCTGGTAATTGTGAAGATGGGCTGTGCACCAAT 650
GACAGTTGTCCTGGTAATTGTGAAGATGGGCTGTGCACCAAT

TAGTTGTGAATAGAAGATAATTATTCTAACTGTGGCGATCTGAAGAAGATGGTGAGCTGC 720
TAGTTGTGAATTGAAGATAATTATTCTAACTGTGGCGATCTGAAGAAGATGGTGAGCTGC

GACGATCCACTTCTTAAAGAAGGTTGCAGAGCTTCATGCTTCTGTGAAGACAAAATTCAT 780
GACGATCCACTTCTTAAAGAAGGTTGCAGAGCTTCATGCTTCTGTGAAGACAAAATTCAT

TAAATTTCCAGTCCACATAATCAGGTCCATGTAGAAAAGGAAAATACCCTCTACTTAGTC 840
TAAATTTCCAGTCCACATAATCAGGTCCATGTAGAAAAGGAAAATACCCTCTACTTAGTC

TTACCATGTCTGGTTGCTTCAGAAAAAAAAATAAATCTTAATCTCAGCAAAAAAAAA 897
TTACCATGTCTGGTTGCTTCAGAAAAAAAAATAAATC

Figura 3: Homología entre la secuencia nucleotidica publicada por Brooks (131) y
Charest (132) (indicada en negro), y la secuencia obtenida para el clon 1 de DE
(en rojo). El codón ATG inicial y el codón TAA de terminación se indican
subrayados.
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MALMLVLLFL AAVLPPSLLQ DTI'DEWDRDL ENLS'ITKLSV

QEEIINKHNQ LRRWSPSGS DLLRVEWDHD AYVNAQKWAN

RGIYNHSPLQ HRTITLKEGE NLFMANYPAS WSSVIQDWYD

ESLDFVFGFG PKKVGVKVGH YTQWWNSTF LVAEGVAEP

DQPLKYFYVE HYEPGGNYVG RLYSPYTEGE PDSPGNE

DGLETNSEY EDNYSNGDL KKMVSDDPL LKEGRASF

EDKIH

Figura 4: Secuencia completa de Ia proteína DE. Las cisteínas presentes en la
molécula se muestran resaltadas en verde.
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presente en el veneno de Ia serpiente Trímeresurus mucrosquamatus (172).

Helotermina es una toxina que produce Ietargia e hipotermia en las presas de

la Iagartija (170), y actúa inhibiendo la liberación de calcio del retículo

sarcoplásmico al 'bloquear los canales rianodínicos (171). Tal como se

observa en la Tabla 1, la proteína DE presenta porcentajes de identidad

variables con los miembros de esta familia.

Tabla 1: Proteínas pertenecientes a la familia CRISP y sus correspondientes
porcentajes de identidad con la proteina DE

Proteina Especie Identidad Expresión Referencia

DE (CRISP-1) Rata 100% Epidídimo
CRISP-1 Ratón 70% Epidídimo (173)
ARP (CRISP-1) Humano 40% Epidídimo (154,155),
ARP (CRISP-1) Macaco 40% Epidídimo (174)
CRISP-1 Equino 39% ND (*)
CRISP-1 Bovino 60% ND *
TPX-1(CRISP-2) Rata 48% Testículo (167,175)
TPX-1(CRISP-2) Ratón 56% Testículo (176)
TPX-1(CRISP-2) Humano 55% Testículo (176)
AA1 (CRISP-2) Cobayo 54% Testículo (177),
CRISP-3 Ratón 53% GI. salival (165,168)
CRISP-3 Humano 55% Gl. Salivall (155)

próstata
CRISP-3 Equino 53% Vesícula (169)

seminal
Helotermina Lagartija 43% Veneno (170)
CRVP Ofidio 45% Veneno (172)

(*)Secuencias parciales (187 aa en la proteína equina, y 111 aa en la bovina)
aún no publicadas pero disponibles en bases de datos de proteínas. El código
que permite identificar las secuencias respectivas en la base de datos “embl”
es CAA07159 para la proteína equina, y CA890615 para la proteína bovina.
ND: no descripto.
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DE presenta porcentajes de homología más bajos (25-35%) con otras

proteínas de diverso origen, que tienen incompleto o carecen totalmente del

dominio C-tenninal rico en cisteínas. Entre ellas se encuentra un grupo de

proteínas de plantas (PR-1 a, b y c) (178), proteínas aisladas del veneno de

insectos (Ag 5)(179,180), proteínas presentes en el cuerpo fructífero de un

basidiomicete (Sc7 y Sc14) (181), proteínas de cestodes (ASP)(182-184) y

proteínas humanas asociadas a tumores (GIiPR, RTVP-1 (185-187). Las

proteínas CRISP junto con estas proteínas conforman Ia superfamilia

“Scpffpx-1/A95/PR-1/Sc7", llamada así por los primeros miembros descriptos.

La búsqueda de dominios o sitios consenso conocidos en la base de datos

PROSITE (188), indicó la presencia de una región para la asociación de

ácidos grasos, funcional sólo en ciertas lipoproteínas bacterianas, y la

presencia de dos secuencias cortas, típicas de la superfamilia Scp/Tpx­

1/AgS/PR-1/Sc7 (Figura 5), y de función desconocida. Por lo tanto, no se

encontraron posibles dominios con función conocida que permitan explicar el

mecanismo por el cual DE participa en el proceso de fusión.

El análisis de la secuencia mediante el programa de predicción de estructuras

secundarias PHD (Profile network prediction HeiDererg)(190,191), reveló los

resultados presentados en Ia Figura 6. Las regiones con probabilidad de

formar a hélice con una longitud considerable (12-20 aa) son de especial

interés, ya que podrían ser potenciales péptidos de fusión. La naturaleza

anfipática de la a hélice no es evaluada por este tipo de programas, por lo que

el análisis se realiza dibujando la secuencia aminoacídica sobre un esquema

que representa Ia a hélice, en forma ordenada y respetando la periodicidad de

3.6 aa por vuelta de hélice, y luego se analiza Ia distribución de las cargas

eléctricas. De las tres regiones de la secuencia con probabilidad de formar
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Figura 5: Alineamiento de proteínas de Ia superfamilia Scp/Tpx-1/Ag5/PR-1lSc7,
en la región que contiene los dos motivos característicos de dicha superfamilia. El
esquema superior representa la secuencia completa de DE, indicando la región
que se detalla en ei alineamiento. En naranja se indican los aminoácidos
conservados, y en rojo los aminoácidos conservados estrictamente. Las cisteínas
conservadas se señalan resaltadas en verde. Las ocho secuencias superiores
corresponden a proteínas CRISP, y las seis inferiores a otras proteínas de ia
superfamilia que carecen de Ia región C terminal rica en cisteínas, o Ia tienen
incompleta. 1: DE, 2: DE de ratón (173), 3: ARP humana (154,155), 4: TPX-1 de
ratón (176), 5: TPX-1 de cobayo (177), 6: CRISP-3 equina (169), 7: heiotermina
(171), 8: CRVP (172), 9: Lung late gestation protein (189), 10: Ancylostoma
secreted protein (183,184), 11: Ag 5 de Vespula vulgaris (QNX)(180), 12: PR-1 de
tomate (CFE) (178), 13: Sc-17 (181), 14: Gii PR (185).
La secuencia consenso para cada motivo muestra los aa estrictamente
conservados, asi como los diferentes aa posibles para ias posiciones variables.

GKTATPYTSGPPEGDEPSDEDNGLETNP
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Figura 6: Estructura secundaria de la proteína DE estimada mediante el
programa PHD.
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una a hélice, sólo la comprendida entre los aa 111-123 podría formar una a

hélice anfipática (Figura 7).

Con el fin de obtener información respecto a la posible estructura

tridimensional de la proteína DE, se utilizaron los datos disponibles para dos

proteínas miembros de la superfamilia Scp/‘l'px-1/AgS/PR-1/Sc7. Una de ellas

es la proteína PR-1 (Pathogenesis Related Protein-1), que presenta una

identidad de 37% con DE, cuya estructura tridimensional ha sido resuelta por

resonancia magnética nuclear (192) y su código en el Protein Data Bank

(PDB) es “1CFE”. La otra proteína es la denominada VesV5 o Antígeno 5 en

diversos insectos, que presenta un 32% de homología con DE, y una

estructura espacial, estudiada mediante difracción de rayos X, que posee el

código “1QNX”en Ia PDB. Si bien la homología entre la proteína DE y estas

dos proteínas no es demasiado alta, VesV5 y PR-1 poseen estructuras

tridimensionales muy similares a pesar de presentar un 33% de homología

entre ellas. Por lo tanto, es posible pensar que la proteina DE podría

presentar una configuración espacial similar. En base a las estructuras de PR­

1 y VesV5, se obtuvo la estructura terciaria para la región de Ia proteína DE

que presenta homología con estas dos proteínas (aa 52-186), mediante el

servicio “SwissModel”de la base de datos “Swiss Protein” (193). La predicción

de Ia estructura espacial ilustrada en la Figura 8 sin embargo, no supone la

formación de una a hélice en la región comprendida entre los aa 111-123.

Expresión de Iaproteína recombinante

Luego de determinar la identidad de la proteína DE, el paso siguiente

consistió en su expresión en forma recombinante. Dado que ninguno de los

clones obtenidos contenía la totalidad de la secuencia codificante, se utilizó

para la expresión un clon con estas características gentilmente cedido por el

Dr. D. Hamilton.
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hélice 2

hélice 3

Figura 7: Análisis de la posible formación de hélices anfipáticas en Ia
proteína DE. Las tres secuencias estudiadas corresponden a las regiones
numeradas en Ia Figura 6. Los aminoácidos cargados se indican en rojo,
y los hidrofóbicos en azul. La línea de puntos en la hélice 3 divide Ia cara
que contiene las cargas eléctricas de aquella que contiene todos los
aminoácidos hidrofóbicos.
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Figura 8: Estructura tridimensional de la proteína DE estimada a partir de
la información disponible para otras proteínas de la misma superfamilia.
La secuencia correspondiente a los aa 111-123, que formaría la 0Lhélice
anfipática se muestra en verde, las láminas Bse ilustran en amarillo, y las
ochélices en rojo.
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En primer lugar, se utilizó el plásmido pRSET como vector de expresión. La

secuencia codificante de DE fue subclonada del vector 7Lgt11 al vector

pRSET, utilizando la estrategia esquematizada en la Figura 9. Luego de

controlar que la construcción se hubiera producido correctamente, la misma

fue utilizada para transformar bacterias BL21 (pLysS). Las bacterias

transformadas fueron crecidas, y luego inducidas con lPTG, analizándose

posteriormente las proteínas de cada cultivo por SDS-PAGE y Western blot.

Como control positivo de la inducción, se utilizó el ADNc de una proteína viral

clonado en pRSET (gentileza del laboratorio del Dr. Mentaberry, INGEBI). Los

resultados obtenidos por tinción de los geles con Azul de Coomasie (CBB)

indicaron que mientras que en el control positivo se observaba claramente la

inducción de una banda, la misma no se detectaba en ninguno de los cultivos

que llevaban el plásmido pRSET-DE (Figura 10). Sin embargo, el análisis por

Western blot utilizando el anticuerpo anti-DE, mostró la presencia de una

banda en las calles correspondientes a una de las dos colonias estudiadas. El

tamaño de esta banda era de aproximadamente 31 kDa (Figura 11), es decir,

el esperado para la proteína recombinante. Para evaluar si esta banda estaba

presente en otras colonias transformadas con pRSET-DE, se indujeron con

IPTG 10 colonias independientes, analizándose sus proteínas de igual forma,

y obteniéndose resultados similares: mientras que en ensayos de Western

blot se observó la presencia de esta banda en algunas de las colonias pero no

así en el control, la misma no era evidente en geles teñidos con CBB.

Si bien los resultados sugerían la especificidad de la banda observada,

resultaba llamativa su detección por Western blot y no por tinción con CBB.

Para confirmar la especificidad de los resultados obtenidos, se realizaron dos

construcciones diferentes: una construcción consistente en la deleción del

extremo N-terminal (AN),y otra con una deleción del extremo C-terminal (AC)

(Figura 12A).
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Figura 9: Estrategia de subclonado de Ia secuencia codificante para DE al
vector de expresión pRSET B.
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Figura 10: Expresión de recDE en pRSET.
Bacterias BL21transformadas con pRSET-DE fueron crecidas en presencia o
ausencia de IPTG. Los extractos proteicos correspondientes a 5 colonias
independientes fueron separados por SDS-PAGE, y el gel fue teñido con Azul
de Coomasie (CBB). Como control positivo se utilizó el vector pRSET
llevando el ADNc de una proteína viral con un peso molecular similar al
esperado para DE (31kDa). La flecha señala la posición de la proteina
recombinante del control positivo.
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Figura 11: Análisis por Western blot de las proteínas expresadas en
bacterias transformadas con pRSET-DE. Dos colonias independientes
fueron crecidas en presencia (+) o ausencia (-) de IPTG, y extractos de
estos cultivos fueron separados por SDS-PAGE, transferidos a nitrocelulosa
y luego analizados por Western blot utilizando el anticuerpo anti-DE. Como
control negativo (control -) se utilizó un extracto de bacterias transformadas
con el vector sin inserto. La flecha señala Ia banda presente en uno de los
extractos y ausente en el control negativo.



Resultados 84

El tamaño esperado para la proteína DE expresada a partir de estas

construcciones es de aproximadamente 21 kDa. Por Io tanto, si la banda

detectada por Western blot realmente correspondiera a Ia proteína DE,

debería aumentar 'su migración electroforética.

Con las construcciones indicadas, se transformaron entonces bacterias BL21

(pLys S), y se crecieron cultivos en presencia o ausencia de IPTG. Tal como

se observa en la Figura 128, el análisis por Western blot de las proteínas de

estas bacterias indicó Ia presencia de una banda con un tamaño aparente de

20-21 kDa, muy cercano al tamaño de 20 kDa esperado para el producto de

cada construcción.

Estos resultados indicaron que la banda reconocida por el anticuerpo

correspondería a la proteína DE recombinante; por Io que la falta de detección

de la misma en geles teñidos con CBB se debería a una baja expresión de la

misma.

Luego de transformar bacterias con pRSET-DE, se observó que las colonias

que aparecían eran mucho más chicas que las correspondientes a bacterias

transformadas con el vector sin inserto. En forma similar, los cultivos líquidos

de bacterias transformadas con pRSET-DE crecían bastante más lentamente

que los cultivos control (Figura 13). Esto podía deberse a un efecto tóxico de

la proteína recombinante para las bacterias, Io cual podría justificar el bajo

nivel de expresión.

Dado que las evidencias indicaban que este sistema de expresión no era de

utilidad para la proteína DE, se decidió cambiar el vector de expresión. A

continuación, se utilizó el vector pMAL-p2, el cual produce una proteína de

fusión con la "maltosa binding protein” (MBP) y, potencialmente, dirige la

proteína de fusión al periplasma bacteriano. La expresión de DE en este

sistema produciría una proteína de 67 kDa de peso molecular (42 kDa

provenientes de MBP y 25 kDa de DE).
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Figura 12: A) Esquema de Ia estrategia utilizada para producir las
construcciones ANy AC. Las flechas azules señalan los sitios de corte para
EcoRI, y los números indican el aminoácido inicial y terminal. B) Bacterias
transformadas con las construcciones indicadas fueron crecidas en
presencia o ausencia de lPTG. Las proteínas de estos cultivos fueron
analizadas por Western blot utilizando el anticuerpo anti-DE.
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Figura 13: Curvas de crecimiento en LB-ampicilina de cultivos de
bacterias transformadas con pRSET o pRSET-DE.
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Para subclonar el ADNc, se utilizó una estrategia similar a la utilizada con

pRSET (Figura 14). La construcción así obtenida fue utilizada para

transformar bacterias BL21, que fueron luego crecidas en presencia o en

ausencia de IPTG',analizándose las proteínas producidas por SDS-PAGE y

Western blot. En la Figura 15A se observa que las bacterias transformadas

con el plásmido sin inserto, producen una banda de aproximadamente 50 kDa,

similar al tamaño esperado para Ia proteína MBP, en tanto que en las

bacterias transformadas con el vector más el inserto, se observan dos bandas

muy próximas, de aproximadamente 68 kDa. El análisis por Western blot de

estas mismas muestras mostró que el doblete de 68 kDa es reconocido

específicamente por el anticuerpo anti-DE(Figura 158).

La proteína de fusión presenta en su extremo N-terminal un péptido líder que

es capaz de conducírla al espacio periplásmico, el cual contiene una mínima

cantidad de proteínas. Dado que es posible obtener fácilmente una fracción

correspondiente a las proteínas periplásmicas, la expresión en este

compartimento facilita la posterior purificación de la proteína recombinante.

Con el fin de estudiar la localización subcelular de la proteína recombinante.

se realizó una extracción de las proteínas periplásmicas mediante un

tratamiento hiposmótico. Como control de expresión periplásmica, se utilizó a

Ia MBP producida por el vector sin inserto. Mientras que esta última fue

exportada correctamente al periplasma, la proteína de fusión no fue detectada

en la fracción periplasmática pero sí en la citoplasmática (Figura 16).

El sistema de expresión utilizado permite la purificación de la proteína de

fusión mediante una cromatografía de afinidad utilizando una columna de

resina acoplada a amilosa (polímero de maltosa). Para este proceso, es

necesario que la proteína se encuentre en forma soluble. Por lo tanto, se

examinó Ia solubilidad de la proteína de fusión, observándose que si bien una
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Figurar14: Estrategia de subdonado de DE al vector de expresión pMAL­
p2. EI promotor Ptac es inducible por IPTG.
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Figura 15: Expresión de DE en pMAL-pz
Bacterias transformadas con pMAL o pMAL-DE fueron crecidas en
presencia o ausencia de IPTG, y las proteínas correspondientes a ias
diferentes muestras fueron separadas por SDS-PAGE y teñidas con
CBB (A), o transferidas a nitroceiulosa y reveladas por Western blot
utilizando ei anticuerpo anti-DE (B).
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Figura 16: Bacterias transformadas con pMALo pMAL-DEfueron crecidas
en presencia de IPTG. Con estas bacterias se preparó un extracto total (E
T), una fracción periplásmica por tratamiento hiposmótico (FP), y una
fracción depletada de proteínas periplásmicas (FC). Los extractos fueron
separados por SDS-PAGE y las proteínas teñidas con CBB. Las flechas
indican Ia posición de MBP y recDE.
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proporción de la proteina se asociaba a la fracción insoluble, una cantidad

considerable se encontraba presente en la fracción soluble. Esta última, fue

luego pasada a través de una columna de resina amilosa, recuperándose

posteriormente de'la elución con maltosa, la proteína recombinante con una

pureza de aproximadamente 85% (Figura 17).

En conclusión, Ia proteína DE pudo ser expresada exitosamente como

proteina de fusión en un sistema bacteriano, y posteriormente purificada. El

paso siguiente consistió en estudiar la actividad biológica de la misma.
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RecDE MBP

Figura 17: Tinción con nitrato de plata de las proteínas de recDE y
MBP (flecha) luego de su purificación.
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Capitulo 2: Actividad biológica de la proteína DErecombinante

Inhibiciónde Iapenetración de ovocitos sin ZP

Con el fin de evaluar si la proteína recombinante, al igual que la nativa, era

capaz de inhibirel proceso de fusión de gametas, se realizaron ensayos de

fusión in vitro en presencia de distintas concentraciones de recDE. Los

resultados presentados en la Figura 18 indicaron que la proteína

recombinante fue capaz de inhibir significativamente el porcentaje de ovocitos

penetrados, en forma dependiente de la concentración. La mínima

concentración que produjo una inhibición significativa respecto al control sin

proteína fue de 1.5 uM, mientras que la concentración a la que se produjo la

máxima inhibición fue de 25 uM. Como controles se utilizaron la proteína MBP

y la proteína ARP humana expresada en el mismo vector. Ninguna de estas

dos proteínas, ensayadas a una concentración de 25 uM produjo una

inhibición significativa respecto al control sin proteina (Figura 18).

La inhibición observada en presencia de recDE no fue debida a un efecto

tóxico sobre los espermatozoides, ya que no afectó la viabilidad ni la motilidad

de los mismos (Tabla 2).

Con el fin de controlar que la proteína no estaba afectando la penetrabilidad

de los ovocitos en forma irreversible, se incubaron ovocitos de rata sin ZP con

25 uM recDE o MBP durante dos horas, luego de lo cual los mismos fueron

lavados en medio fresco e inseminados con espermatozoides capacitados.

Los resultados obtenidos indican que los ovocitos incubados con recDE y

luego lavados, presentaron un porcentaje de fertilización similar al de los

ovocitos incubados con MBP(Tabla 3).
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Figura 18: Curvas de efecto en función de Ia concentración de proteína
DE nativa y recombtnante.
Ovocitos de rata sin ZP fueron preincubados durante 30 min con las
proteínas DE nativa o recombinante, MBP o ARP a las concentraciones
indicadas y luego inseminados con espermatozoides capacitados. Al cabo
de 3hs de coincubación, se determinó el porcentaje de ovocitos
fertilizados. Los puntos representan el valor promedio de al menos tres
experimentos, i el error estándar.
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Tabla 2: Efecto de recDE sobre la viabilidad y motilidad de los
espermatozoides

Porcentaje
Viabilidad Motilidad

MBP 56 ¿r 16 52 i- 5
recDE 59 i 18 53 i 6

Espennatozoídes capacitados fueron incubados con 25 ¡1MrecDE o
MBP durante 1 h, luego de lo cual se determinó el porcentaje de
espermatozoides vivos y el de espermatozoides mótiles por
observación al microscopio óptico. Los valores son el promedio de
tres experimentosi el error estándar

Tabla 3 Efecto de recDE sobre la penetrabilidad de los ovocitos.

n % de ovocitos
penetrados

MBP 45 78 j: 15

recDE 51 82 i 7

Ovocitos sin ZP fueron ¡ncubados con 25pM recDE o MBP durante 2
hs, lavados mediante el pasaje por tres gotas de medio fresco, y
luego inseminados con espermatozoides capacitados. Al cabo de 3
hs de coincubación, se evaluó el porcentaje de ovocitos penetrados.
Los valores corresponden al promedio :l:el error estándar de tres
experimentos.
n: número de ovocitos analizados.
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La proteína DE nativa inhibe específicamente el proceso de fusión de las

gametas sin afectar la unión del esperrnatozoide al oolema (141). Con el fin de

evaluar el efecto de la presencia de recDE sobre la unión de las gametas,

ovocitos preincubados en 25 uM MBP o recDE fueron ¡nseminados con

espermatozoides capacitados, determinándose al cabo de 30 minutos, tanto el

porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos, como el número

promedio de espermatozoides unidos por ovocito. Tal como se observa en la

Tabla 4, ninguno de estos parámetros resultó significativamente diferente

entre ambos grupos.

Tabla 4 Efecto de recDE sobre la unión espermatozoide-ovocito

% de ovocitos con Promedio de
espermatozoides unidos espermatozoides

unidos por ovocito

MBP 65 j: 12 (67) 3.6 i 0.8 (44)

recDE 68 i 10 (63) 2.9 :l:0.4 (43)

Ovocitos de rata sin ZP fueron incubados en presencia de 25 uM
MBP o recDE y luego ¡nseminados con espermatozoides
capacitados. Luego de 30 min de coincubación, se evaluó el
porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos y el número de
espermatozoides unidos por ovocito. Los valores corresponden al
promedio :t el error estándar de los resultados obtenidos en tres
experimentos. Entre paréntesis se indica el número de ovocitos
analizados.
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Unióndela proteína DErecombinante al ovocito

Tal como se mencionara anteriormente, la proteína DE participa en el proceso

de fusión a través de sitios presentes en Ia superficie del ovocito. Con el fin de

estudiar si recDE es capaz de reconocer dichos sitios y unirse al ovocito al

igual que la proteína nativa, ovocitos de rata sin ZP fueron expuestos a 6 pM

MBP o recDE y luego sometidos a IFI utilizando anti-MBP como primer

anticuerpo. Mientras que los ovocitos incubados con MBPpresentaron ya sea

una marcación fluorescente muy débil y en áreas aisladas del ovocito, o bien

ausencia total de fluorescencia, todos los ovocitos incubados con Ia proteína

recombinante mostraron una intensa marca fluorescente sobre la superficie

del ovocito, excepto en un área discreta y bien delimitada, observada en la

mayoría de los ovocitos (Figura 19A). Tal como se observa en una de las

fotografías, la fluorescencia no presentaba una distribución uniforme, sino en

pequeños puntos. Resultados similares se obtuvieron al utilizar anti-DE como

primer anticuerpo.

Con el fin de investigar si la proteína DE recombinante se unía a los sitios

complementarios para la proteína DE nativa en el ovocito, ovocitos sin ZP

preincubados con una concentración fija de recDE fueron expuestos a

distintas cantidades de DE nativa, y luego sometidos a IFI utilizando anti-MBP

como primer anticuerpo. La fluorescencia asociada a los ovocitos fue

finalmente cuantificada en un fluorímetro. Los resultados indican que la

proteína DE nativa fue capaz de desplazar la unión de recDE al ovocito

(Figura 198), confirmando que la unión de la proteína recombinante a la

superficie del ovocito es mediada por los sitios complementarios para la

proteina DE.
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Figura 19: Unión de Ia proteína DE recombinante al ovocito.
A) Ovocitos sin ZP fueron incubados con 6 ¡JMrecDE o MBP y luego fijados y
sometidos a iFI utilizando anti-MBP como primer anticuerpo. Los ovocitos
incubados con recDE se muestran en dos planos focales diferentes: en el ovocito
(a) se observa la fluorescencia en el contorno de Ia célula, en el ovocito (b), otro
plano focal muestra Ia distribución no uniforme de Ia marca fluorescente. Nótese
en ambos casos la presencia del área negativa, indicada por la flecha. Aumento:
590 X. B) Ovocitos sin ZP fueron incubados con 6 uM recDE y las cantidades
indicadas de DE nativa, y luego sometidos a lFi utilizando anti-MBP como primer
anticuerpo, cuantificándose finalmente la fluorescencia asociada a los ovocitos.



Actividaddela proteína DEnativa deglicosilada

Tal como se describió en la introducción, DE es una glicoproteína que

contiene un 10% de hidratos de carbono (134). Si bien las evidencias halladas

por nuestro laboratorio indican que la proteína participa en el proceso de

fusión de las gametas, se desconoce si la porción glicosídica es importante o

no para su función. La capacidad de la proteina recombinante de inhibir la

fertilización de ovocitos sin ZP sugiere que los hidratos de carbono no serían

imprescindibles para la actividad de Ia proteina. Sin embargo, la proteína

recombinante presenta una eficiencia menor en la inhibición que la proteína

nativa: Ia concentración a la cual se produce un 50 % de inhibición (DEso)de

la proteína recombinante es significativamente superior a la correspondiente a

la proteina nativa (10 uM vs. 3.2 uM) (Figura 18), lo cual podría deberse a la

falta de hidratos de carbono en la proteína recombinante. Para esclarecer la

importancia de los residuos glicosídicos para la actividad de DE, la proteína

nativa fue deglicosilada por tratamiento con PNGasa F, enzima que corta la

unión entre la asparagina y la N-acetilglucosamina. La deglicosilación de la

proteína debería producir una reducción apreciable del peso molecular, Iocual

fue evaluado por electroforesis en geles de poliacrilamida y Western blot.

Como se observa en la Figura 20A, la proteína DE deglicosilada presentó

efectivamente un menor peso molecular.

Habiendo corroborado la deglicosilación de la proteína, la misma fue utilizada

en ensayos de fusión espermatozoide-ovocito ¡n vitro. Los resultados

indicaron que los porcentajes de ovocitos penetrados en presencia de la

proteina deglicosilada no fueron diferentes a aquellos obtenidos en presencia

de proteína sin deglicosilar (Figura 208).

Estos resultados confirmarian que los hidratos de carbono no estarían

directamente involucrados en la actividad de la proteína DE, sugiriendo que Ia

menor efectividad de la proteína recombinante para inhibir el proceso de

fusión no seria debida a la falta de glicosilación de la misma.
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Figura 20: Efecto de Ia deglicosilación de ia proteína DE nativa sobre su
capacidad de inhibirIa fusión espermatozoide-ovocito.
A) La proteína DE nativa fue deglicosiiada por tratamiento con PNGasa F. Las
proteínas sin tratar y tratada fueron separadas por SDS-PAGE y reveiadas por
Western blot utilizando el anticuerpo anti-DE. Nótese el cambio en Ia migración
electroforética de la proteína tratada. B) Ensayo de fusión de gametas en
presencia de 10 ug de proteína nativa tratada con PNGasa F (nDE deglic) o sin
tratar (nDE).
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Importancia de los puentes disulfuro para la actividad de Iaproteína

Como se mencionó anteriormente, Ia proteína DE contiene 16 cisteínas y

pertenece a la familia CRISP. Dado que todos los miembros de la familia

CRISP conservan el número y la localización de sus cisteínas, se ha

propuesto que las cisteínas podrían cumplir alguna función importante,

aunque todavía incierta (168).

Con el fin de estudiar el estado reducido u oxidado de las cisteínas, tanto en

Ia proteína DE nativa como en recDE, ambas proteínas fueron sometidas a

tratamiento con biotina-maleimida (reactivo que se une a los grupos -SH),

sometidas a electroforesis, transferidas a nitrocelulosa, y finalmente reveladas

por reacción con avidina-peroxidasa. Mientras la proteína DE nativa

previamente reducida con DTT,y utilizada como control positivo, presentó una

clara marcación, la proteína nativa sin reducir mostró una señal apenas

visible, indicando que en la misma, las cisteínas estarían mayoritariamente

involucradas en la formación de puentes disulfuro (Figura 21). Por su parte, la

proteína recombinante sin reducir presentó una señal de mayor intensidad que

la proteína nativa no reducida, indicando un mayor contenido de cisteínas

libres (-SH) (Figura 21). Esta señal no se debería a cisteínas presentes en la

porción peptídica correspondiente a MBP, ya que la misma carece de tales

aminoácidos en su secuencia. De todas maneras, la proteína MBP fue

también tratada de Ia misma forma, mostrando una reacción negativa

(observar la flecha que señala la posición de MBP).

Si los puentes disulfuro fueran importantes para la actividad de Ia proteína, la

incorrecta formación de los mismos podria ser la causa de la menor capacidad

para inhibir la fusión de la proteína recombinante respecto a la DE nativa.
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Figura 21: Presencia de grupos -SH en la proteína DE nativa y
recombinante. Las proteínas indicadas fueron tratadas (+) o no (-) con
biotina-maleimida, separadas por SDS-PAGE y transferidas a
membranas de nitrocelulosa. EI panel superior muestra el revelado de
las proteínas con avidina-peroxidasa, y el panel inferior la tinción de las
membranas con rojo Ponceau. La proteína DE nativa reducida con DTT
(nDE-DTF) fue utilizada como control positivo, mientras que MBP, que
no contiene cisteínas, fue utilizada como control negativo. Las flechas
señalan Ia posición de recDE y MBP.
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Con el fin de estudiar la importancia de los puentes disulfuro para la actividad

de Ia proteina, se analizó el efecto de Ia reducción de los puentes disulfuro

sobre la capacidad de inhibir la fusión de la proteína nativa. Para ello, Ia

proteína DE natiVa fue reducida con D1T, y luego alquilada con ácido

iodoacético (AIA)para evitar la reformación de los puentes disulfuro (Figura

22A). Tanto el DTI' como el AIA fueron eliminados de Ia muestra mediante

diálisis. Para controlar cualquier efecto tóxico de la preparación sobre las

gametas debido a una diálisis incompleta del D1T ylo el AIA, se utilizó una

solución sin proteína que fue sometida al mismo tratamiento que la proteína

DE. La proteína así reducida, alquilada y dializada, fue empleada en ensayos

de fusión ¡n vitro.Los resultados presentados en la Figura 228 muestran que

si bien el porcentaje de ovocitos penetrados en presencia de la proteína

reducida fue significativamente menor que en el control sin proteína, el mismo

fue significativamente mayor que el porcentaje de ovocitos fertilizados en

presencia de la proteína DE sin reducir. Estos resultados sugieren que los

puentes disulfuro, si bien no esenciales, cumplirian una función importante en

la actividad de la proteína.

Los resultados de este capitulo indican que la actividad de Ia proteína residiría

en la porción peptídica de Ia molécula, y que, dentro de esta última, la

presencia de las uniones disulfuro contribuiría a la actividad de la proteína
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Figura 22: Efecto de Ia reducción de Ia proteína DE nativa sobre su
capacidad de inhibirIa fusión espermatozoide-ovocito.
A) La proteína DE nativa fue tratada con DTT, alquilada con AIA para
evitar la reformación de los puentes disulfuro, y luego dializada contra
medio de fertilización.Las proteinas sin tratar y tratada fueron separadas
por SDS-PAGE y reveladas por Western biot utilizando el anticuerpo
anti-DE. Nótese el cambio en la migración electroforética en Ia proteína
reducida. B) Ensayo de fusión espermatozoide-ovocito en presencia de
20 ug de proteína nativa sin reducir (nDE) o reducida (nDE/DTT/AIA).
a vs b: p<0.05
b vs c: p<0.05
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Capítqu 3: Región peptídica responsable de la actividad biológica

Dado que los resultados anteriores indicaban que la actividad biológica

residiría en la porCiónpeptídica de la molécula, el paso siguiente consistió en

identificar la región del polipéptido que contenía el dominio responsable de su

actividad. Considerando que el análisis de la secuencia de DE no indicó la

presencia de dominios conocidos que pudieran orientar el estudio, y que es

común que las funciones de las proteínas recaigan en dominios estructurales

bien definidos, se comenzó expresando fragmentos que abarcaran los

dominios estructurales de la proteína. Si bien no hay información al respecto

para la proteína completa de rata (Ia predicción descripta anteriormente

corresponde a la región comprendida entre los aa 52-186), existe un estudio

realizado con Ia proteína recombinante de ratón, la cual presenta un 70 % de

identidad con la proteína de rata. Para la proteína de ratón, se ha descripto la

presencia de dos dominios: el dominio N-terminal que comprende

aproximadamente tres cuartos de la proteína y contiene tres puentes disulfuro,

y el dominio C-terminal, abarcando una cuarta parte de la molécula y

conteniendo las diez cisteínas restantes (Figura 23). Este último dominio

tendría una estructura compacta debido a los numerosos puentes disulfuro

intramoleculares presentes (173). Tomando como base esta estructura, se

decidió entonces, expresar los siguientes fragmentos:

Fragmento 1 (F1): comprendiendo el dominio N-terminal (aa 1 —158)

Fragmento 2 (F2): comprendiendo el dominio C-terminal (aa 156-227)

Fragmento 3 (F3): comprendiendo el dominio C-terminal, más la región N­

terminal que contiene todas las cisteínas (aa 62-227) (Figura 23)

Para la expresión de los distintos fragmentos, la región codificante de cada

uno de ellos fue amplificada por PCR y ligada al vector de expresión pMAI-p2.
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Figura 23: Estructura propuesta para la proteína DE de ratón (173), y
esquema donde se indica el aminoácido inicial y final para cada uno de los
fragmentos expresados.
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Expresión de los fragmentos recombinantes F1, F2y F3

En primer lugar era necesario controlar que todos los fragmentos se

expresaran correctamente. El ADN de las distintas construcciones se utilizó

para transformar células BL21, las que fueron crecidas en presencia o

ausencia de IPTG. Los extractos de estos cultivos fueron analizados por

electroforesis en geles de poliacrilamida. En las calles correspondientes a los

cultivos inducidos con IPTG se observó la aparición de una banda de mayor

intensidad respecto a la correspondiente al cultivo sin inducir (Figura 24). En

cada caso, el tamaño estimado de la proteína fue similar al tamaño esperado

para el fragmento recombinante fusionado a la MBP.

Para confirmar Ia identidad de las distintas proteínas, los extractos de los

distintos cultivos fueron analizados por Western blot utilizando los anticuerpos

anti-DE y anti-MBP. Los resultados presentados en Ia Figura 25 indicaron que

mientras anti-DE no reconoció ninguna banda en el extracto correspondiente a

bacterias que expresan MBP,el anticuerpo detectó una banda en cada uno de

los cultivos correspondientes a los distintos fragmentos, cuyos tamaños fueron

coincidentes con los observados anteriormente para las proteínas inducidas.

Estas bandas también fueron reconocidas por el anticuerpo anti-MBP.

A continuación, se estudió la expresión citoplásmica o periplásmica de cada

fragmento. AI igual que para recDE, se obtuvo de cada cultivo una fracción

periplásmica y otra fracción conteniendo el resto de las proteínas bacterianas.

Las proteínas de cada fracción se analizaron mediante SDS-PAGE y tinción

con CBB. Mientras que para MBPy F2 se observó una importante cantidad de

proteína en la fracción periplásmica, para F1 y F3, las proteínas se

encontraron mayoritariamente en Ia fracción citoplásmica (Figura 26). Por Io

tanto, mientras que F2 se purificó a partir de un extracto periplásmico, F1 y F3

fueron purificados a partir de un extracto total (Figura 27).
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MBP recDE F1 F2 F3|PTG+-+-+-+-+

Tamaño Tamaño

esperado observado

F1 60 kDa 62.5 kDa

F2 50.6 kDa 48 kDa

F3 61 kDa 59 kDa

Figura 24: Expresión de los fragmentos recombinantes F1, F2 y F3.
Bacterias transformadas con las construcciones correspondientes a los distintos
fragmentos fueron crecidas en presencia o ausencia de IPTG. Las proteínas
presentes en extractos de estos cultivos fueron separadas por SDS-PAGE y
teñidas con CBB. Como control, se utilizaron bacterias que expresan recDE y
MBP. Las flechas rojas indican la posición de las bandas inducidas. En la tabla
se indican los tamaños esperados de los fragmentos y los calculados a partir
del gel.
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anti-DE anti-MBP

Figura 25: Reconocimiento de los fragmentos recombinantes por anti-DE y
anti-MBP. Extractos de proteínas de bacterias transformadas con las
construcciones para los distintos fragmentos y crecidas en presencia de
IPTG, fueron separados por SDS-PAGE y transferidos a membranas de
nitrooelulosa. Las membranas fueron reveladas por Western blot utilizando
anti-DE o anti-MBP como primer anticuerpo.
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Figura 26: Expresión periplásmica o citoplásmica de los fragmentos
recombinantes. Bacterias transformadas con las construcciones para los
distintos fragmentos fueron crecidas en presencia de IPTG. Estas bacterias
fueron utilizadas para Ia preparación de un extracto total (ET), una fracción
periplásmica por tratamiento hiposmótico (FP), y una fracción depletada de
proteínas periplásmicas (FC). Los extractos proteicos fueron separados por
SDS-PAGE, y las proteínas teñidas con CBB. Las flechas indican Ia posición
de los fragmentos F1, F2 y F3.
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Figura 27: Tinción con nitrato de plata de los fragmentos recombinantes
luego de la purificación a través de una columna de afinidad.



Actividad biológica de los fragmentos F1, F2y F3

Con el fin de estudiar si alguno de los fragmentos generados presentaba

actividad inhibitoria del proceso de fusión, en primer lugar se analizó la

capacidad de los mismos de unirse al ovocito. Los resultados obtenidos por

IFI indicaron que, mientras los ovocitos incubados con MBP o F2 no

presentaban marcación fluorescente, tanto los ovocitos incubados con F1

como los incubados con F3 mostraban marca fluorescente sobre su superficie

(Figura 28). AI igual que Io observado para recDE, la fluorescencia se

observaba sobre toda la superficie del ovocito, con excepción de un área

discreta que no presentaba fluorescencia.

Para evaluar si esta capacidad de unirse a los ovocitos era capaz de inhibirel

proceso de fusión de gametas, se realizaron ensayos de fusión ¡n vitro en

presencia de los distintos fragmentos. Los experimentos iniciales, utilizando

los fragmentos a una concentración de 6 uM, indicaron que ninguno de ellos

en forma individual, ni la combinación de los mismos, fueron capaces de

inhibir el porcentaje de ovocitos fertilizados. Sin embargo, al aumentar la

concentración a 60 uM, tanto F1 como F3 produjeron una inhibición

significativa, no observada para MBPni para F2 (Figura 29).

Puesto que tanto F1 como F3 eran capaces de unirse al ovocito e inhibir la

fusión de las gametas y, teniendo en cuenta que ambos poseen una región de

su secuencia en común, resultaba lógico pensar que en esta región se

encontraría el dominio responsable de la actividad. Se expresaron entonces

dos nuevos fragmentos: el fragmento 4 (F4), que corresponde a la secuencia

compartida entre F1 y F3, y el fragmento 5 (F5), que corresponde a la región

de F1 no compartida con F3 (Figura 30).
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F2

Figura 28: Capacidad de los distintos fragmentos recombinantes para
unirse al ovocito.
Ovocitos de rata sin ZP fueron incubados con 6 uM de F1, F2 o F3 y luego
fijados y sometidos a IFI utilizando anti-MBP como primer anticuerpo. La
flecha señala la región del ovocito sin fluorescencia. Aumento: 590 X.
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Figura 29: Capacidad de los fragmentos recombinantes F1, F2 y F3 para
inhibir Ia fusión de gametas ¡n vitro.
Ovocitos de rata sin ZP fueron preincubados en medio de fertilización (C) o
en presencia de 60 ¡4Mde MBP, F1, F2 o F3, y luego inseminados con
espermatozoides capacitados. AI cabo de 3 hs de coincubación, se
determinó el porcentaje de ovocitos fertilizados. Las barras representan el
promedio de al menos tres experimentos, i el error estándar.
a vs b: p<0.05
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Figura. 30; Esquema, lndicanda la Legión. comprendida por. los
fragmentos F4 yF5r y susrelación con losdemás fragmentos.
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Expresión de los fragmentos F4y F5

El cultivoen presencia de IPTG de bacterias transformadas con los plásmidos

para la expresión de F4 y F5, y el posterior análisis de las proteínas por SDS­

PAGE, indicó la presencia de bandas coincidentes con el peso molecular

esperado para los fragmentos recombinantes (Figura 31A). Estas proteínas

inducidas por IPTGfueron reconocidas en experimentos de Western bIot tanto

por el anticuerpo anti-DE, como por el anticuerpo anti-MBP, indicando que se

trataba efectivamente de las proteínas de fusión (Figura 31B). El análisis de

la expresión citoplásmica o periplásmica de estos fragmentos, mostrado en la

Figura 32, indicó que mientras F4 permanecía en el citoplasma bacteriano, F5

se transportaba eficientemente al espacio periplásmica. Seguidamente, las

proteínas recombinantes fueron purificadas por una columna de afinidad,

eliminándose la gran mayoría de las proteínas bacterianas (Figura 33). De

esta manera, se logró disponer de tres fragmentos (F2, F4 y F5) que abarcan

la totalidad de la molécula, y donde cada uno representa aproximadamente un

tercio de la misma.

Actividad biológica de F4 y F5

En primer lugar, se ensayó la capacidad de los nuevos fragmentos para unirse

a ovocitos de rata sin ZP. Los experimentos de lFI indicaron que los ovocitos

incubados con F5, al igual que aquellos incubados con F2 o MBP, no

presentaban fluorescencia. Por su parte, la incubación de los ovocitos con F4

resultó en una marcación fluorescente de los mismos (Figura 34) al igual que

con F1 y F3.
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A F5 F4
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anti-DE anti-MBP

Figura 31: Expresión de los fragmentos F4 y F5.
Bacterias transformadas con pMAL-F4(F4) o pMAl-F5(F5) fueron crecidas
en presencia o ausencia de IPTG. Las proteínas presentes en extractos de
estos cultivos fueron separadas por SDS-PAGE y teñidas con CBB (A), o
transferidas a nitrocelulosa y reveladas por Western blot utilizando anti-DE
o anti-MBP como primer anticuerpo (B). En este último caso, se utilizaron
las proteínas MBP y F2 como controles.
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MBP F4 F5

ET ET FP FC ET FP FC

Figura 32: Análisis de ia expresión citopiásmica o periplásmica de los
fragmentos F4 y F5. Bacterias transformadas con pMAL-F4 o pMAL-FS
fueron crecidas en presencia de IPTG. Estas bacterias fueron utilizadas
para Ia preparación de un extracto total (ET), una fracción periplásmica
por tratamiento hiposmótico (FP), y una fracción depletada de proteínas
periplásmicas (FC). Los extractos fueron separados por SDS-PAGE y las
proteínas teñidas con CBB. Las flechas indican ia posición de F4 y F5.
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F4 F5

Figura 33: Tinción con nitrato de plata de los fragmentos F4 y F5
luego de su purificación a través de una columna de resina-amilosa.
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F4

F5

Figura 34: Capacidad de los fragmentos F4 y F5 para unirse al
ovocito. Ovocitos de rata sin ZP fueron incubados con 6 uM de F4 o
F5 y luego fijados y sometidos a IFI utilizando anti-MBP como primer
anticuerpo. La flecha señala el área sin marca fluorescente,
Aumento: 590 x.
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A continuación se estudió Ia habilidad de estos fragmentos de inhibir la fusión

de las gametas ¡n vitro.Tal como se observa en la Figura 35, los resultados

indicaron que mientras la presencia de F5 no produjo una disminución del

porcentaje de penetración de los ovocitos, la presencia de F4 produjo una

reducción significativa, similar a la producida por F1 y F3.

Habiéndose comprobado que efectivamente el fragmento F4, que comprende

la región común entre F1 y F3, contiene la actividad inhibitoria, se realizaron

una serie de controles utilizando este fragmento. Como proteínas control, se

utilizaron los fragmentos F2 y F5, que no inhiben la fusión de gametas in vitro,

y tienen un tamaño similar a F4. La inhibición de fusión por F4 no se debió a

un efecto tóxico de este fragmento sobre los espermatozoides ya que, ni Ia

viabilidad ni Ia motilidad de los espermatozoides se encontraba afectada

(Tabla 5).

Tabla 5: Efecto de los distintos fragmentos sobre la viabilidad y
motilidadde los espermatozoides

Porcentaje
Viabilidad Motilídad

F2 79 i 5 70 j: 5
F5 78 i 4 67 i 7
F4 77 :t 10 70 i13

Espermatozoides capacitados fueron incubados con 60 ¡1Mde F2,
F4 o F5 durante 1 h, a 37°C en estufa gaseada, determinándose
luego los porcentajes de viabilidad y motilidad por observación en
un microscopio óptico. Los valores corresponden al promedio de
tres experimentos i el error estándar.
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Figuraiaszr Capacidad de los fragmentos F4 y F5 de. inhibir la fusión de
gametas in vitro.
Ovocitos de ratasin ZP fueron preincubados en medio de fertilización(C)
o en presencia de 60 pM de F2, F3, F4 o F5 y luego inseminados con
espermatozoides, capacitadoa Al, cabe de 3. hs de coincubación se
determinó el porcentaje de ovocitos penetrados. Las barras representan el
promediode tres experimentosi el errorestándar.
a vs b: p<0.05
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Con el fin de controlar un posible efecto irreversible sobre la penetrabilidad de

los ovocitos, ovocitos sin ZP fueron incubados durante 2 hs con los

fragmentos F2, F4 y F5, luego de lo cual los mismos fueron lavados mediante

sucesivos pasajes por gotas de medio de fertilización, e inseminados con

espermatozoides capacitados. Tal como se observa en Ia Tabla 6, los

ovocitos incubados con F4 presentaron un porcentaje de fertilización similar a

aquellos ovocitos incubados con F2 y F5.

Tabla 6 Efecto de los fragmentos F2, F4 y F5 sobre Ia
penetrabilidad de los ovocitos.

% de ovocitos
D fertilizados

F2 37 92 j: 8

F5 48 92 j: 8

F4 60 89 _+_11

Ovocitos sin ZP fueron incubados con 60 uM de F2, F4 o F5 durante
dos horas, y luego lavados mediante tres pasajes por gotas de
medio fresco. Seguidamente, los ovocitos fueron inseminados con
espermatozoides capacitados, y luego de 3 hs de coincubación, se
determinó el porcentaje de ovocitos fertilizados. Los valores
corresponden al promedio i el error estándar de los resultados
obtenidos en tres experimentos.
n: número de ovocitos analizados
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Como otra manera de evaluar la reversibilidad de la inhibición, ovocitos

incubados con 60 ¡1Mde F4 fueron luego inseminados con un exceso de

espermatozoides (tres veces superior a la concentración habitual). En caso

de que, efectivamente, el fragmento recombinante estuviera bloqueando los

sitios complementarios para DE, el aumento en la cantidad de

espermatozoides debería desplazarlo revirtiendo dicha inhibición. Los

resultados presentados en la Tabla 7 indican que la inhibiciónproducida por

F4 pudo ser revertida mediante el empleo de una mayor concentración de

espermatozoides, resultados que señalan la reversibilidad del efecto

producido.

Tabla 7 Reversión de la inhibición producida por F4 a través del
aumento en la concentración de espermatozoides

n % de ovocitosJenetrados
Control 44 88 i 4.4

F4 (4x1o5 esp Iml) 39 41 i 21a

F4 (12x105 esp/ml) 36 95 :l:4.7"

0vocitos sin ZP preincubados con F4 (60 uM) fueron inseminados
con dos concentraciones de espermatozoides capacitados: 4x105
esp lml, o 12x105 esp/ml. Luego de 3 hs de coincubación, se
determinó el porcentaje de ovocitos penetrados Los números
corresponden al promedio obtenido de tres experimentos
independientes.
n: número total de ovocitos analizados.
a p< 0.05 vs. control, b p< 0.05 vs. F4 (4x105 esp/ml).
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Habiendo descartado un posible efecto tóxico sobre la viabilidad de ambas

gametas, a continuación se investigó si la inhibiciónobservada se debía a un

efecto sobre la unión inicial de las gametas. Para ello, ovocitos sin ZP fueron

preincubados con los fragmentos F2, F4 o F5 y luego inseminados con

espermatozoides capacitados, determinándose al cabo de 30 minutos, tanto el

porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos como el número promedio

de espermatozoides unidos por ovocito. Los resultados obtenidos indicaron la

ausencia de diferencias significativas para ambos parámetros entre los tres

grupos de ovocitos (Tabla 8).

Tabla 8 Efecto de F4 sobre la unión espermatozoide-ovocito

% de ovocitos con N° promedio de
n espermatozoides espermatozoides

unidos unidos por ovocito

F2 61 68 i 15 3.6 :l:0.4

F5 49 81 i 15 4.1 i 0.5

F4 61 92 i 8 4.1 i 0.3

Ovocitos de rata sin ZP fueron incubados en presencia de 60 uM de
los fragmentos F2, F5 o F4, y luego inseminados con
espermatozoides capacitados. Luego de 30 min de coincubación, se
evaluaron el porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos y
el número de espermatozoides unidos por ovocito. Los valores
corresponden al promedio i el error estándar de los resultados
obtenidos en tres experimentos independientes.
n: número de ovocitos examinados.
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Estos resultados indican que la inhibición de la fertilización observada en

presencia de F4 ocurriría en un paso posterior a la unión de las gametas,

sugiriendo Ia especificidad de dicha inhibición.

En resumen, los resultados obtenidos en la Parte I, indican que Ia actividad

biológica de la proteína residiría en Ia porción peptídica de la molécula, más

precisamente en la región comprendida entre los aa 62-158, y que los puentes

disulfuro serían de importancia para dicha actividad.
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Parte II. Potencial uso de DE para el desarrollo de un método
inmunológico de regulación de la fertilidad.

Capítulo 1: Estudio de los mecanismos involucrados en la inhibición de

la fertilidad en ratas inmunizadas con la proteína DE.

Resultados previos de nuestro laboratorio indican que Ia inmunización de

ratas de ambos sexos con la proteina DE es capaz de producir una respuesta

inmune en la mayoría de los animales, así como una inhibición significativa de

la fertilidad (144). Tal como se describe en la Introducción, experimentos

realizados con los sueros de los animales inmunizados, sugirieron que los

anticuerpos anti-DE estarían involucrados en dicha inhibición de la fertilidad

(145). Sin embargo, estos resultados constituían evidencias indirectas,

restando evaluar los mecanismos ¡n vivo implicados en Ia inhibición de los

animales inmunizados.

Determinación de anticuerpos anti-DEy su relación con Ia fertilidad.

Con el fin de estudiar los mecanismos responsables de la inhibición de la

fertilidad, se inmunizó un grupo de animales de ambos sexos con Ia proteína

DE, utilizando animales inmunizados con solución fisiológica como grupo

control. De aquí en más, los animales inmunizados con la proteína DE serán

llamados animales "inmunizados", en tanto que los animales inmunizados con

solución fisiológica, animales "controles". Para confirmar el desarrollo de una

respuesta inmune, se estudió Ia presencia de anticuerpos anti-DE en el suero,

mediante Ia técnica de inmunoenzimoensayo (ELISA),utilizando DE purificada

como antígeno, y los sueros obtenidos, como primer anticuerpo. Las

extracciones de sueros fueron realizadas en los momentos indicados en la

Figura 36.
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Un método habitualmente utilizado para la determinación del títqu de un

anticuerpo es el llamado "de dilución final”, en el cual se realizan diluciones

seriadas de la muestra, considerándose como título, la inversa de la última

dilución con resultado positivo. Dado que se realizaron varios sangrados de

cada animal, y que el número de animales era considerable, éste método

resultaba poco práctico, decidiéndose por lo tanto, estimar el valor de los

títulos a través de la absorbancía obtenida a una dilución fija para todos los

sueros. Se construyó una curva estándar para determinar la correlación entre

el valor de la absorbancía a una dilución fija (1:100) y el valor del títqu por

dilución final. La curva estándar presentó un coeficiente de correlación de

0.75 (Figura 37), por lo que todas las determinaciones posteriores de titqu se

realizaron midiendo la absorbancía a la dilución 12100.

El análisis de los sueros de los animales inmunizados, indicó que los niveles

de anticuerpos anti-DE se incrementaban en función del tiempo, alcanzando

valores significativamente mayores que aquellos pertenecientes a sueros

preinmunes o provenientes de animales control. En la Figura 38A se

muestran los promedios de todos los animales control e inmunizados

respectivamente, en tanto que en Ia Figura 388 se ilustra la evolución

individualde algunos animales inmunizados.

Con el fin de analizar la evolución de la fertilidad de los animales, los mismos

fueron puestos en apareo inmediatamente después de la última inmunización

(semana 16) y en dos oportunidades posteriores (semana 20 y semana 31)

(Figura 36). Cada macho fue alojado en una jaula con tres hembras fértiles

durante siete días, luego de lo cual se retiró el macho y se evaluó durante 21

días los signos de preñez de las hembras. La fertilidad de cada animal se

consideró como el porcentaje de hembras preñadas.
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Figura 37: Correlación entre la absorbancia a 405 nm de la dilución 1:100
de los sueros, y el títqu obtenido por diluciónfinal. r=0.75 (p<0.005).
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Figura 38: Respuesta inmune en animales macho inmunizados y controles.
(A). Promedios de todos los animales lnmunizados 3Lcontroles? (B)
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Los resultados de los tres apareos en conjunto, mostraron una inhibición

significativa de Ia fertilidad en los machos inmunizados respecto a los

controles (43% vs 72%, p<0.05).

Con el fin de estudiar una posible relación entre los anticuerpos anti-DE

circulantes y Ia fertilidad, se procedió a analizar la asociación entre el título de

los anticuerpos séricos anti-DE en cada individuo y el correspondiente

porcentaje de fertilidad. Los resultados de dicha comparación indicaron que Ia

mayoría (91%) de los animales que presentaban valores de absorbancia

menores a 0.5 exhibieron elevados porcentajes de fertilidad (66% y 100%)

(Figura 39). Por el contrario, aquellos animales con valores de absorbancia

superiores a 0.5, presentaron bajos porcentajes de fertilidad (0% y 33%).

EI análisis de los sueros de las hembras inmunizadas con DE indicó que los

títulos de anticuerpos anti-DE se incrementaban en función del tiempo,

alcanzando valores significativamentemayores que aquellos correspondientes

a sueros preinmunes o controles (Figura 40A).

En Ia Figura 4OB se muestra la evolución de la respuesta inmune en forma

individual, para ilustrar la variabilidad de la misma.

Con el fin de observar la evolución de la fertilidad, las hembras fueron

apareadas luego de la última inmunización (una hembra inmune y una control

con un macho no inmunizado). La fertilidad de los animales fue estudiada en

apareos realizados en los momentos indicados en la Figura 36. Los

resultados mostraron una reducción significativa de la fertilidad en las

hembras inmunizadas respecto a las hembras control (31% vs 65%, p<0.05).

La Figura 41 muestra la relación entre los niveles de anticuerpo anti-DE y Ia

correspondiente fertilidad de cada hembra inmunizada. Mientras que la

mayoría de las hembras (71%) con títulos superiores a 0.4 manifestaban una
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inhibición de su fertilidad, aquellos individuos que mostraron un nivel de

anticuerpos inferior a 0.4 presentaron porcentajes similares de fertilidad e

infertilidad (56% vs 44%).

Para todos los siguientes estudios sobre mecanismos de inhibición, se

utilizaron machos inmunizados que presentaran fertilidad reducida (0-33%) y

hembras infértiles, y en ambos casos, animales con un alto título sérico de

anticuerpos (>0.5).

Estudio histológico de los órganos reproductivos de machos y hembras

Con el fin de descartar un posible efecto deletéreo de los anticuerpos anti-DE

sobre el epidídimo y vaso deferente, se realizaron cortes histológicos de

dichos órganos de animales control e inmunizados. La observación de los

cortes de epidídimo reveló la presencia de estructuras epididimarias normales

en los cortes provenientes de ambos grupos de animales. En ningún caso se

observaron agregados de células mononucleares en el tejido conectivo, u otro

signo de una respuesta inflamatoria crónica. EI epitelio epididimario

presentaba características pseudoestratificadas, de contorno regular, mientras

que el lumen tubular contenía cantidades normales de espermatozoides en su

interior (Figura 42).

Por su parte, los cortes de vaso deferente no presentaron ninguna alteración

de la estructura normal, observándose una masa de espermatozoides en el

lumen.

Si bien la proteina DE no se expresa en el testículo, la proteína TPX-1 que

posee una homologia de 55% con DE, y también es miembro de la familia

CRISP, podría reaccionar en forma cruzada con los anticuerpos formados,

causando una lesión testicular. Por otro lado, se ha descripto que,

alteraciones en el epidídimo pueden ocasionalmente producir efectos

deletéreos sobre el testículo. Por lo tanto, se examinaron también cortes de
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Figura 42: Microfotografíasde cortes teñidos con hematoxilina-eosina de los órganos
reproductivos, recuperados de animales macho controles e inmunizados. Aumento:
265 X.
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testículo de ambos grupos de animales. El análisis de los cortes de testículo

no mostró evidencias de infiltraciónde las membranas basales o descamación

de células al lumen de los túbulos seminíferos, existiendo un desarrollo

espennatogénico normal. Los túbulos seminíferos observados presentaban

diámetros tubulares normales, y en algunos casos, la presencia de

abundantes espermatozoides maduros (Figura 42).

Con el fin de excluir un efecto inespecífico de los anticuerpos anti-DE sobre

los órganos reproductores femeninos, se examinaron cortes histológicos de

ovario, útero y oviducto. En los cortes de ovario se observó la presencia de

todos los tipos celulares, no detectándose evidencias de cambios

degenerativos o atrésícos de los folículos (Figura 43). Por su parte, no se

observaron estructuras alteradas en los cortes correspondientes a útero y

oviducto (Figura 43), tanto de animales inmunes como controles.

Para excluir la posibilidad de que los anticuerpos circulantes en las hembras

inmunizadas actuaran alterando el ciclo estral, se hizo un seguimiento del

mismo en las hembras controles e inmunizadas. Los resultados indicaron que

ambos grupos de animales mostraban un ciclo regular, presentando los tipos

celulares normales correspondientes a cada día del ciclo.

Habiendo descartado un efecto deletéreo de la inmunización con la proteína

sobre los órganos reproductivos del macho y de la hembra, un posible

mecanismo de la inhibición consistiría en Ia entrada de los anticuerpos al

tracto reproductivo, y su interacción con los espermatozoides, afectando el

funcionamiento de los mismos (Figura 44).
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Figura 43: Microfotografías de cortes teñidos con hematoxilina-eosina de los
órganos reproductivos, recuperados de animales hembras controles e
inmunizados. Aumentos:0vario: 250 X; útero y oviducto: 530 X.
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Figura 44: Esquema del posible mecanismo de inhibiciónde Ia fertilidad.
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Presencia de anticuerpos anti-DEen el tracto reproductivo de machos y
hembras

Con el fin de examinar si efectivamente los anticuerpos anti-DE acceden al

tracto reproductivo, se recuperaron fluidos reproductivos de machos y

hembras inmunizados o control, los cuales fueron utilizados como primer

anticuerpo en ensayos de ELISAcontra la proteína DE.

En el caso de los machos, se obtuvieron los fluidos provenientes de las

distintas regiones del epidídimo, asi como del vaso deferente. Tal como se

observa en Ia Figura 45, los fluidos provenientes de animales inmunizados

presentaron una cantidad significativamente mayor de anticuerpos anti-DE

respecto a los fluidos correspondientes a animales control.

En el caso de las hembras, se obtuvieron los fluidos uterinos y oviductales,

tanto de animales inmunizados como control. Los valores obtenidos en los

fluidos de animales inmunizados fueron significativamente mayores que

aquellos correspondientes a animales control (Figura 46).

Presencia dela proteína DEsobre los espermatozoides

Dado que los resultados descriptos indicaban que los anticuerpos serían

capaces de acceder al lumen epididimario, un mecanismo posible de acción,

esquematizado en la Figura 47, sería la interferencia de los mismos con la

síntesis y/o secreción de la proteína, o bien con la asociación de la misma a

los espermatozoides. En todos estos casos, se produciría una disminución de

Ia cantidad de DE presente sobre la superficie del espermatozoide. Esta

posibilidad sólo es válida para el caso del macho, donde ocurre la síntesis de

la proteína DE y su asociación al espermatozoide. Alternativamente, los

anticuerpos podrían asociarse a la proteína ya presente sobre el
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Figura 45: Presencia de anticuerpos anti-DE en .ios fluidos del tracto
reproductivo masculino. Fluidos del caput, corpus y cauda, y del vaso
deferente fueron utilizados como primer anticuerpo en un ELISA contra .la
proteína DE.
* p<0.05 vs control».
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Figura 46: Presencia .devanticuerpos .anterE “en los “fluidosdel ..tracto
reproductivo femenino. Fluidos de útero y oviducto fueron utilizados como
primer anticuerpo en ELJSA contra la proteínaDE.
* p<0.05 vs control.
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Interferenciacon Ja síntesis .osecreción
de Ia proteína DE, o con su asociación al
espermatozoide.

U

Disminución de Ia cantidad de
proteína DE asociada al
espermatozoide

Entrada de
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al tracto
reproductivo

Asociaciónde los anticuerpos ala
proteína DE presente sobre el
espermatozoide

Figura 47: Diagrama de los posibles mecanismos de acción de los anticuerpos
presentes en el tracto reproductivo masculino y femenino.
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espermatozoide, interfiriendo con su función. Esta posibilidad se aplicaría

tanto a hembras como a machos.

Con el fin de evaluar Ia primera de estas posibilidades, se realizó un

experimento de inmunohistolocalización sobre cortes de epidídimo de

animales inmunizados y control para examinar la presencia de la proteína DE

ya sea en el epitelio epididimario como asociada a la superficie de los

espermatozoides. Para tal fin, se utilizaron anti-DE obtenido en conejo, y anti­

IgG conjugado con FITC como primer y segundo anticuerpo, respectivamente.

No se encontraron diferencias significativas en el patrón de

inmunofluorescencia de ambos grupos de animales, observándose marca

fluorescente en la zona apical de las células principales, como así también en

las regiones del lumen donde había espermatozoides (Figura 48). Si bien

estos resultados cualitativos indicaban Ia ausencia de grandes diferencias

entre los grupos, para descartar posibles diferencias no detectables por la

técnica de IFI, se. cuantificaron por ELISAlas cantidades de DE asociada a la

superficie de espermatozoides provenientes de animales inmunizados y

controles. Tal como puede observarse en la Figura 49, no se encontraron

diferencias significativas en los niveles de proteína DE correspondientes a

cada grupo.

Asociación de los anticuerpos a los espermatozoides en el tracto

femenino y masculino

Habiendo comprobado la presencia de anticuerpos anti-DE en el tracto

reproductivo tanto del macho como de la hembra, y habiendo descartado una

interferencia en la síntesis, secreción o asociación de DE a los

espermatozoides, seguidamente se estudió la posible unión de los

anticuerpos a los espermatozoides presentes en los tractos reproductivos.

Para ello, se recuperaron espermatozoides epididimarios de machos

inmunizados y control, y se obtuvieron espermatozoides de Ia vagina y útero
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Control Inmunizado

FIuorescencia

Contrastedefase

Figura 48: Presencia de la proteína DE en el tejido epididimario.
Secciones de epidídimos de animales controles o inmunizados fueron sometidos
a inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo anti-DE como primer
anticuerpo. Aumento: 526 X.
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Figura 49: Presencia de la proteína DE sobre los
espermatozoides. Espermatozoides epididimarios provenientes de
animales control o inmunizados fueron acoplados a placas de
ELISA,y la cantidad de proteína DE cuantificada utilizando anti-DE
como primer anticuerpo.
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de hembras inmunizadas y control apareadas con machos no inmunizados.

Los espermatozoides así obtenidos fueron sometidos a IF utilizando

directamente anticuerpo anti-IgG de rata acoplado a FITC. En el caso de las

hembras, mientras que los espermatozoides recuperados de vagina o útero de

animales control no presentaron fluorescencia, los espermatozoides

recuperados de hembras inmunizadas mostraron marcación fluorescente

(Figura 50). Mientas que los espermatozoides vaginales presentaban

fluorescencia restringida a la región acrosomal de Ia cabeza, los

espermatozoides uterinos mostraban una marcación difusa en toda Ia cabeza.

El número de espermatozoides recuperados del oviducto fue demasiado

pequeño como para realizar experimentos de inmunofluorescencia.

En el caso de los machos, no se observó marcación fluorescente ni en las

muestras provenientes de animales inmunizados ni en aquellas provenientes

de animales control. Dado que existía la posibilidad de que Ia asociación de

los anticuerpos al espermatozoide no fuera detectada por

inmunofluorescencia. pero estuviera afectando el funcionamiento del

espermatozoide, el paso siguiente consistió en evaluar diferentes aspectos

funcionales del espermatozoide en muestras provenientes de animales

inmunizados y control.

Efectos de la inmunización sobre el funcionamiento de los

espermatozoides

a) Viabilidady motilidad

En primer lugar se determinó el efecto de la inmunización sobre la viabilidad y

la motilidad de los espermatozoides. Los resultados indicaron que

espermatozoides recuperados de las distintas regiones del epidídimo (caput,

corpus y cauda) de animales inmunizados presentaron valores no
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Figura 50: Asociación de los anticuerpos a los espermatozoides presentes
en el tracto femenino. Espermatozoides recuperados de la vagina o del
útero de hembras controles o inmunizadas fueron fijados y sometidos a
inmunofluorescencia directa utilizando un anticuerpo anti-lgG de rata
acoplado a FITC. Las flechas señalan la fluorescencia sobre la cabeza del
espermatozoide. Aumento: 1464 X.
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significativamente diferentes de aquellos correspondientes a animales control,

obteniéndose en todos los casos valores superiores a 50% (Figura 51).

b) Efectos sobre la capacitación

Altemativamente, la inhibición de la fertilidad podría deberse a la alteración de

la capacidad de los espermatozoides para capacitarse y sufrir la reacción

acrosomal. Una manera indirecta de verificar la ocurrencia de la capacitación

en espermatozoides de rata, es medir el porcentaje de espermatozoides que,

incubados en un medio capacitante, presentan redistribución de Ia proteína

DE desde la región acrosomal al segmento ecuatorial ya que, dicha migración,

ocurre concomitantemente con la ocurrencia de la RA (140).

De este modo, espermatozoides obtenidos de animales control e inmunizados

fueron capacitados y sometidos a la técnica de IFI,analizándose el porcentaje

de células que presentaban migración de la proteína DE. Los resultados se

muestran en la Figura 52 e indican la ausencia de diferencias significativas

entre el grupo inmune y el control.

c) Capacidad fertilizante de los espermatozoides in vitro

Habiendo descartado cualquier efecto de la inmunización sobre la viabilidad,

motilidad y capacidad de sufrir capacitación y RA y, teniendo en cuenta que

DE participa en el proceso de fusión entre las gametas, el paso siguiente

consistió en estudiar la capacidad fusogénica de espermatozoides

recuperados de animales control o inmunizados.

Para ello, ovocitos de rata sin ZP fueron incubados con espermatozoides

capacitados obtenidos de epididimos de ratas inmunizadas y control. Dado

que el proceso de fusión comprende dos etapas: a) la unión de las

membranas del espermatozoide y ovocito, y b) la fusión propiamente dicha de

las membranas, se determinó, luego de 30 min de coincubación, el porcentaje
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Figura 51: Viabilidad (A) y motilidad (B) de espermatozoides recuperados
del epidídimo de animales controles e inmunizados.
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Figura 52: Efecto de la inmunización sobre la capacitación de los
espermatozoides. Espermatozoides obtenidos de animales inmunizados o
controles fueron incubados durante 4 hs en condiciones capacirtantes in
vitro, y luego fijados y sometidos a IFl utilizando el anticuerpo anti-DE,
determinándose el porcentaje de espermatozoides con redistribución de DE

l al segmento ecuatorial.
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de ovocitos con espermatozoides unidos, y el número de espermatozoides

unidos por ovocito.

Los resultados indicaron Ia ausencia de diferencias significativas tanto en el

porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos, como en el número de

espermatozoides unidos por ovocito, entre animales inmunes y control (Figura

53).

Sin embargo, al analizar el porcentaje de ovocitos fertilizados luego de

coincubar las gametas durante tres hs, se pudo observar que los

espermatozoides provenientes de machos inmunes presentaban una

capacidad fertilizante significativamente menor a la de los espermatozoides

provenientes de machos control (Figura 53).

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la reducción de la fertilidad

luego de la inmunización de ratas macho y hembra con la proteína DE, no se

debería a un efecto deletéreo sobre los órganos reproductivos, sino que

involucraria la entrada de anticuerpos anti-DE al tracto reproductivo y la

interferencia de los mismos con la capacidad fertilizante de los

espermatozoides.

La inhibición de la fertilidad en animales ¡nmunizados con DE a través de un

mecanismo específico, indica Ia relevancia de dicha proteina para la fertilidad

de los animales, y apoyan su potencial uso para el desarrollo de un método de

regulación de Ia fertilidad.
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Figura53; Efecto de la inmunizaciónsobre la capacidad fertilizantede
los espermatozoides. Ovocitos de rata sin ZP fueron inseminados con
espermatozoides capacitados provenientes de. animales control o
inmunizados. Luego de 30 min de coincubación, se determinó el
porcentaje de ovocitos con espermatozoides unidos (indicado.por las
barras) y el número de espermatozoides unidos por ovocito (indicado
entre paréntesis), ALcabo de 3 hs de coincubación, se determinó el
porcentaje de ovocitos penetrados. Las barras representan el promedio
¿r eJVerror estándar de. tres experimentos realizados con animales
diferentes.
avs. ba.p <0.05
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Capítulo 2: Inmunización de ratas con proteína DErecombinante

El desarrollo de un método inmunológico de control de la fertilidad, requiere

que el antígeno pueda ser expresado en forma recombinante, dado que

difícilmente la formulación final pueda ser obtenida a partir de fuentes

naturales.

Considerando que la proteína DE recombinante había sido expresada y

purificada, a continuación se utilizó dicha proteína para inmunizar animales

con el fin de evaluar si la misma era capaz de producir una respuesta inmune

y una disminución de la fertilidad, al igual que la proteína nativa.

Inmunogenicidad de recDE

Previo a la realización de estos estudios en un número elevado de animales,

se realizó una prueba piloto en un grupo reducido, con el fin de examinar Ia

inmunogenicidad de la proteína recombinante. Dado que la misma se

encontraba fusionada a la MBP, Ia inmunización podía realizarse tanto con la

proteína de fusión como con Ia proteína DE previamente separada de la MBP.

En este sentido, el empleo de Ia proteína acoplada a MBPpresenta la ventaja

de una obtención sencilla (un único paso de cromatografía de afinidad) y una

inmunogenicidad potencialmente mayor, debido a su mayor tamaño y a la

presencia de epitopes foráneos. La desventaja de Ia utilización de esta

proteina de fusión es la generación de anticuerpos anti-MBP, que podrían

provocar una reacción cruzada con otras proteínas endógenas. Asimismo, la

porción correspondiente a MBP podria contener epitopes inmunodominantes

que concentren Ia mayor parte de la producción de anticuerpos, disminuyendo

la respuesta específica contra DE. La opción de utilizar la proteína DE

separada de MBP, si bien permitiría obtener una respuesta específica contra

DE, implicaría un paso de escisión de ambas proteínas mediante el

tratamiento con una proteasa específica, seguido de un paso de purificación.



Resultados 156

Considerando que ambas posibilidades presentan ventajas y desventajas, se

decidió comenzar los estudios utilizando la opción más sencilla, es decir la

proteína fusionada a MBP. Como control de posibles efectos debidos a los

anticuerpos anti-MBP, un grupo de animales fue inmunizado con esta

proteína.

Para poder comparar la respuesta inmune producida contra la proteína nativa

con aquella producida contra la proteína recombinante, era necesario que

cada grupo fuera inmunizado con la misma masa de proteína DE. En el

ensayo inicial de inmunización con la proteína nativa, se utilizaron cantidades

de 50 o 100 ug de proteína, encontrándose una reducción de Ia fertilidad con

ambas dosis, siendo mayor la inhibición en el grupo inmunizado con 100 ug

(144). En la prueba piloto se utilizaron dosis de 50 y 100 pg de proteína

nativa, y el equivalente de proteína recombinante. Considerando que la

secuencia correspondiente a DE constituye el 37.3 % de la proteína de fusión

(25 kDa de un total de 67kDa), las cantidades de proteína recombinante

necesarias para obtener 50 pg y 100 ug de la porción correspondiente a DE

son 134 ug y 268 ug, respectivamente. Las cantidades utilizadas para los

animales inmunizados con MBP, provienen de restar la masa de DE presente

en las dos dosis de proteína recombinante. De esta manera, los animales

inmunizados con MBP y con recDE, finalmente recibieron la misma masa de

proteína MBP. La Tabla 9 muestra la distribución de los animales en los

distintos tratamientos.
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Tabla 9: Distribuciónde los animales en los distintos grupos experimentales

Número de animalesTratamiento Dosis
Machos Hembras Total

Control Sin proteína 2 4

MBP 85 pg 1 2
163 pg 2 3

nDE 50 pg 1 2
100 pg 2 3

recDE 134 pg 2 3
(50 pg DE) 2 3
268 pg
(100 pg DE)

12 20 32

Los animales fueron inmunizados tres veces a intervalos de tres semanas, y

sangrados aproximadamente una semana después de cada inyección para

determinar los niveles de anticuerpos circulantes. En la Figura 54 se muestra

el esquema de inmunización y sangrado, así como los niveles de anticuerpos

correspondientes a cada grupo medidos por ELISA, contra Ia proteína DE

nativa.

Los resultados indicaron que la inmunización con recDE produjo anticuerpos

anti-DE tanto en machos como en hembras. Más aún, la respuesta fue mayor

en los animales inmunizados con recDE que en aquellos inmunizados con la

proteína DE nativa. La respuesta producida en animales inmunizados con 134

pg o 268 pg de proteína recombinante no resultó significativamente diferente.

Mediante un ELISA contra MBP se comprobó la presencia de una fuerte

respuesta contra esta proteína en los animales inmunizados con MBP (datos

no mostrados), en tanto que dichos animales no mostraron respuesta contra la
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Figura 54: Esquema de inmunización, y respuesta inmune de cada grupo
experimental. Las flechas indican el momento de cada inmunización. EI títqu
sérico de anticuerpos anti-DE se midió por ELISAcontra la proteína DE nativa.
Las curvas representan el promedio de absorbancia para cada grupo.
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proteína DE, sugiriendo que los anticuerpos anti-MBP formados no

reaccionarían en forma cruzada con Ia proteína DE, al menos en ensayos de

ELISA.

Estos resultados indicaron que la proteína recDE es inmunogénica en ambos

sexos. y que los anticuerpos contra la misma son capaces de reconocer Ia

molécula nativa.

Inhibición dela fertilidad luego dela inmunización con recDE

Con el fin de investigar si esta respuesta inmune era capaz de afectar la

fertilidad de los animales, un número mayor de machos (n: 42) y hembras (n:

44) fue inyectado con recDE, utilizando DE nativa, MBP, y una solución sin

proteína como control. Considerando que los resultados de la prueba piloto

indicaron que Ia inmunización con 163 pg o 268 pg de recDE producía una

respuesta similar, para este nuevo grupo de animales se utilizó la menor de

ambas dosis (Tabla 10).

Tabla 10: Distribuciónde los animales en los distintos grupos experimentales

Número de animales
Grupo Dosis Machos Hembras Total

Control (sin proteína) 6 6 12
MBP 85 pg 10 10 20
recDE 163 pg 18 16 34
DE 100 pg 8 12 20

42 44 86
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El esquema de inmunizacióny sangrados se muestran en la Figura 55.

1) Evolucióndela respuesta inmune

Con el fin de examinar Ia cinética de la respuesta inmune, se obtuvieron

sueros de todos los animales inmunizados durante un período de 8 meses, los

cuales fueron utilizados como primer anticuerpo en ELISAcontra la proteina

nativa (de esta manera se miden los anticuerpos producidos contra DE,

excluyendo los anticuerpos contra MBP).

Los resultados, mostrados en la Figura 55, indican que los niveles de

anticuerpos anti-DE se incrementaron en función del tiempo, alcanzando

valores significativamente mayores que los correspondientes a los sueros

controles o preinmunes. Luego de la tercera inyección, se alcanzaron los

valores de absorbancia más altos, los cuales luego declinaron debido a la

ausencia de una dosis de refuerzo. Después de una cuarta inmunización, los

niveles de anticuerpos subieron nuevamente, y comenzaron a disminuir luego

de la última inmunización (quinta).

2) Fertilidad de los animales

Con el fin de evaluar el efecto de la inmunización con recDE sobre la fertilidad

de los animales, machos y hembras fueron apareados dos veces: el primer

apareo (M1)se llevó a cabo dos semanas después de la tercera inyección, y

el segundo (M2), dos semanas después de Ia cuarta inyección (ver Figura

55). Dado que previamente se había observado una asociación entre los

niveles séricos de anticuerpos anti-DE y la reducción de la fertilidad, para

evaluar el efecto sobre Ia fertilidad se utilizaron aquellos animales que

presentaban los mayores títulos.
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Figura 55: Esquema de inmunización y respuesta inmune en machos (A) y
hembras (B). Las flechas indican el momento de cada inmunización, y los
rectángulos naranjas los momentos en que se evaluó Ia fertilidad. El título
sérico de anticuerpos anti-DE se midió por ELISA contra la proteína DE
nativa. Las curvas representan el promedio de absorbancia para cada grupo.
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Los resultados correspondientes al primer apareo mostraron una disminución

de Ia fertilidad tanto en machos como en hembras inmunizados con la proteína

DE nativa. No obstante, esta disminución no fue estadísticamente significativa.

Por su parte, no 'se observó una disminución de la fertilidad en el grupo

inmunizado con recDE. Los resultados correspondientes al segundo apareo,

sin embargo, mostraron una inhibición significativa de Ia fertilidad tanto en

machos como en hembras inmunizados con la proteína recombinante o nativa

respecto a los animales inmunizados con MBP(Tabla 11).

Tabla 11: Fertilidad de ratas macho y hembra inmunizadas con MBP, DE
nativa o DE recombinante.

Machos Hembras

Grupo n fertilidad inhibición n fertilidad ¡Inhibición
% % % %

MBP 4 75 10 90

recDE 6 asa 56 1o 60" 33

DE 3 28‘ 63 4 50" 45

°p<o,05 vs. MBP
bp<o,05 vs. MBP

Los animales inmunizados con recDE presentaron una reducción de la

fertilidad similar a los animales inmunizados con Ia proteína DE nativa, a

pesar de tener títulos de anticuerpos anti-DE significativamente mayores.

La inhibición producida por Ia proteína nativa, en este caso, no fue muy

diferente a la observada luego de la inmunización descripta en el Capítulo

1(machos: 40% de inhibición, hembras: 52% de inhibición).
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3) Especificidad de la respuesta inmune.

Para estudiar si los anticuerpos producidos eran específicos para la proteína

DE, se utilizó el suero de animales inmunizados con recDE o con MBP como

primer anticuerpo en ensayos de Western blot. Los resultados indicaron que

los sueros de los machos y hembras inmunizados con recDE (Figura 56A,

57A), pero no aquellos provenientes de animales inmunizados con MBP

(Figura 568, 578), fueron capaces de reconocer específicamente tanto a Ia

proteína DE purificada, como a la proteína DE nativa presente en el citosol

epididimario y en extractos de espermatozoides. Así mismo, estos sueros

dieron una reacción negativa sobre una serie de tejidos esenciales (hígado,

corazón, cerebro, riñón, pulmón) y reproductivos (testículo, vesícula seminal,

próstata, ovario y útero) (Figura 56A, 57A).

La capacidad de los sueros anti-recDE de reconocer a la proteína DE nativa

también fue evaluada mediante IFI de espermatozoides y de cortes de

epididimo. Los resultados indicaron que las secciones de epididimo incubadas

con suero anti-recDE presentaron una intensa marca fluorescente en la región

apical de las células principales, así como también en los espermatozoides

presentes en el lumen. Por su parte, los resultados de lFl sobre

espermatozoides indicaron que, al igual que el anticuerpo contra DE nativa

obtenido en conejo, los sueros anti-recDE fueron capaces de reconocer a la

proteína ubicada en la región dorsal de espermatozoides frescos, así como a

la proteina en el segmento ecuatorial de espermatozoides capacitados (no

mostrado).
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Figura 56: Especificidad de la respuesta inmune.
Proteinas de extractos de diferentes tejidos fueron separadas por SDS-PAGE
y luego transferidas a membranas de nitrocelulosa. Las membranas fueron
reveladas por Western blot utilizando suero de un macho inmunizado con
recDE (A) o con MBP (B) como primer anticuerpo. La flecha indica la posición
de DE.
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Figura 57: Especificidad de ia respuesta inmune.
Proteínas de extractos de diferentes tejidos fueron separadas por SDS-PAGE
y luego transferidas a membranas de nitrocelulosa. Las membranas fueron
reveladas por Western blot utilizando suero de una hembra inmunizada con
recDE (A) o con MBP (B), como primer anticuerpo. La flecha indica la posición
de DE.
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4) Análisis histológico

Con el fin de excluir la posibilidad de que la reducción en la fertilidad

observada en los" machos fuera debida a un efecto deletéreo sobre los

órganos reproductivos, se extrajeron testículos, epidídimos, y vasos

deferentes de animales inmunizados con recDE o MBP, para su posterior

examen histológico.

Los resultados obtenidos indicaron la ausencia de diferencias en los tejidos

provenientes de ambos grupos de animales, observándose túbulos

seminíferos con un diámetro normal, abundantes células espermatogénicas, y

la ausencia de signos de infiltración en las secciones testiculares. Por su

parte, los túbulos epididimarios de las sucesivas regiones del órgano no

mostraban evidencias de infiltraciónleucocitaria, y contenían espermatozoides

en el lumen (Figura 58).

En conjunto, estos resultados indicarían que al igual que la proteína nativa,

recDE es capaz de producir una respuesta inmune contra la proteína DE, y

una inhibición significativa de la fertilidad en ambos sexos.

La relevancia de DE para la fertilidad de los animales, y la capacidad de la

proteína recombinante de inducir una respuesta inmune y una reducción de la

fertilidad en animales inmunizados, apoyan la posible utilización de esta

proteína para el desarrollo de un método de regulación de la fertilidad. Sin

embargo, para una potencial aplicación en el humano es necesario

previamente realizar ensayos de inmunización en un modelo de primates no

humanos.
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MBP recDE

Testículo

Epiídimo

Figura 58: Microfotografíasde cortes teñidos con hematoxilina-eosina de los órganos
indicados, recuperados de animales inmunizados con MBP o recDE. Aumentos:
Testículo: 590 X; epidídimo: 215 X.



Resultados 168

Capítulo 3: Capacidad inmunogénica de la proteína ARP en primates no

humanos

Tal como se describiera en la Introducción, en nuestro laboratorio se ha

comenzado a estudiar la participación de la proteína ARP en el proceso de

fertilización. Si bien la existencia de una población de la proteína fuertemente

unida al espermatozoide y la capacidad de los anticuerpos anti-ARP de inhibir

la penetración de ovocitos de hamster sin ZP por espermatozoides humanos

sugerían la participación de ARP en la fusión espermatozoide-ovocito, restaba

determinar la existencia de sitios complementarios para dicha proteína sobre

el ovocito humano.

Participación de ARP en el proceso de fertilización: Presencia de sitios

complementarios para ARPsobre el ovocito humano

Con el fin de estudiar la presencia de sitios complementarios para ARP sobre

la superficie de ovocitos humanos, se expresó y purificó la proteína ARP

recombinante a partir del plásmido (pMAL-ARP)enviado por el grupo del Dr.

Kasahara (Figura 59). Los ovocitos humanos utilizados fueron aquellos

descartados en protocolos de fertilización in vitro (FIV), realizados en el

lnstituto de Fertilidad (IFER).

Los ovocitos humanos fueron tratados con solución de Tyrod ácida para Ia

remoción de la ZP, incubados con ARP recombinante, fijados y luego

sometidos a lFI utilizando anti-MBP o anti-ARP como primer anticuerpo. Como

control, se utilizaron ovocitos sin ZP incubados en diferentes condiciones: a)

ovocitos incubados con MBP y anti-MBP como primer anticuerpo, b) ovocitos

incubados en medio solo, utilizando anti-MBP o anti-ARP como anticuerpo

primario, y c) ovocitos incubados con la proteína DE, y posteriormente con el

anticuerpo anti-DE. Sobre un total de 95 ovocitos analizados, 34
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Figura 59: Tinción con nitrato de plata de la proteína ARP
recombinante luego de su purificación mediante una columna de
afinidad.
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correspondieron a ovocitos que no progresaron a la etapa de dos pronúcleos

luego de la FIV, o de la inyección intracitoplasmática de espermatozoides

(ICSI), en tanto que 61 correspondieron a ovocitos no expuestos a

espermatozoides. Los resultados mostraron que todos los ovocitos incubados

con ARP, tanto utilizando anti-MBP como anti-ARP como primer anticuerpo,

presentaron marcación fluorescente (Figura 60). Dicha marcación no fue

uniformey continua, sino que se presentó pequeños puntos homogéneamente

distribuidos sobre toda la superficie del ovocito. El mismo patrón de

fluorescencia se observó en ovocitos no expuestos a espermatozoides y en

aquellos ovocitos descartados luego de los procedimientos de FIVo ICSI. Por

el contrario, los ovocitos incubados con MBP o bien mostraron la ausencia de

marcación fluorescente, o bien presentaron ocasionalmente pequeñas áreas

de fluorescencia de baja intensidad (Figura 60). Por su parte, los ovocitos

incubados con medio solo, seguido de anti-ARP o anti-MBP, y los ovocitos

incubados con DE y anti-DE, resultaron completamente negativos.

La existencia de sitios complementarios para ARP sobre el oolema humano

apoya fuertemente la participación de esta proteína en el proceso de fusión

espermatozoide-ovocito en el humano, abriendo Ia posibilidad de utilizar esta

proteína para el desarrollo de un método inmunológico de control de Ia

fertilidad en el humano. Sin embargo, antes de cualquier estudio de

inmunización en el humano es imprescindible realizar pruebas en primates no

humanos. Con el fin de realizar ensayos de inmunización con ARP en monos,

nuestro laboratorio estableció una colaboración con los Drs. Myles y Primakoff

(Universidad de California, Davis, EE.UU.) utilizando las facilidades del

“California Regional Primate Center”, donde la especie mayoritaria es Macaca

fascicu/an's. Al mismo tiempo, fue publicado el clonado y caracterización de la

proteína homóloga a ARP en macacos (Macaca mullata) (174). Dicha proteína

presenta un 84% de identidad con la proteína humana. Dada la alta homología

entre la proteína del género Macaca y la proteína ARPhumana, yel hecho de
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ARP

MBP

Figura 60: Uniónde la proteína ARP a ovocitos humanos.
Ovocitos humanos sin ZP fueron incubados con 6 ¡4Mde ARP o
MBP y luego fijados y sometidos a IFI utilizando anti-MBP como
primer anticuerpo. Aumento: 590 X.
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que en nuestro laboratorio ya se había expresado Ia proteina recombinante

humana acoplada a MBP, resultaba conveniente utilizar esta proteína para

¡nmunizar a los macacos. Para ello, primeramente era necesario comprobar

que ambas proteínas estuvieran antigénicamente relacionadas, para que los

anticuerpos dirigidoscontra la proteína recombinante humana fueran capaces

de reconocer a proteína nativa de Maoaca.

Antigenicidad común de las proteínas ARPhumana y de macaco

Con el fin de estudiar la presencia de epitopes comunes entre ambas

proteínas, el centro de primates en California envió muestras de tejido

testicular y epididimario de mono, asi como espermatozoides de mono

eyaculados fijados. Con estos espermatozoides se realizaron ensayos de lFl

con el suero contra la proteína ARP humana recombinante (hARP). Tal como

se observa en la Figura 61, mientras que la incubación de los

espermatozoides con el suero de conejo normal produjo una reacción

negativa, el suero anti-ARP reconoció la pieza media de Ia cola y la cabeza de

los espermatozoides. Para determinar si esta marcación se debía al

reconocimiento específico de la proteína ARP de macaco. se realizaron

experimentos de Western blot con extractos de las muestras de testículo y de

epidídimo de macaco. Mientras que el suero de conejo normal dio una

reacción negativa, el suero inmune fue capaz de reconocer una banda tanto

en el extracto epididimario humano como en el de mono (Figura 62). La

expresión epididimaria de la proteina detectada, junto con su peso molecular

(«228kDa) similar al de la proteína ARP humana (30 kDa), indicaron que el

anticuerpo es capaz de reconocer la proteína homóloga a ARP en M.

fasciculan's (mARP). Estos resultados confirmarían que ambas proteinas

presentan epitopes comunes, por lo que la inmunización de macacos con la

proteína humana debería producir anticuerpos capaces de reconocer ala
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Fluorescencia Contraste de fase­
Figura 61: Inmunoiocalizaciónde espermatozoides de Macaca fascicu/aris
con suero contra Ia proteína ARP humana. Espermatozoides eyaculados
fijados de mono fueron sometidos a IFI utilizando el suero contra la proteina
ARP humana (A,B) o el suero preinmune (C,D) como primer anticuerpo, y
un segundo anticuerpo acoplado a FITC. Los espermatozoides fueron
observados por microscopía de fluorescencia (A,C) o de contraste de fase
(B,D). Aumento: 2400 X.
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Figura 62: Especificidad del suero anti-hARP.
Las proteínas presentes en extractos testiculares o epididimarios,
tanto humanos como de mono, fueron separadas por SDS-PAGE y
transferidas a nitocelulosa. Las membranas fueron reveladas por
Western blot utilizando el suero anti-ARP, o el suero preinmune (Pl)
como control. Las flechas señalan Ia posición de Ia proteína
epididimaria ARP humana y de macaco.
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proteína homóloga nativa. El paso siguiente consistió entonces, en la

inmunización de monos con la proteína ARP humana.

Inmunogenicidad de ARPen macacos

Estos estudios se realizaron en colaboración con el laboratorio del Dr. Jim

Overstreet, de la Universidad de California, Davis, y tuvieron como objetivo

estudiar la capacidad inmunogénica de la proteína ARP en este modelo

animal. Dado que el laboratorio estadounidense había expresado

recientemente la proteína ARP de M. fascícu/an's, la misma fue incluida como

otro antígeno, y utilizada en paralelo con la proteína recombinante humana

fusionada a MBP.Se inmunizaron dos hembras y dos machos con la proteína

ARP humana recombinante, y como control se inyectó una hembra y un

macho con la proteína MBP. La proteína de macaco recombinante por su

parte, fue inyectada en dos hembras, ya que el grupo del Dr. Overstreet se

interesa especialmente en la anticoncepción femenina. La Tabla 12 indica la

distribución y sexo de los animales inmunizados.

Tabla 12: Distribución de los animales en los distintos grupos
de inmunización.

Antígeno Sexo n

hARP M 2
hARP F 2

mARP F 2

MBP M 1
MBP F 1

n: número de animales
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Todos los animales recibieron cuatro dosis de 200 pg del correspondiente

antígeno en 1 ml del adyuvante Montanide, a intervalos de 25 días. Cada

animal fue sangrado antes de la primera inmunización, y 14 dias luego de

cada inmunización.

En primer lugar, y con el fin de caracterizar la respuesta inmune, se realizó un

ELISAutilizando diluciones seriadas de los sueros como primer anticuerpo.

Los animales inmunizados con la proteína ARP humana deberían desarrollar

anticuerpos específicos contra ambos componentes de la proteína de fusión:

ARP y MBP. La respuesta inmune total se midió acoplando a la placa la

proteína hARP recombinante. Los anticuerpos específicos contra MBPfueron

medidos mediante un ELISA contra dicha proteína. Considerando que es

importante poder determinar específicamente los anticuerpos contra ARP del

total de anticuerpos producidos, y no contando con la proteína libre de MBP,

era importante desarrollar un método que permitiera medir los anticuerpos

específicos contra ARP. Para ello, se utilizó un ELISA contra la proteina

hARP recombinante, en el que los sueros fueron diluidos en presencia de un

exceso (100 veces la cantidad acoplada a la placa) de proteína MBP soluble,

para capturar los anticuerpos dirigidos contra esta proteína. Con el fin de

controlar que la captura fuera completa, los sueros así diluidos fueron

utilizados en un ELISA contra MBP. Los resultados obtenidos para el último

sangrado de los cuatro animales inmunizados con hARP se muestran en la

Figura 63, e indican que el método de competencia con la proteína MBP

soluble es eficiente para capturar los anticuerpos anti-MBP a partir de la

dilución 1:104-12105.

Utilizando este sistema, en primer lugar se midió el titulo contra hARP

recombinante en los distintos sangrados de los animales inmunizados contra

dicha proteína, con el fin de caracterizar la evolución de la respuesta inmune.

Los resultados mostrados en la Tabla 13 indican que mientras no se

detectaron anticuerpos anti-ARP en los sueros preinmunes, luego de la
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Figura 63: Curvas de dilución para el último sangrado de los animales inmunizados
con hARP.Las distintas diluciones fueron utilizadas como primer anticuerpo en
ensayos de ELISA contra la proteína hARP, .MBPo mARP. Los sueros diluidos en
presencia de un exceso de MBP soluble fueron utilizados contra hARP (hARP +
MBP) para medir Iosanticuerpos específicos contra .Ia porción correspondiente -a
ARP de Ia proteína de fusión, o contra MBP (MBP + MBP), para controlar la captura
completa de los anticuerpos anti-MBP.
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primera inmunización ya se detectó la presencia de anticuerpos específicos

en dos de los cuatro animales, aunque en titulos bajos (102). Estos títulos se

incrementaron en el segundo sangrado (S2), en tanto que comenzaron a

detectarse anticuerpos en el resto de los animales. Los títulos continuaron

creciendo luego de las sucesivas inmunizaciones, alcanzando su máximo

valor después de la cuarta inyección.

Tabla 13 Evolución de la respuesta inmune en los animales
inmunizados contra hARP.

Título contra hARP
Sexo Antígeno

Pl S1 82 83 S4

hARP nd 1o2 1o5 1o5 1o6
hARP nd nd 103 104 104
hARP nd nd 1o5 105 1o6
hARP nd 1o2 1o3 1o4 1o5221111

Los sueros fueron diluidos al décimo en forma seriada a partir de
una dilución inicial 1:100 (en presencia de un exceso de MBP
soluble para capturar los anticuerpos contra esta proteina), e
incubados en placas de ELISA acopladas con hARP. El título fue
calculado como la inversa de la última dilución con resultado
positivo. Se consideraron positivos aquellos valores mayores al
promedio obtenido para sueros preinmunes a la misma dilución, más
tres desvíos estándar. Pl: preinmune, S1: primer sangrado. “nd”:no
detectable.
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En cuanto a los animales inmunizados con la proteína mARP, la titulación de

los sueros se realizó mediante un ELISA contra la proteína utilizada como

antígeno (mARPrecombinante). En la Figura 64 se ilustran las absorbancias

obtenidas para las diluciones seriadas de los sueros correspondientes al

último sangrado (S4).

La cinética de la respuesta inmune en estos animales se indica en la Tabla

14.

Tabla 14 Evolución temporal de la respuesta inmune en los
animales inmunizados contra mARP

Título contra mARP

Sexo PI s1 32 ss S4

F nd nd 1o“l 1o3 10“
F nd 1o2 1o3 1o4 10“

Los sueros fueron diluidos al décimo en forma seriada a partir de
una dilución inicial 1:100 e incubados en placas de ELISA
acopladas con mARP. Se tomó como titqu a la inversa de la última
dilución con resultado positivo. Se consideró positivos a aquellos
valores mayores al promedio obtenido para sueros preinmunes a la
misma dilución más tres desvíos estándar. Pl: preinmune, S1: primer
sangrado. "nd ": no detectable.
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Figura 64: Curvas de dilución para los sueros correspondientes al último
sangrado de los animales inmunizados con mARP. Los sueros fueron diluidos al
décimo en forma seriada, y utilizados como primer anticuerpo en ELISA contra
la proteína mARP.
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Al igual que con los animales inmunizados con hARP, los anticuerpos

comienzan a ser detectados luego de la primera inmunización, continúan

incrementándose después de la inyección de una nueva dosis del antígeno, y

alcanzan su nivel máximo luego de la última inmunización.

Por otro lado, con el fin de examinar la capacidad de los anticuerpos anti­

hARP de reaccionar contra Ia proteína de mono, se determinaron los títulos

contra Ia proteína recombinante de macaco (mARP)(Figura 63). Los

resultados presentados en la Tabla 15 indicaron que los anticuerpos dirigidos

contra Ia proteína humana son capaces de reconocer a Ia proteína de

macaco, aunque con menor eficiencia, a juzgar por el título entre 1 y 2

órdenes menor que el obtenido contra la proteina humana.

En cuanto a los animales control, inmunizados con MBP, se tituló por ELISA

Ia respuesta contra este antígeno en el últimosangrado, detectándose títulos

elevados (106-107)(Tabla 15). Los títulos de anticuerpos anti-MBP presentes

en el último sangrado de los animales inmunizados con hARP fueron

determinados (Figura 63) con el fin de compararlos con los correspondientes

a los animales inmunizados con MBP. Los resultados mostrados en la Tabla

15 indican que ambos grupos presentaron títulos anti-MBP similares.

Los sueros de los animales inmunizados con MBP no reaccionaron con la

proteína ARP recombinante de mono, indicando la ausencia de reacción

cruzada con esta proteína.
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Tabla 15. Títulos contra los distintos antígenos, correspondientes al
últimosangrado de todos los animales inmunizados.

, . Titqu
Am'gem se“ anti-MBP anti-hARP anti-mARP

F 1o6 1o6 1o5

M 1o6 1o6 1o4

M 1o5 1o5 1o3

mARP F nd 103 1o4
F nd 1o4 1o4

MBP F 107 NC nd
M 106 NC nd

Los títulos fueron medidos por ELISA contra los respectivos
antígenos. “nd”:no detectable, "NC":no cuantificado.

Con el fin de estudiar la capacidad de los anticuerpos de reconocer a la

proteína nativa, los mismos fueron utilizados en ensayos de Western blot

contra extractos de espermatozoides de macaco. Los resultados presentados

en la Figura 65 indican que los sueros de los animales inmunizados tanto con

hARP como con mARP fueron capaces de reconocer la proteína mARP

nativa, a diferencia de un suero preinmune o el proveniente de un animal

inmunizado con MBP.

Habiendo comprobado la existencia de anticuerpos anti-ARP en el suero de

los animales inmunizados, a continuación se estudió la presencia de estos

anticuerpos en el plasma seminal de los machos inyectados. Para ello, el

plasma seminal de los dos machos inmunizados con hARP y el del macho

inmunizado con MBP fueron utilizados como primer anticuerpo en un ensayo

de ELISA contra MBP o mARP.
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Figura 65: Capacidad de los sueros inmunes de reconocer a la
proteina ARP nativa de mono. El suero correspondiente al cuarto
sangrado de un animal inmunizado con mARP, MBP, hARP, o el suero
preinmune del animal inmunizado con mARP, fue utilizado como primer
anticuerpo en un ensayo de Western blot contra un extracto de SDS de
espermatozoides de macaco.
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Los resultados de la Figura 66 indican que los anticuerpos anti-MBP fueron

detectados, en distintos niveles, en los tres machos inmunizados. En cuanto a

los anticuerpos anti-mARP, no se observó su presencia en el plasma seminal

del macho inmunizado con MBP, y de los dos machos inmunizados con

hARP, los anticuerpos sólo fueron detectados en el plasma seminal del que

presentaba una mayor respuesta sérica. Estos resultados indican la presencia

en el plasma seminal de anticuerpos específicos contra los antígenos

administrados, y sugieren que Ia misma estaria relacionada con los niveles de

anticuerpos circulantes en suero.

Con el fin de determinar el efecto de Ia inmunización sobre la cantidad y

calidad de los espermatozoides, se analizó el eyaculado de dos de los

machos inmunizados, antes y después de la inmunización. Los resultados

presentados en la Tabla 16 indican que los parámetros analizados, motilidad,

morfología y número total de espermatozoides, no variaron significativamente

luego de la inmunización.

Tabla 16: Efecto de la inmunización sobre las características de los
espermatozoides eyaculados

Antígeno Motilidad Morfología # esp/eyaculado

Pre-inm. Post-¡nm Pre-inm. Post-¡nm Pre-inm. Post-¡nm

MBP 72:8 70:9 58%gc 41%gc 212:l:34 243i39
20% fI 17% fl

hARP 62i18 73i7 47%gc 71%gc 466i155 4621-104
50% fl 27% fl

Los valores corresponden al promedio i el error estándar de tres eyaculados
diferentes obtenidos en el lapso de 20 días.
gc: gota citoplasmática; fl: flagelo en lazo (el flagelo se curva sobre sí mismo,
formando un lazo al final de la cola)
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Figura 66: Presencia de anticuerpos anti-MBP o anti-mARP en el
plasma seminal de los machos inmunizados. El animal inmunizado con
MBP y los dos inmunizados con hARP fueron electroeyaculados, y el
semen recogido en 7 ml de medio BWW. Los espermatozoides fueron
separados por centrifugación, y los sobrenadantes conteniendo el
plasma seminal fueron utilizados como primer anticuerpo en ELISA
contra Ia proteína MBP o mARP. Los números entre paréntesis sobre
ias barras indican el título sérico anti-MBP o anti-mARP
correspondiente al últimosangrado. “nd”:no detectable.
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En conclusión, los resultados de este capítulo indican que, 1) al igual que DE

en la rata, la proteina ARP participaría en el proceso de fusión de gametas a

través de sitios complementarios presentes en la superficie del ovocito

humano, y 2) la proteína ARP humana o de macaco, sería capaz de producir

una respuesta inmune en primates no humanos de ambos sexos. Estos

resultados apoyan fuertemente el posible empleo de la proteína epididimaria

ARP para el desarrollo de un método de regulación de la fertilidad en el

hombre.
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Parte l: Estudio de la relación entre la estructura y la actividad
de la proteína DE.

Si bien la participación de la proteína DE en el proceso de fusión de gametas

ha sido extensamente estudiada en nuestro laboratorio, poco se sabía

respecto de la relación estructura-función de la proteína. Con el fin de

comenzar a estudiar la importancia de distintos componentes estructurales

para la actividad biológica de la proteína, en primer lugar se realizó el clonado

y secuenciación del ADNc.

Capítulo 1: Clonado y expresión de DE

Luego de la descripción inicial de DE por Cameo y Blaquier, diferentes

laboratorios describieron o caracterizaron proteinas epididimarias de rata, que

recibieron el mismo (126), o distintos nombres. Primeramente, el grupo del Dr

Brooks (131), clonó una proteína a la que denominó DE, asumiendo que se

trataba de la proteína originalmente descripta por Cameo y Blaquier (125),

debido a las similitudes bioquímicas entre ambas. Un año más tarde, Charest

et al (132) clonaron una proteína a la que llamaron AEG (Acidic Epidydimal

Protein), obteniendo una secuencia idéntica a la publicada previamente por

Brooks et al. Aunque las numerosas características en común entre la

proteína identificada en nuestro laboratorio y las identificadas por los Drs.

Brooks y Charest sugerian que se trataba de Ia misma proteína, la identidad

entre ellas nunca habia sido confirmada.

Estudios previos de nuestro laboratorio en los cuales se secuenció un péptido

interno de 13 aa de Ia proteína DE (138), indicaban que el mismo presentaba

un 100 % de homología con la secuencia proteica deducida a partir de las

secuencias nucleotídicas publicadas. Por otro lado, el “screening” de una

biblioteca de ADNc de epididimo de rata con nuestro anticuerpo anti-DE

permitió obtener cuatro clones positivos, uno de los cuales presentó una
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homología de 100% con la secuencia previamente publicada por Brooks

(131), y por Charest (132). En conjunto, los resultados obtenidos por

secuenciación aminoacídica y nucleotídica, confirman la identidad entre la

proteína DE purifiCada en nuestro laboratorio y las proteínas descriptas por

los Drs. Brooks y Charest.

La secuencia de DE indica que la misma pertenece a Ia familia de proteínas

CRISP, y a la superfamiiia Scprpx-1lAgS/PR-1/Sc7. Las proteinas CRISP se

diferencian del resto de los miembros de Ia superfamiiia por la presencia de la

región C-terminal rica en cisteínas. Se cree que estas proteínas provendrían

de un ancestro común, y que las CRISP habrían adquirido la región rica en

cisteínas durante la evolución (194). Dada la amplia distribución biológica de

los miembros de la superfamiiia, y los relativamente bajos porcentajes de

identidad entre ellos, es probable que la conservación de ciertos aminoácidos

refleje una estructura secundaria o terciaria común, pero que estas proteínas

hayan desarrollado funciones diferentes en los distintos organismos (183). En

este sentido, si bien se ha postulado una actividad inhibidora de tripsina para

algunos miembros de esta superfamiiia (189,195), helotermina y DE son las

dos únicas proteínas cuya función ha sido determinada.

A diferencia de las proteinas ADAM, en las que Ia presencia del dominio

desintegrina permitió postular un modelo molecular que explica su

participación en Ia interacción de gametas, el análisis de la secuencia de Ia

proteína DE indicó la ausencia de dominios desintegrina, o de otros dominios

con función conocida. No existiendo regiones de la proteína cuya importancia

para la actividad sea evidente a prion', se comenzó el análisis de la relación

estructura-función sin información sobre las probables zonas o componentes

críticos de la molécula.
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Para tal fin, seguidamente se procedió a expresar la proteína DE en forma

recombinante. En primer lugar, se intentó expresar DE utilizando el vector de

expresión pRSET, resultando en la detección de una banda sólo por Western

blot y no por tinción de los geles con Azul de Coomasie. Esta situación tiene

dos explicaciones posibles: a) Ia banda detectada no correspondía a la

proteína recombinante, la cual no se expresa en absoluto debido a una

mutación introducida en la PCR, o a un error en el subclonado; b) la banda

detectada correspondía a la proteína recombinante y, por alguna razón, Ia

expresión era muy inferiora la obtenida con la proteína control.

Para determinar cuál de estas alternativas era la correcta, se modificó el

plásmido recombinante, construyéndose dos versiones delecionadas, de tal

manera que la proteína expresada fuera de menor tamaño. Las bandas

detectadas por Western blot correspondientes a estas construcciones,

presentaron efectivamente un menor peso molecular, confirmando la segunda

alternativa.

La observación del crecimiento en medio líquido o sólido de bacterias

transformadas con pRSET-DE sugirió que la proteína podría ser tóxica para

las bacterias. Dado que las causas de la toxicidad que provocaría Ia

ineficiente expresión de DE son desconocidas, se decidió cambiar el vector y

realizar la expresión utilizando el plásmido pMAL-p2. Dicho vector produce

una proteína de fusión con MBP, la cual contiene un péptido líder que

potencialmente conduce a la proteína híbrida al espacio periplásmico (196).

Ya que la proteína expresada en el citoplasma resultaba tóxica, la exportación

al espacio periplásmico de la proteína expresada en este sistema podría

solucionar este problema. Por otro lado, si bien los sistemas de expresión en

el periplasma presentan un rendimiento menor que aquellos de expresión en

el citoplasma (197), tienen algunas ventajas considerables: 1) el

compartimento periplásmico contiene sólo el 4% del total de las proteinas

bacterianas (198), lo que simplifica la posterior purificación de la proteína; 2)

la menor cantidad de proteasas en el periplasma respecto al citoplasma
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(199,200) disminuye la probabilidad de degradación; y 3) mientras que el

citoplasma bacteriano es un espacio reductor que no permite la formación de

puentes disulfuro, en el periplasma es posible la formación de estas uniones

covalentes (197).

Por un lado, el hecho de que la proteína recombinante sea una proteína de

fusión presenta la desventaja de requerir el corte con una proteasa específica

para obtener Ia proteína libre, paso que consume tiempo y no siempre es

exitoso (197). Por otro lado, las proteínas de fusión (201-203), y en particular

aquellas aoopladas a MBP (204), mejoran la solubilidad de Ia proteína de

interés, y disminuyen la probabilidad de que sufran proteólisis.

La inducción con IPTG de cultivos de bacterias transformadas con pMAL-DE,

y el posterior análisis de las proteinas por SDS-PAGE, indicó la aparición de

un par de bandas muy cercanas, de aproximadamente 68 kDa de peso

molecular. La coincidencia entre el peso molecular observado y el esperado

para la proteína de fusión, junto con el hecho de que estas bandas fueron

reconocidas específicamente por el anticuerpo anti-DE, confirmó que las

mismas correspondían a DE. El hecho de que la proteina aparezca como dos

bandas muy próximas, sugiere que la proteína recombinante sería

parcialmente degradada, sufriendo la pérdida de un pequeño péptido en un
extremo.

Con el fin de evaluar la expresión citoplásmica o periplásmica de la proteina,

se analizó por SDS-PAGE el contenido proteico de estos compartimentos. Los

resultados indicaron que, a diferencia de la MBP, DE recombinante (recDE),

se acumulaba en el citoplasma bacteriano. Esto no resultaba extraño ya que

la presencia del péptido líder no garantiza la exportación al periplasma (202).

Si bien el péptido líder es necesario, otros aspectos estructurales están

involucrados en el transporte de proteínas a través de la membrana

plasmática bacteriana (197).
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La incapacidad de la proteína recombinante de exportarse al períplasma

podría explicar la pequeña proteólisis observada, puesto que la mayoría de

las proteínas que fallan en exportarse al períplasma forman cuerpos de

inclusión o son degradadas (201,205). En algunos de estos casos, la

reducción de los niveles de expresión (bajando Ia temperatura o disminuyendo

la concentración de IPTG) mejora la eficiencia de Ia translocación al disminuir

la sobrecarga del sistema de exportación. Sin embargo, ninguna de estas

alternativas dieron resultado con recDE (datos no mostrados). Aunque se han

descripto una serie de manipulaciones genéticas para mejorar Ia exportación

en estos casos (206,207), las mismas no están disponibles a través de una

cepa comercial.

Otro aspecto importante para la purificación de una proteína recombinante

mediante cromatografía de afinidad, es que la misma debe obtenerse en forma

soluble. La expresión de proteínas heterólogas en E. coli resulta muy

frecuentemente en la formación de cuerpos de inclusión, que consisten en

agregados de la proteína recombinante junto con algunas proteínas

bacterianas (197). Si bien la purificación de estos cuerpos de inclusión es

sencilla, es necesario realizar posteriormente varios pasos de solubilización y

renaturalización de la proteína (208). Mientras que la expresión a 37°C resultó

en la obtención de la proteína mayoritariamente en forma insoluble, la

reducción de la temperatura de incubación a 26°C produjo la recuperación de

una considerable proporción de recDE en la fracción soluble (datos no

mostrados).

Luego de pasar la fracción soluble de 'un extracto total de bacterias por una

columna de resina-amilosa, se obtuvo la proteína de fusión con una pureza

aproximada de 85% junto con algunas proteínas bacterianas minoritarias que

copurificaron. El rendimiento promedio luego de Ia purificación fue de 2.4 mg

de proteína de fusión por litro de cultivo, lo que es similar al rendimiento
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obtenido para otras proteínas expresadas en el mismo vector (209-211). Dado

que en este caso la utilización de la versión periplásmica del vector (pMAL­

p2) no sería apropiada debido a la incapacidad de recuperar a la proteína en

el espacio periplásmico, sería quizás conveniente subclonar el inserto en el

vector citoplásmico (pMAL-c2)que produce en general rendimientos de 10 mg

de proteína recombinante por litrode cultivo.

Estos resultados muestran que Ia proteína DE puede ser expresada en forma

soluble en un sistema bacteriano, y purificada con un rendimiento aceptable.

Habiendo expresado y purificado la proteína recombinante, el paso siguiente

consistió en el estudio de su actividad biológica.
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Capítulo 2: Actividad de la proteína recombinante

Con el fin de estudiar la actividad biológica de la proteína recombinante, se

evaluó su capacidad de inhibirel proceso de fusión de gametas in vitro.Como

control, se utilizó a Ia proteína MBP, y a la proteína ARP, otro miembro de la

familia CRISP, expresada en el mismo sistema. La proteína DE recombinante,

a diferencia de MBP y ARP, fue capaz de inhibir significativamente la fusión

de gametas ¡n vitro. El hecho de que MBP no produjera una reducción del

porcentaje de ovocitos fertilizados, indica que la inhibición observada no se

debería a un efecto proteico inespecífico. Esto ya había sido demostrado

anteriormente para la proteína nativa, al utilizarse las proteínas ovoalbúmina,

anhidrasa carbónica y a-Iactoalbúmina (141) como control. Por otro lado, este

resultado indica que el efecto producido por recDE no sería debido a la

porción correspondiente a MBP de la proteína de fusión. Más aún, la falta de

inhibición en presencia de ARP, proteína que presenta un 40% de identidad

con DE y también está fusionada a MBP, sugiere fuertemente que la inhibición

observada depende de la presencia específica de la proteína DE.

La inhibición fue dependiente de la concentración utilizada, observándose un

efecto inhibitorioa concentraciones de orden similar a las observadas para la

proteína nativa (141). Esto también sugiere que el efecto es específico, ya que

si Ia inhibición se produjera a concentraciones mucho menores que con Ia

proteína nativa, podría deberse a la presencia de algún componente tóxico en

la proteína recombinante.

La presencia de recDE no afectó la funcionalidad de los espermatozoides,

dado que ni Ia motilidad ni la viabilidad de los mismos resultó alterada. Con

respecto a los ovocitos, la inhibición pudo ser revertida por la remoción de la

proteína mediante lavados previos a la fertilización, indicando que la inhibición

tampoco sería debida a un efecto irreversible sobre la penetrabilidad de los

ovocitos. Estos resultados en conjunto, indican que la inhibición del proceso
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de fusión observada en presencia de recDE no se debería a un efecto tóxico

sobre las gametas.

Teniendo en cuenta que el proceso de fusión involucra un primer evento de

unión entre el espermatozoide y el ovocito y, posteriormente, Ia fusión de las

membranas plasmáticas, se estudió el efecto de Ia proteína sobre Ia unión

inicial de las gametas. Los resultados indicaron la ausencia de efecto sobre

este evento, dado que en presencia de recDE, ni el número promedio de

espermatozoides unidos por ovocito, ni el porcentaje de ovocitos con

espermatozoides unidos, resultaron significativamente menores respecto a los

valores obtenidos en presencia de MBP. De este modo y al igual que con la

proteína nativa, la inhibición ocurriría a nivel de un evento posterior a la unión

de las gametas y conducente a fusión.

Los ensayos de IFI indicaron la capacidad de recDE de unirse a la superficie

del ovocito. EI patrón de fluorescencia observado fue similar al obtenido con la

proteína nativa: fluorescencia no uniforme, en forma de agregados, y

presencia de un área no marcada (área negativa). La asociación de recDE al

ovocito no ocurriría a través de la secuencia correspondiente a MBP, ya que

esta proteína no fue capaz de asociarse a los ovocitos. Más aún, Ia capacidad

de Ia proteína nativa de desplazar la unión de Ia proteína recombinante,

indicaría que esta última se une a los mismos sitios que Ia proteína nativa. En

conjunto, los resultados indican que recDE es capaz de unirse a los sitios

complementarios para DE en la superficie del ovocito, e inhibir en forma

específica Ia fusión de las gametas.

Es sabido que Ia proteína DE contiene un 10% de hidratos de carbono (134), y

que las proteínas recombinantes expresadas en bacterias no sufren el

proceso de glicosilación. El hecho de que recDE sea capaz de inhibir la

penetración de los ovocitos indica que los hidratos de carbono no serían

esenciales para esta actividad. A pesar de ello, la presencia de los azúcares
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podría favorecer la actividad de la proteina. De hecho, recDE presenta una

DEsosignificativamente superior a la DEsode la proteina nativa (10 uM vs 3.2

uM). Esta menor eficiencia en la inhibición podria deberse a la falta de los

hidratos de carbono o, alternativamente, a otros factores. Con el fin de

analizar la contribución de los hidratos de carbono a la actividad de la

molécula, la proteina DE nativa fue deglicosilada mediante el tratamiento con

la enzima PNGasa F, que corta la unión entre la asparagina y Ia N-acetil

glucosamina, removiendo todo el árbol glicosídico. El efecto del tratamiento

sobre la proteína se confirmó al observarse un aumento de la movilidad

electroforética tanto de D como de E en SDS-PAGE.

El análisis de la secuencia aminoacídica de DE indica la presencia de cuatro

sitios potenciales de N-glicosilación. Sin embargo, se desconoce cuáles de

estos sitios están realmente glicosilados. Si bien Ia aparición de bandas de

menor peso molecular indica que efectivamente la proteína fue deglicosilada,

no es posible asegurar que la deglicosilación haya sido completa. De todos

modos, cabe mencionar que los pesos moleculares estimados de las bandas

observadas coinciden con los publicados para las proteínas D y E totalmente

deglicosiladas (212), sugiriendo que la deglicosilación fue completa.

Cuando la proteína DE deglicosilada fue utilizada en ensayos de fusión, se

observó una inhibiciónen la penetración de ovocitos comparable a la obtenida

con la proteína DE sin deglicosilar, indicando que los hidratos de carbono no

contribuirian a la actividad de la proteina.

Si bien la participación de los hidratos de carbono en el proceso de fusión de

gametas no ha sido ampliamente estudiada, existen algunos trabajos sobre el

tema en animales de laboratorio. En el hámster, la coincubación de gametas

con diferentes sacáridos o glicoproteinas, así como el tratamiento de los

espermatozoides con diferentes exoglicosidasas, no interfieren con el proceso

de fusión espennatozoide-ovocito (213). En el ratón, si bien varios sacáridos

(N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, galactosa, a-metilmanósido, D- y
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L-fucosa) inhiben Ia fusión espermatozoide-ovocito a altas concentraciones,

sólo la inhibición producida por la L-fucosa resulta específica. Asimismo, el

tratamiento de los espermatozoides de ratón con fucosidasa, pero no con

otras enzimas (N-acetilglucosaminidasa. galactosidasa o glucosidasa), y la

coincubación de las gametas con polisacáridos que contienen fucosa, es

capaz de producir una inhibición del proceso de fusión (214). Estos estudios

indican que los residuos L-fucosa estarían involucrados en el proceso de

fusión espermatozoide-ovocito, al menos en el ratón. Un trabajo posterior,

realizado por el grupo del Dr. Yanagimachi, mostró que la glucosamina, Ia

albúmina conjugada con glucosamina o galactosamina, el fucoidán, y el

dextrán sulfato fueron capaces de inhibir Ia fusión de gametas tanto en el

ratón como en el hamster, sugiriendo la participación de una glicoproteína o

de una Iectina en este proceso (215). Recientemente, se ha descripto la

participación de los residuos N-acetilglucosamina (Gal-Nac) en la fusión de

gametas en el bovino (216,217). La adición de Gal-Nac o de una Iectina

específica para dicho monosacárido durante los ensayos de fertilización in

vitro, produce una reducción del porcentaje de ovocitos clivados o fusionados.

A diferencia de los trabajos anteriores, donde el efecto inhibitorio ocurriría

fundamentalmente a nivel de la unión de las gametas, en este caso la

inhibición ocurre en un evento posterior.

Dado que el proceso de fusión involucraría la interacción consecutiva de

numerosas moléculas, es posible que algunas de ellas, como DE, no

requieran los residuos glicosídicos para su función, en tanto otras, sean

funcionales sólo en presencia de sus hidratos de carbono.

A pesar de que los hidratos de carbono de la proteína DE no están

directamente involucrados en Ia fusión de las gametas, podrían estar

involucrados en forma indirecta. Es sabido que en muchos casos, los hidratos

de carbono contribuyen al correcto plegamiento proteico que ocurre co­

traduccionalmente en el retículo endoplásmico (218). En algunos casos, la
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ausencia de los residuos glicosídicos conduce a un plegamiento defectuoso,

con Ia consecuente permanencia o degradación de la proteina en el reticqu

endoplásmico (219). La tunicamicina, un antibiótico que inhibe la N­

glicosilación, ha Sido utilizada para estudiar Ia función de los hidratos de

carbono en distintas proteínas. Brooks (220) estudió el efecto de la presencia

de tunicamicina en cultivos de tejido testicular o epididimario de rata sobre la

secreción de proteínas. Mientras que la tunicamicina produjo un 40% de

disminución en la secreción de proteínas y una alteración del patrón de

proteínas secretadas en el cultivo ¡n vitro de tejido testicular, el tratamiento

similar de tejido epididimario no alteró el patrón de proteinas secretadas

observadas en SDS-PAGE,a pesar de que la incorporación de manosa a las

proteínas se redujo en un 50%. La proteína DE es una de las más abundantes

en el fluido epididimario, por Io que su disminución deberia ser fácilmente

detectada. La normal secreción de DE en presencia de tunicamicina sugiere

que su plegamiento sería normal en ausencia de N-glicosilación. Si bien los

hidratos de carbono no serían imprescindibles para la adquisición de la

correcta conformación espacial de la proteina DE en el retículo

endoplasmático, los mismos podrían participar directamente en otras

actividades de la proteina. En nuestro laboratorio se ha comenzado a estudiar

la posible participación de la proteína DE en la interacción entre el

espermatozoide y la ZP. Resultados iniciales indican que Ia presencia de

anticuerpos anti-DE, o de la proteína purificada durante la coincubación de

espermatozoides con ovocitos intactos, produce una inhibición de la unión de

los espermatozoides a Ia ZP (221).

Por otro lado, y tal como se mencionó en la Introducción, la proteína DE

secretada por las células epiteliales del epididimo, se asocia a la superficie

del espermatozoide durante la maduración epididimaria. De este modo,

además de su posible participación en la interacción con la ZP, los residuos

glicosídicos podrían ser importantes para la interacción de Ia proteína DE con

la membrana plasmática del espermatozoide durante el tránsito epididimario.



Habiendo determinado que la actividad de la proteína reside en la porción

peptídica de la molécula, una explicación alternativa de la menor eficiencia de

recDE para inhibir.el proceso de fusión, podría ser el plegamiento incorrecto

de la misma, no por la ausencia de hidratos de carbono, sino por la incorrecta

formación de puentes disulfuro. En este sentido, la observación del cambio en

la movilidad electroforética de la proteina nativa luego de su tratamiento con

DTl' (138), sugiere que la presencia de puentes disulfuro intramoleculares

contribuiria a la estructura espacial de la proteina. Sin embargo, se desconoce

si todas las cisteínas o sólo algunas de ellas están involucradas en la

formación de puentes disulfuro.

Con el fin de estudiar el grado de oxidación de las cisteínas en la proteína

nativa, y compararlo con el correspondiente a la proteína recombinante,

ambas proteinas fueron tratadas con el reactivo biotina-maleimida, específico

para grupos -SH. El análisis de la presencia de grupos -SH libres en la

proteína DE nativa indicó que, si bien Ia mayoría de las cisteínas se

encuentran formando puentes disulfuro, existe una pequeña proporción de SH

libres. Estas observaciones coinciden con resultados previamente publicados

por Brooks (222), quien también detectó la presencia de grupos -SH en Ia

proteína DE nativa, a través de Ia retención de la misma en una columna de

sefarosa-tiol, y su posterior elución con B-mercaptoetanol. Contrariamente a lo

que ocurre con DE, eI estudio de la proteína homóloga de ratón expresada en

células Sf9 o BHK, indicó la ausencia de grupos -SH libres (173). Esta

diferencia podría reflejar una caracteristica propia de cada proteína o,

alternativamente, podria deberse a la expresión de la proteína de ratón en una

célula diferente (no epitelial epididimaria) o, a la falta de algún paso de

reducción propio del lumen epididimario.

El tratamiento de recDE con biotina-maleimida produjo una señal más intensa

que la proteína nativa, indicando una mayor presencia de grupos -SH en la
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misma. La comparación entre recDE y nDE se realizó utilizando la misma

masa de cada una de las proteínas, por lo que, teniendo en cuenta sus pesos

moleculares (nDE: 37 kDa, recDE: 67 kDa), resulta que el número de

moléculas de nDE analizadas sería aproximadamente el doble que el

correspondiente a recDE. Por Io tanto, la diferencia en la intensidad de la

señal observada debería ser mayor si se comparase el mismo número de

moléculas. Estos resultados indican claramente que recDE presenta un mayor

contenido de grupos -SH libres respecto a la proteína nativa, lo cual estaría de

acuerdo con la expresión de recDE en un espacio reductor como el citoplasma

bacteriano.

Con el fin de investigar la importancia de los puentes disulfuro para la

actividad de DE, la proteína DE nativa fue reducida con DTT, alquilada con

ácido iodoacético para evitar Ia reformación de los puentes disulfuro luego de

la diálisis del DTT, y finalmente utilizada en ensayos de fusión in vitro. La

proteína DE nativa reducida presentó una actividad significativamente menor

que la correspondiente a la proteína sin reducir, indicando Ia importancia de

los puentes disulfuro para la actividad de la misma. Dado que la proteína

utilizada fue reducida completamente, se desconoce si todos y cada uno de

los puentes disulfuro son importantes, o si existen alguno/s más crítico/s que

otros. AI mismo tiempo, estos resultados sugieren que la formación deficiente

de los puentes disulfuro en la proteína recombinante podría ser responsable

de su menor capacidad para inhibirel proceso de fusión ¡n vitro.

Existen numerosos ejemplos de proteinas que requieren la presencia de

puentes disulfuro intramoleculares para su actividad. Las desintegrinas,

proteínas extraídas del veneno de diversos ofidios, se unen a las integrinas a

través de una secuencia de tres aminoácidos, y presentan puentes disulfuro

intramoleculares. El tratamiento de las desintegrinas con agentes reductores

anula por completo su actividad biológica (223,224).
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En el caso de la proteína DE, Ia ruptura de las uniones disuifuro no eliminó

pero inhibió significativamente su capacidad de inhibir la penetración de

ovocitos sin ZP. Estos resultados sugieren que la presencia de puentes

disuifuro si bien nó es esencial, favorecería la actividad de la proteína.
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Capítqu 3: Región peptídica responsable de la actividad biológica

Dado que los resultados obtenidos con la proteína recombinante y con la

proteína nativa deglicosilada indicaban que la actividad de la proteína residía

en la porción peptídica de la molécula, resultaba interesante estudiar más

precisamente cuál era la región responsable de la misma. Con este objetivo,

se construyeron tres fragmentos recombinantes abarcando distintas regiones

de la proteína. La actividad de una proteína recae, en general, sobre uno de

sus dominios estructurales, por lo que para diseñar los fragmentos

recombinantes, se tuvo en cuenta la estructura espacial de Ia misma. El hecho

de que las proteínas CRISP presenten Ia región C-terminal característica, rica

en cisteínas, y que al mismo tiempo compartan Ia región N-terminal con otras

proteínas de origen muy diverso, sugiere que estas regiones formarían al

menos dos dominios independientes. La resolución de la estructura

tridimensional de la proteína Pr-1, un miembro de la misma superfamilia que

carece del dominio C-terminal de las CRISP, indicó que la misma está

formada por un único dominio (192). Por otro lado, existe información sobre la

conformación de la proteína epididimaria homóloga de ratón, la que presenta

un 70% de identidad con su contraparte en la rata (165), y también participa

en el proceso de fusión de gametas (143). La estructura propuesta para la

proteína de ratón, en base a la susceptibilidad de degradación por

quimotripsina y a Ia formación de puentes disulfuro intramoleculares (173),

consistiría en dos dominios: el dominio N-terminal (aa 1-153) que contiene

tres puentes disulfuro, y el dominio C-terminal (aa 154-224) de naturaleza

compacta, debido a la presencia de cinco puentes disulfuro. Tomando como

guía la estructura propuesta para la proteína de ratón, se construyeron tres

fragmentos recombinantes: el fragmento 1 (F1), comprendiendo los aa 1-158 y

correspondiente al dominio N-terminal; el fragmento 2 (F2) abarcando los aa

156-227 que delimitan el dominio C-terminal, y el fragmento 3 (F3), que

comprende todo el dominio C-terminal y parte del N-terminal (aa 62-227).



Discusión 203

La expresión de estos fragmentos en el vector pMAL-p2, resultó en la

acumulación de F1 y F3 en el citoplasma bacteriano, y de F2 en el periplasma

celular.

Los distintos fragmentos fueron purificados por cromatografía de afinidad, y

utilizados para evaluar su capacidad de unión al ovocito (por lFI), y su efecto

sobre la penetración de ovocitos sin ZP in vitro.Inicialmente, estos ensayos se

realizaron utilizando cada fragmento a una concentración de 6 uM,a la cual

recDE es capaz de unirse al ovocito e inhibir significativamente la fusión de

las gametas. Los resultados obtenidos por lFl indicaron que, a diferencia de

F2 y de MBP, tanto el fragmento F1 como el F3 fueron capaces de unirse al

ovocito. Sin embargo, al evaluarse la capacidad de F1 y F3 de inhibir el

proceso de fusión ¡n vitro, ninguno de los fragmentos fue capaz de producir

una inhibición significativa. El hecho de que dos de los fragmentos

recombinantes sean capaces de unirse a los sitios complementarios para DE,

pero que al mismo tiempo no inhiban la fusión, parece contradictorio,

sugiriendo que la unión observada por lFl podría ser inespecífica. Sin

embargo, las características propias de cada una de las técnicas utilizadas

para determinar la capacidad de unirse al ovocito y de inhibir la fusión,

podrían explicar esta diferencia. Mientras que en el ensayo de lFl, los ovocitos

son fijados inmediatamente luego de la incubación con los fragmentos,

permitiendo visualizar una asociación aún de baja afinidad, en el ensayo de

fusión, la proteína nativa presente sobre el espermatozoide compite con los

fragmentos unidos al ovocito, desplazándolos de los sitios complementarios

para DE.

Si la causa de los resultados obtenidos fuera Ia baja afinidad de los

fragmentos por sus sitios complementarios, un aumento en Ia concentración

de los fragmentos durante la coincubación de las gametas, podría compensar

su menor afinidad, disminuyendo la probabilidad de ser desplazados por Ia

proteína presente sobre el espermatozoide. Con el fin de evaluar esta

posibilidad, los fragmentos fueron utilizados en ensayos de fusión a una
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concentración diez veces superior (60 uM). Los resultados indicaron que a

esta concentración, tanto F1 como F3, pero no MBP ni F2, produjeron una

inhibición significativa en la penetración de ovocitos, confirmando la hipótesis

planteada.

El hecho de que F1 y F3 fueran capaces de unirse al ovocito e inhibir la

penetración de ovocitos sin ZP, indica que cada uno de ellos contiene Ia

secuencia suficiente para esta actividad. Sin embargo, Ia mayor concentración

necesaria para lograr la inhibiciónde la fusión respecto de la requerida por la

proteína recombinante completa, sugiere que otras regiones ausentes en cada

uno de los fragmentos, si bien no imprescindibles, podrían influir en la

actividad del dominio activo. Un fenómeno similar se ha observado con Ia

actividad de las desintegrinas, anteriormente descriptas. Mientras que las

proteínas son activas a una concentración del orden nanomolar, oligopéptidos

que contienen la secuencia activa, arginina-glicina-aspártico (RGD),

presentan actividad a una concentración milveces mayor, es decir del orden

micromolar (225). Los oligopéptidos de las desintegrinas representan una

pequeña fracción de la proteina completa, por lo que no es sorprendente que

puedan carecer de alguna porción de Ia molécula que influya en la actividad, y

por lo tanto presenten una menor actividad biológica. En el caso de los

fragmentos de DE, cada uno de los mismos representa aproximadamente un

tercio de Ia molécula, es decir una proporción importante de la proteína. Sin

embargo, mientras que la diferencia en la concentración efectiva de los

oligopéptidos es de tres órdenes respecto a las desintegrinas, los fragmentos

presentan una diferencia de un orden en la concentración efectiva respecto a

recDE.

Considerando que los fragmentos con capacidad de unirse al ovocito y de

inhibir la fusión de las gametas contienen una región en común (aa 62-158),

es probable que la actividad de la proteina DE resida en esta región

compartida. Con el fin de examinar esta posibilidad, se construyeron dos
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nuevos fragmentos: F4, abarcando los aa 62-158, y F5, comprendiendo los aa

1-62, como control. Mientras que F4 se expresó en el citoplasma de la

bacteria, F5 se exportó correctamente al espacio periplásmico.

Los dos nuevos fragmentos, F4 y F5, fueron utilizados en ensayos de lFl y de

fusión de gametas ¡n vitro. Como control positivo de la fertilización, se usó al

fragmento F2, en tanto que como control de inhibición, se utilizó al fragmento

F3. Tal como era esperado, mientras que la presencia de F2, al igual que Ia

de F5, no produjo una reducción significativa en el porcentaje de penetración,

la presencia tanto de F3 como de F4 logró disminuir significativamente el

porcentaje de ovocitos penetrados. La inhibición producida por F4 fue similar

a la producida por F3, por lo que en este caso, la reducción del tamaño del

fragmento no afectó su actividad. Los experimentos realizados para controlar

la especificidad de la inhibición producida por el fragmento F4, indicaron que

el mismo no afectó la viabilidad o motilidad de los espermatozoides, no inhibió

la unión inicial de las gametas, y tampoco produjo un efecto tóxico sobre los

ovocitos. Por su parte, los experimentos de IFl confirmaron que Ia inhibición

del proceso de fusión por F4 estaría mediada por la unión del fragmento a la

superficie del ovocito.

En conjunto, los resultados ¡ndicarían que la actividad de la proteína residiría

en la región comprendida entre los aminoácidos 62-158.

El hecho de que la actividad resida en esta región, junto a la importancia de

los puentes disulfuro para la actividad de la proteína, sugeriría que los

puentes disulfuro críticos son aquellos tres contenidos entre los aminoácidos

62-158. Sin embargo, es posible que la correcta conformación del dominio C­

terminal (aa 158-227) conteniendo la mayoría de los puentes disulfuro, influya

sobre la actividad del dominio activo.
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Con el fin de evaluar la importancia de los tres puentes disulfuro

comprendidos en el dominio activo, y considerando que el F4 se expresa en el

citoplasma reductor de la bacteria, se podría favorecer la formación de los

puentes disulfuro de F4 mediante la incubación de este fragmento en un buffer

redox, y posteriormente comparar su actividad con Ia de F4 sin tratar. Si la

formación ¡n vitrode los puentes disulfuro de F4 aumentaran su actividad, esto

indicaría Ia importancia de alguno de los tres puentes disulfuro presentes en

el fragmento. La predicción de la estructura tridimensional de DE sitúa en

proximidad a los pares de cisteínas 63-140, 79-154, y 135-151, lo que es

coincidente con el mapa determinado experimentalmente para la proteina DE

de ratón. El puente entre las cisteínas 63-140 vincularia una de las láminas B

con una pequeña hélice, en tanto los dos puentes restantes (79-154 y 135­

151) conectarían entre si láminas B adyacentes, las cuales se asocian a

través de numerosas uniones hidrógeno. Por lo tanto, es esperable que la

ruptura de esos dos puentes disulfurono tenga consecuencias drásticas sobre

la conformación de la molécula. Por el contrario, el puente entre las cisteínas

63-140 parecería ser más importante para la estructura terciaria que los dos

restantes.

Recientemente, ha sido publicado un trabajo en el que se estudia la relación

estructura-función de la proteína testicular de rata TPX-1, homóloga a DE. La

función propuesta por estos autores para TPX-1, es la de mediar la unión

entre las células espermatogénicas con las células de Sertoli (175). Los

resultados de este trabajo indican que los 101 aminoácidos del extremo N­

terminal son suficientes para Ia actividad de adhesión celular (226). Tanto DE

como TPX-1 pertenecen a la familia de proteinas CRISP, y presentan el

característico dominio C-terminal rico en cisteínas. Debido a la inusual

concentración de este aminoácido en esa región, y a Ia conservación de las

cisteínas entre los miembros de esta familia, se ha sugerido que el dominio C­

terminal cumpliría una función importante para la.actividad de estas proteinas
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(165,167). Sin embargo, el dominio C-tenninal es prescindible para la

actividad de TPX-1 (226), y para Ia interacción de la proteína DE con el

oolema. Por lo tanto, los únicos estudios de estructura-función realizados con

miembros de esta ‘familia,no favorecerían esta hipótesis. No se descarta, sin

embargo, que este dominio pueda ser importante para otras posibles

actividades de ambas proteínas.

La mayoría de las proteínas virales de fusión contienen un péptido hidrofóbico

o anfipático corto, o péptido de fusión, que es esencial para Ia fusión virus­

célula. Los péptidos anfipáticos forman una a hélice que posee una cara con

aminoácidos hidrofóbicos,y otra con aminoácidos cargados, y son capaces de

interactuar con bicapas Iipídicas. Los péptidos de fusión más estudiados son

los correspondientes a la proteina HAdel virus influenza, y a la proteína gp41

del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (227). Las proteínas de fusión

HA y gp41 se sintetizan como precursores de mayor tamaño que son luego

procesados proteoliticamente. Este procesamiento genera una proteína con

un plegamiento metaestable, que se asemeja a un resorte comprimido (228).

En este estado, los péptidos de fusión, que se disponen en el extremo N­

terminal del polipéptido, se encuentran “enterrados” en el interior de Ia

molécula. La interacción de estas proteínas con las respectivas moléculas

receptoras (residuos de ácido siálico terminales para el virus de influenza, y

receptores para quemoquinas y CD4 para el VIH), produce un cambio

conformacional en las moléculas que expone el péptido de fusión,

probablemente inyectándolo en la membrana de la célula (229).

El mecanismo molecular involucrado en la participación de la proteína DE en

el proceso de fusión, es desconocido. Es sabido que la proteína no está

involucrada en Ia unión de las gametas, sino en un evento posterior. DE

podría entonces participar en una etapa conducente a la fusión de las
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membranas o, alternativamente, podría ser una proteína de fusión en sí

misma.

La predicción de la estructura secundaria de DE indicó la posible formación de

una a hélice anfipática en la región comprendida entre los aa 111-123. La

existencia de un potencial péptido de fusión en su estructura permite pensar

que DE podría funcionar como una proteína de fusión. A diferencia de la

mayoría de las proteínas de fusión virales, donde el péptido de fusión se ubica

cerca de un extremo del polipéptido, el potencial péptido de fusión de DE tiene

una ubicación interna. Sin embargo, existen algunas proteinas virales (del

grupo Paramixovin'dae) que poseen un péptido de fusión en el interior de la

molécula (230). Es importante tener en cuenta, sin embargo, que la sola

presencia de un potencial péptido de fusión no significa que la proteína que lo

contiene funcione como una proteína de fusión. En este sentido, en nuestro

laboratorio se han realizado ensayos de asociación de la proteina DE a

liposomas de diferentes composiciones lipídicas, con resultados negativos en

todos los casos (138). Sin embargo, es posible que en caso de funcionar

como una proteína de fusión, Ia exposición del péptido de fusión requiera la

previa interacción de la proteína con la molécula complementaria del ovocito.

La formación de una a hélice no sólo depende de la existencia de una

sucesión de aminoácidos favorables a esta estructura, sino que además

depende del contexto tridimensional en el que se encuentre. La estructura

espacial teórica de DE, no indica que la región comprendida entre los aa 111­

123 presente una estructura de a hélice. Sin embargo, el péptido podría

adoptar esta disposición espacial luego de un cambio en la estructura terciaria

que altere el contexto conformacional en el que se encuentra. Esto podría

ocurrir luego de la interacción de DE con sus sitios complementarios, y de

hecho los cambios conformacionales forman parte del mecanismo de acción

de las proteínas de fusión virales.
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Si el potencial péptido de fusión fuera esencial para la participación de DE en

el proceso de fusión de gametas, sería esperable que proteinas homólogas

con Ia misma función, también Io contengan. EI análisis de Ia región que

contendria el péptido de fusión en las secuencias correspondientes a las

proteínas DE de ratón y ARP humana, indicó que si bien estas regiones

presentan una tendencia a formar a hélices, las mismas no tendrían carácter

anfipático. Esto sugiere que la potencial (l hélice de DE no estaria involucrada

en la participación de la proteina en el proceso de fusión.

Además del potencial péptido de fusión, F4 contiene las dos secuencias

típicas de la superfamilia Scp/‘I'px-1/AgS/PR-1/Sc7.La conservación de estas

secuencias en todos los miembros de la superfamilia indicaria la importancia

de las mismas para la función de las proteinas (155,231). Sin embargo, la real

importancia de tales secuencias aún no se conoce. La construcción de

fragmentos de menor tamaño abarcando distintas regiones del fragmento F4

con el fin de identificar la menor región de la proteína capaz de unirse al

ovocito e inhibir el proceso de fusión, permitirá además, determinar la

importancia de esta secuencia conservada para la actividad biológica. En

caso de que todo el dominio F4 sea necesario para conservar la actividad, se

podría evaluar la contribución de estas dos secuencias, a través de Ia

construcción de sendos fragmentos F4 con Ia secuencia respectiva
delecionada.

Los resultados de la primera parte de este trabajo indican que la actividad

biológica de la proteína DE residiría en la porción peptidica de Ia molécula,

más específicamente en la región comprendida entre los aa 62-158, y que los

puentes disulfuro serian importantes para dicha actividad. EI conocimiento de

Ia relación estructura-función no sólo contribuye al esclarecimiento de los

mecanismos moleculares involucrados en Ia participación de Ia proteina DE

en el proceso de fusión, sino que además podría ser de utilidad para Ia
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posible aplicación anticonceptiva de Ia misma. El estudio de la estructura de la

proteína gp41 del VIH y su relación con la fusión virus-célula, ha permitido el

reciente desarrollo de péptidos capaces de asociarse con gp41, bloqueando

su actividad y, en consecuencia, la entrada del virus a la célula (232). De Ia

misma manera, la comprensión del mecanismo molecular por el cual DE

participa en el proceso de fusión de gametas, podría contribuir al diseño de

fármacos sintéticos inhibidores de su actividad. Dicha información sería

también de utilidad para el desarrollo de un método basado en anticuerpos

que bloquee la actividad de DE, ya que permitiría dirigir el ataque inmune

específicamente contra el sitio activo, disminuyendo el riesgo de una reacción

cruzada con otra proteína.

Los resultados presentados en la primera parte de la Tesis constituyen una

importante contribución al esclarecimiento de los mecanismos de la

interacción de la proteína DE con sus sitios complementarios. La comprensión

de Ia secuencia de moléculas y eventos involucrados en Ia fusión de gametas

contribuirá a extender los conocimientos en otros procesos celulares que

involucran la fusión de membranas, tales como la formación de la placenta, la

miogénesis, la osteogénesis o la entrada de virus envueltos a la célula.
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Parte ll: Potencial uso de DE para el desarrollo de un método
inmunológico de regulación de la fertilidad

Capítulo 1: Mecanismos involucrados en la inhibición de la fertilidad

luego dela inmunización de ratas con DE.

Con el fin de estudiar los mecanismos involucrados en la inhibición de la

fertilidad luego de la inmunización con DE, machos y hembras fueron

inmunizados con proteína DE purificada, obteniéndose una respuesta inmune

que fue, en general, similar a la observada en la inmunización previa (145).

Los niveles de anticuerpos anti-DE alcanzaron su máximo valor luego de la

última inyección, comenzando luego a decaer hasta alcanzar 4-6 meses más

tarde, valores similares a los controles. En cuanto a la fertilidad resultante,

también se obtuvo un porcentaje de inhibición similar al observado

previamente (144), así como al obtenido por otro laboratorio utilizando el

mismo modelo (233). Por lo tanto, los resultados obtenidos luego de la

inmunización con DE son reproducibles, lo que fortalece la validez de los

mismos.

El análisis de la relación entre los niveles de anticuerpos anti-DE y la fertilidad

indicó la existencia de un cierto grado de asociación entre estos dos

parámetros para ambos sexos.

La correlación entre la presencia de anticuerpos anti-espennatozoide (AAE)

en suero y la infertilidad, es un tema controvertido. Se han publicado

numerosos trabajos que indican la existencia de una asociación significativa

entre estos parámetros, tanto en hombres (234-238), como en mujeres

(234,236,239-241), así como otros que indican lo contrario (242-245). En

forma similar a los trabajos clínicos, existen ensayos realizados en distintos

modelos animales con resultados diferentes. Mientras que luego de la
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inmunización con las proteínas del espermatozoide LDH-C4 (246), SP1?

(247), fertilina B (248), o sp56 (249) se observó una inhibición de la fertilidad

que no correlaciona con los títulos de anticuerpos, la inmunización con otros

antígenos, tales cOrnoYWK-ll (250,251), RSA (252), y FA-1 (253), produjo una

reducción de la fertilidad que se relaciona con los niveles séricos de

anticuerpos específicos contra el antígeno utilizado.

En el presente trabajo, mientras que la mayoría de los animales con títulos

elevados de anticuerpos anti-DE presentaron una reducción en su fertilidad,

los animales con bajos títulos de anticuerpos, mostraron mayoritariamente una

fertilidad normal. Sin embargo, se observaron algunos animales que, a pesar

de presentar títulos altos de anticuerpos, no presentaron una reducción de su

fertilidad.

Existen diversos motivos que podrian explicar la falta de una correlación más

fuerte entre los anticuerpos anti-DE presentes en el suero y la infertilidad:

1) Los títulos medidos por ELISAevalúan la capacidad de los anticuerpos de

unirse a la proteina DE, pero no brindan información sobre la capacidad de los

mismos de inhibir la capacidad fertilizante del espermatozoide. Por lo tanto,

los títulos medidos por ELISApodrían ser distintos a los títulos de anticuerpos

capaces de neutralizar Ia actividad de DE.

2) Los anticuerpos medidos, tanto en suero como en los fluidos, corresponden

exclusivamente a las inmunoglobulinas G (IgG).Además de este isotipo, otras

inmunoglobulinas podrían estar involucradas, en particular la inmunoglobulina

A (lgA) secretoria. AI respecto, es sabido que tanto el tracto reproductivo del

macho (254,255) como el de la hembra (255-257) forman parte del sistema

inmune de mucosas. En el tracto reproductivo femenino, se encuentran

presentes, desde la vagina hasta el folículoovárico, componentes del sistema

inmune de mucosas, así como inmunoglobulinas sistémicas. Las secreciones

cervicales son ricas tanto en IgGs que provienen de la transudación del suero,

como en IgAs secretorias de producción local (258,259). En las secreciones

uterinas también se encuentran estos dos isotipos, pero ambas serían
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secretadas en mayor medida por células plasmáticas locales (260). Por su

parte, las inmunoglobulinas presentes en el fluido oviductal corresponden a

IgGs e IgAs de origen exclusivamente sistémico (258). El fluido folicular

presenta concentraciones de anticuerpos (IgGs e IGAs) similares a las

plasmáticas (261), por lo que después de la ovulación, Ia cantidad de

anticuerpos presentes en el oviducto podría incrementarse.

Con respecto al tracto reproductivo masculino, las inmunoglobulinas del tipo A

están presentes en varios tejidos (262,263), incluyendo el epidídimo

(264,265). En el hombre, aunque los niveles de lgA no son tan críticos como

los de IgG para la inhibición de Ia fertilidad, la combinación de lgA sobre el

espermatozoide con altos niveles de AAE en circulación, reduce la

probabilidad de fertilización (264,266,267).

En general, la forma más apropiada para obtener una respuesta inmune

secretoria, es mediante la inmunización a través de alguna mucosa (oral,

nasal, gástrica, intestinal) (268,269). En particular, para el tracto reproductivo

femenino, se ha demostrado que la inmunización sistémica no es eficiente

para inducir la producción local de anticuerpos (270). En el caso de los

machos, la inmunización por vía oral y rectal, a diferencia de la intramuscular,

es efectiva en inducir una respuesta secretoria en el recto, la que está

asociada a una respuesta secretoria en la uretra (271). Por Io tanto, dado que

las vías de inmunización utilizadas en este trabajo no incluyen una mucosa,

podría suponerse que el sistema inmune de mucosas no fue activado

eficientemente. Sin embargo, es posible que los niveles de IgG e IgA en

conjunto, presenten una asociación mayor con la infertilidadque los niveles de

IgG en forma individual.

3) Además de la respuesta humoral, una respuesta celular podria estar

involucrada en la inhibición de la fertilidad luego de la inmunización con la

proteína DE. Este tipo de respuesta ha sido descripto luego de la

inmunización con antígenos del espermatozoide (272). Además, las citoquinas

liberadas por linfocitos activados y macrófagos, u otros productos
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leucocitarios, podrían estar involucrados en la inhibición de la fertilidad, dado

que existen evidencias que indican que estos factores solubles pueden afectar

adversamente diversos aspectos funcionales del espermatozoide (273-275).

Con el fin de estudiar la existencia de posibles lesiones sobre los órganos

reproductivos del macho, se analizaron testículos, epidídimos y vasos

deferentes provenientes de animales control e inmunizados. Dado que DE se

sintetiza mayoritariamente en epidídimo pero también existe una débil

expresión en vaso deferente (132), el reconocimiento de la proteína por los

anticuerpos podría producir lesiones en estos dos tejidos. En cuanto al

testículo, si bien no sintetiza proteina DE, la posible reacción cruzada de los

anticuerpos con la proteína testicular TPX-1, que presenta un 55% de

identidad con DE, podría originar una lesión testicular. Por otro lado, se ha

demostrado que la inmunización con otros antígenos del espermatozoide,

cobayos con la proteína PH-20 (153) y ratones con LDH-C4 (276), es capaz

de producir una reducción en Ia fertilidad de los animales debido a la

inducción de orquitis autoinmune. Considerando que no existen muchos

trabajos de inmunización en machos, y que los de mayor repercusión implican

daños testiculares, resultaba importante descartar que la inmunización con DE

provocara dichos efectos colaterales.

El estudio histológico de los órganos reproductivos de animales inmunizados

no reveló ninguna patología testicular, epididimaria o del vaso deferente,

indicando que la inhibición observada no se debería a una lesión sobre los

órganos reproductivos del macho, y por lo tanto marcando una importante

diferencia con los resultados obtenidos con las proteínas PH-20 y LDH-C4.En

el caso de las hembras, si bien no hay expresión de la proteína DE en ningún

tejido, teniendo en cuenta que la inmunización afecta la capacidad

reproductiva de los animales, era importante examinar la estructura non'nal de

los órganos reproductivos. EI análisis histológico del ovario, oviducto y útero

de hembras control e inmunizadas indicó la presencia de estructuras normales
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en todos los casos. De esta manera, se descartó Ia posibilidad de que la

reducción de la fertilidad observada luego de la inmunización de hembras con

DE, se debiera a una lesión de los órganos reproductivos.

Dado que los resultados histológicos indicaban la ausencia de un efecto

deletéreo de la inmunización, un posible mecanismo de inhibición de la

fertilidad sería la entrada de los anticuerpos al tracto reproductivo tanto del

macho como de la hembra. En el macho, los anticuerpos podrían interferir con

la síntesis o secreción de la proteína DE, o alterar la asociación de la proteina

a la superficie del espermatozoide. Por otro lado, los anticuerpos podrían

asociarse a la proteína DE presente sobre los espermatozoides y alterar la

capacidad fertilizante de los mismos tanto en hembras como en machos. Con

el fin de investigar el mecanismo involucrado en la inhibición de la fertilidad,

en primer lugar se analizó la presencia de lgGs anti-DE en las secreciones

reproductivas de animales de ambos sexos. Los fluidos uterinos y oviductales

de hembras inmunizadas y control, fueron utilizados como primer anticuerpo

en ensayos de ELISA contra la proteina DE. Los resultados indicaron la

presencia de anticuerpos específicos tanto en el fluido vaginal como en el

uterino y oviductal. Debido a la ruta de inmunización utilizada (intramuscular e

intradérmica), es muy probable que la gran mayoría de las inmunoglobulinas

anti-DE detectadas en los fluidos reproductivos provengan del suero. Los

niveles de anticuerpos anti-DE detectados en el fluido oviductal representan

entre un 15-30% de los niveles presentes en suero. Oliphant et al (277)

estudiaron la presencia de anticuerpos específicos en el oviducto de conejos

inmunizados con la enzima alcohol deshidrogenasa, encontrando un 10-20%

respecto de los niveles séricos. La inmunización de esta misma especie con la

proteína LDH-C4, indicó la presencia en el oviducto de un 3-27% de

anticuerpos séricos (278). Más recientemente, luego de la inmunización de

macacos con las proteínas SP-10 (279) y Sp-17 (280), se detectó la presencia

en el oviducto de un 02-22% de anticuerpos en relación a los presentes en el
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suero. Los niveles de anticuerpos anti-DE encontrados en este trabajo

concuerdan con los datos de la bibliografía, ya que la proporción de

anticuerpos presentes en las secreciones reproductivas respecto a la hallada

en suero, se ubica dentro del rango de los valores previamente informados en

otros trabajos.

A diferencia de lo que ocurre en el tracto femenino, que es un espacio abierto

a la cavidad peritoneal, el tracto reproductivo masculino presenta limitaciones

para el acceso del sistema inmune. Tal como se describiera en la

Introducción, las células de Sertoli y las células epiteliales del epididimo están

conectadas por uniones estrechas, Io que restringe el pasaje de moléculas de

elevado peso molecular. Mientras que la barrera hemato-testicular es muy

restrictiva, excluyendo casi completamente el pasaje de moléculas de elevado

peso molecular, se ha sugerido que la barrera hemato-epididimaria sería más

permeable que la hemato-testicular. Con respecto a la entrada de

inmunoglobulinas al epididimo, los resultados son controvertidos. Wong y

colaboradores (281), inyectaron inmunoglobulinas marcadas radiactivamente

en ratas, y estudiaron su entrada al fluido del cauda epididimario. Los

resultados indicaron Ia ausencia de radiactividad en el fluido epididimario, a

pesar de detectarse altos niveles de radiactividad en sangre y en hígado. Los

autores concluyeron que la barrera hemato-epididimaria no permite el pasaje

de las inmunoglobulinas, al menos luego de su administración por

inmunización pasiva. Por otro lado, Weininger et al (282) inmunizaron conejos

con y globulina bovina dinitrofenilada (y globulina-DNP), detectando luego

IgGs anti-DNP en el fluido epididimario. Tal como era esperado, los niveles de

anticuerpos en el epididimo fueron menores que los presentes en el suero,

pero mayores que los detectados en el fluido cerebro-espinal, sugiriendo que

la barrera hemato-epididimaria es más permeable que la hemato-encefálica.

Por su parte, Lee et al (283), inyectaron ratones intraperitonealmente con

anticuerpos anti-espermatozoide y luego analizaron su asociación a los
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espermatozoides testiculares o epididimarios mediante lFI. Mientras que

ninguno de los espermatozoides testiculares mostró marcación fluorescente,

un cierto porcentaje de los espermatozoides epididimarios presentó

fluorescencia. En" otro experimento descripto en el mismo trabajo, se

“5|, detectándose luego niveles deinyectaron anticuerpos marcados con

radiactividad en el epididimo similares a los observados en otros tejidos, pero

claramente mayores a los medidos en el cerebro y en el testículo. En un

estudio posterior, Naz y Bhargava (284) inyectaron anticuerpos dirigidos

contra un antígeno del espermatozoide, FA-1, marcados radiactivamente.

Aunque no hubo diferencias entre Ia cantidad de anticuerpos anti-FA-1 y de

una lgG control presente en numerosos tejidos (sangre, hígado, corazón,

riñón, músculo, testículo, vesículas seminales), se observó una presencia

significativamente mayor de anticuerpos anti-FA-1 en el epididimo y en el vaso

deferente. Los espermatozoides del cauda epididimario recuperados 120

horas luego de la inyección de los anticuerpos, presentaron unión de los

anticuerpos a la cabeza y pieza media de la cola. Sin embargo, los

anticuerpos no fueron detectados en el testículo, indicando que el epididimo y

el vaso deferente son órganos a través de los cuales los anticuerpos pueden

transudar. En conjunto, estos trabajos sugieren que Ia barrera hemato­

epididimaria es una barrera semiperrneable que permitiría la entrada de las

inmunoglobulinas al lumen del epididimo.

Estas evidencias nos llevaron a estudiar la posibilidad de que los anticuerpos

hayan entrado en el epididimo e interferido con la síntesis o secreción de DE

por las células epiteliales o, alternativamente, con la asociación de la proteína

a la superficie del espermatozoide. Los resultados obtenidos por ELISA

revelaron la presencia de niveles de lgG anti-DE significativamente mayores

en los fluidos recuperados de animales inmunizados respecto a animales

controles, representando aproximadamente un 1% de los valores obtenidos en

suero. Si bien existe un trabajo indicando que en pacientes vasectomizados

la cantidad de anticuerpos en el epididimo es similar a Ia cantidad presente en
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el suero (285), estudios realizados en animales indican que la cantidad de

inmunoglobulinas en el lumen epididimario es sustancialmente menor. El

análisis de la entrada de anticuerpos especificos al epididimo de conejos

inmunizados con y globulina-DNP, indicó la presencia de anticuerpos en una

relación de 0.3-1.1% respecto al suero (282), mientras que en ratas

inmunizadas con toxoide tetánico, la proporción de inmunoglobulinas

específicas respecto al suero fue entre 0.5 y 0.8% en distintas regiones del

epididimo (286). Por lo tanto, el nivel encontrado de anticuerpos anti-DE en el

lumen epididimario es similar a los resultados antes descriptos. Aunque la

posibilidad de que los fluidos se hayan contaminado con sangre no puede ser

descartada, la perfusión previa de los animales, la cuidadosa disección de los

órganos, y el hecho de que no se observaran eritrocitos al examinarse los

fluidos microscópicamente, apoyan la idea de que los anticuerpos detectados

provienen del transudado del suero al tracto reproductivo. Este hecho

concuerda con la entrada de anticuerpos al epididimo descripta por otros

grupos, y apoya el concepto de que la barrera hemato-epididimaria es más

permeable que la hemato-testicular, al menos para moléculas del tamaño de

la IgG (287).

Las secreciones de las glándulas accesorias, en especial las de la próstata y

las vesículas seminales, podrían también contribuir a la presencia final de

anticuerpos en el plasma seminal (262,288). Por lo tanto, no se puede excluir

que, además de ingresar al epididimo, los anticuerpos entren en contacto con

los espermatozoides en el momento de la eyaculación.

Los anticuerpos presentes en el lumen epididimario podrían interferir con la

sintesis o secreción de la proteina DE por las células epiteliales, o con la

asociación de la proteína a la superficie del espermatozoide. Estudios de IFI

realizados sobre cortes de epididimo de animales control e inmunizados

indicaron la ausencia de diferencias en cuanto al patrón o intensidad de la

fluorescencia. Si bien los resultados de este estudio mostraban la ausencia de
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diferencias importantes entre ambos grupos, cabía la posibilidad de que

existieran diferencias no detectables por una técnica cualitativa como la IFI.

Con el fin de analizar esta posibilidad, la cantidad de proteina DE asociada a

los espermatozoides recuperados de animales control e ¡nmunizados fue

cuantificada por ELISA. Los resultados indicaron la ausencia de diferencias

significativas entre ambos grupos, sugiriendo que Ia inmunización con Ia

proteína DE no afectaría la cantidad de proteína que se asocia a los

espermatozoides durante la maduración.

Habiendo comprobado la entrada de los anticuerpos al tracto reproductivo de

ambos sexos, y Ia ausencia de efectos sobre la síntesis, secreción o

asociación de DE al espermatozoide, a continuación se estudió Ia capacidad

de los anticuerpos presentes en los fluidos reproductivos para unirse a los

espermatozoides. Hembras inmunizadas o controles fueron apareadas con

animales no ¡nmunizados, y los espermatozoides recuperados de la vagina y

del útero, fueron luego sometidos a IF utilizando directamente anti-lgG de rata

acoplado a FlTC. Sólo los espermatozoides recuperados de las hembras

inmunizadas presentaron marcación fluorescente en la cabeza del

espermatozoide, lo que es coincidente con la localización de DE sobre el

espermatozoide.

La presencia de anticuerpos anti-DE en el tracto de hembras inmunizadas y

su asociación a los espermatozoides allí presentes, junto con resultados

previos que indican que hembras inseminadas con espermatozoides

expuestos a sueros inmunes presentan una inhibiciónde la fertilización (145),

concuerdan con el mecanismo de inhibiciónde la fertilidad esquematizado en

la Figura 44.

A diferencia de lo ocurrido en las hembras, no fue posible detectar la

asociación de los anticuerpos con los espermatozoides recuperados del tracto

reproductivo de machos ¡nmunizados, utilizando sólo el segundo anticuerpo

en experimentos de inmunofluorescencia.
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Estos resultados son similares a los obtenidos en experimentos previos, en los

que túbulos epididímarios ligados en ambos extremos, fueron cultivados in

vitro en presencia de anticuerpo anti-DE. Los espermatozoides recuperados

de estos túbulos, presentaron un nivel muy bajo de marcación (8%) al ser

incubados con un segundo anticuerpo fluoresceinado, a pesar de presentar

una capacidad fertilizante significativamente reducida luego de una

inseminación intrauterina (139). Además, se ha descripto Ia incapacidad de

detectar por IFIanticuerpos anti-espermatozoide detectados en pacientes por

otros métodos (289,290). Por lo tanto, es posible que los niveles de

anticuerpos asociados a los espermatozoides, aunque no sean suficientes

para ser detectados por lFl, sean capaces de afectar el funcionamiento de los

mismos.

La falta de efecto de la inmunización sobre la cantidad de DE asociada a los

espermatozoides, junto con la capacidad de los sueros inmunes de reconocer

a la proteina DE sobre los espermatozoides (145), sugirieron la posibilidad de

que los anticuerpos hayan interactuado con la proteína asociada a los

espermatozoides, afectando la capacidad de fusión de los mismos. Aunque

resultados previos indicaban que los sueros inmunes no afectan la viabilidad,

motilidad y capacidad de sufrir la RA de los espermatozoides en condiciones

¡n vitro (145), existía la posibilidad de que otros factores producidos luego de

la inmunización activa, pudieran haber afectado estos parámetros. Los

resultados indicaron Ia ausencia de diferencias significativas entre ambos

grupos en el porcentaje de redistribución de DE al segmento ecuatorial,

sugiriendo la normal capacidad de los espermatozoides de sufrir capacitación

y/o RA. Sin embargo, al ser coincubados con ovocitos de rata sin ZP, los

espermatozoides epididímarios recuperados de animales inmunizados

presentaron una capacidad de fusionarse significativamentemenor respecto a

los espermatozoides recuperados de animales controles. Esta inhibiciónno se

debió a un efecto sobre la unión de las gametas, ya que no hubo diferencias
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entre ambos grupos ni en el porcentaje de ovocitos con espermatozoides

unidos, ni en el número promedio de espermatozoides unidos por ovocito.

Este resultado estaría de acuerdo con una interferencia de los anticuerpos

sobre la función de la proteína DE, ya que la misma participa en el proceso de

fusión en un evento posterior a la unión de las gametas (141,142).

La presencia de anticuerpos en los fluidos reproductivos, la observación de

que el suero inmune es capaz de reconocer a Ia proteina DE asociada a los

espermatozoides (145), y la menor capacidad fertilizante de los

espermatozoides provenientes de los animales inmunizados, sugieren que Ia

inhibición de la fertilidad luego de la inmunización con DE podria involucrar la

entrada de anticuerpos anti-DE al tracto reproductivo, y su interferencia con la

capacidad del espermatozoide para fusionarse con el ovocito.

Los resultados hallados en la rata apoyan la posibilidad de que la inhibición

de la fusión espermatozoide-ovocito por Ia presencia de anticuerpos contra el

espermatozoide, podría ser responsable de algunos de los casos de

infertilidad humana. En este sentido, es sabido que Ia inhibición de la fertilidad

por anticuerpos involucra no sólo la aglutinación o inmovilización de los

espermatozoides en el moco cervical (291-293), sino también un efecto

inhibitoriosobre la fertilización. Si bien en este caso el paso más afectado es

Ia interacción con la ZP, también se ha descripto la interferencia con el

proceso de fusión de las gametas. Estudios de penetración de ovocitos de

hámster sin ZP (HOPT), mostraron una correlación significativa entre Ia

presencia de anticuerpos asociados al espermatozoide y la incapacidad de

penetrar los ovocitos de hámster (294). Por otro lado, pudo observarse que Ia

remoción de las inmunoglobulinasasociadas a espermatozoides de pacientes

infértiles, es capaz de producir un aumento en el porcentaje de ovocitos de

hámster penetrados por estos espermatozoides, mientras que la transferencia

de estos anticuerpos a espermatozoides de donantes normales produce una
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inhibición de la penetración en el mismo ensayo (266). Wolf et al. (267)

inseminaron en el espacio perivitelino de ovocitos humanos (SUZl),

espermatozoides con anticuerpos asociados a su superficie, encontrando que

los espermatozoides con mayor cantidad de anticuerpos, presentaban una

capacidad de fertilizar el ovocito menor que los espermatozoides con pocos

anticuerpos unidos.

En resumen, los resultados obtenidos en este capítulo sugieren que la

inhibición de la fertilidad en ratas inmunizadas con DE involucraría un bloqueo

por anticuerpos de la proteina DE, afectando su función. La existencia de un

mecanismo específico de inhibición de Ia fertilidad, permite inferir la relevancia

de la proteína para la fertilidad de los animales, y por otro lado, apoya el

potencial uso de la proteína DE para el desarrollo de un método inmunológico

de regulación de Ia fertilidad.
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Capítulo 2: Inmunización con la proteína recombinante

Tal como se mencionara anteriormente, la capacidad de la proteina DE de

inducir una respuesta inmune y una reducción de la fertilidad en ausencia de

daños colaterales, sugiere Ia posibilidad de su potencial uso para el desarrollo

de un método inmunológico de regulación de la fertilidad. Un aspecto

importante para la selección de moléculas para el desarrollo de dicho método,

es la capacidad de las mismas de ser producidas en grandes cantidades.

Teniendo en cuenta que es poco probable que el antígeno se obtenga de

fuentes naturales, es necesario que el mismopueda ser producido por sintesis

química (péptidos sintéticos) o mediante la tecnología de ADN recombinante.

Dado que en nuestro laboratorio se contaba con la proteína recombinante

bacteriana, a continuación se estudió su capacidad de producir un efecto

similar a Ia proteina nativa en animales inmunizados.

Los resultados obtenidos demuestran que al igual que Io observado para la

proteína DE nativa, la inmunización de ratas macho y hembra con la proteina

DE recombinante, es capaz de inducir la formación de anticuerpos

específicos, como así también una inhibición significativa de la fertilidad en

animales de ambos sexos, en ausencia de efectos secundarios.

Respecto a la formación de anticuerpos, la proteína recombinante fue capaz

de producir una respuesta inmune más rápida y más elevada que la producida

por la proteina nativa. Esto podría deberse a que se utilizó la proteina de

fusión, acoplada a la MBP, lo que podría haber aumentado su

inmunogenicidad. Sin embargo, a pesar de que los niveles séricos de

anticuerpos anti-DE fueron significativamente mayores en los animales

inmunizados con Ia proteina recombinante, no hubo diferencias en la

inhibición de la fertilidad respecto a la obtenida en los animales inmunizados

con la proteína nativa. Existe la posibilidad de que la proteína recombinante

carezca de algunos epitopes conformacionales importantes para el bloqueo
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que los puentes disulfuro son importantes para la estructura de la proteína, y

que la proteína recombinante presenta una deficiencia en la formación de

estos puentes respecto a Ia proteína nativa, es posible que recDE carezca de

algunos de los epitopes conformacionales de la proteína nativa. De hecho, la

importancia de los puentes disulfuro y los epitopes conformacionales, ha sido

descripta para la proteína de insectos “Antígeno 5", relacionada a la familia de

proteinas CRISP (295,296). La falta de anticuerpos contra algunos epitopes

críticos podría, por lo tanto, disminuir la capacidad inhibitoria del suero, a

pesar de la presencia de una gran cantidad de anticuerpos contra otros

epitopes.

Dado que para el desarrollo de un método inmunológico de regulación de la

fertilidad, es muy importante el estudio de los posibles efectos colaterales, se

investigó la especificidad de la respuesta inmune. Para ello, los sueros de los

animales inmunizados con recDE o MBPfueron enfrentados por Western blot

a extractos de diferentes tejidos. Mientras que los sueros de los animales

inmunizados con recDE reconocieron específicamente a la proteína en

extractos epididímarios, los sueros anti-MBP no reconocieron ninguna

proteína en ninguno de los tejidos estudiados. De esta manera, se confirma la

especificidad en la respuesta inmune observada en inmunizaciones previas

con la proteína nativa.

Los resultados obtenidos luego de ¡nmunizar ratas con recDE, indican que la

proteína DE recombinante, al igual que la nativa, es capaz de producir una

reducción significativa de la fertilidad en animales de ambos sexos (33% en

las hembras y 56% en los machos).

El empleo de proteínas recombinantes para reemplazar a la proteína nativa

como inmunógeno, ha sido descripto para otros antígenos del espermatozoide

en distintos modelos animales. Por un lado, Ia inmunización de ratones
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hembra con Ia proteina intra-acrosomal sp56 recombinante, o con la proteina

del espermatozoide FA-1 (297) recombinante fue capaz de producir una

respuesta inmune, y una inhibición significativa de Ia fertilidad (62% (249) y

64% (253), respectivamente). Por otro lado, pese a que en su forma nativa las

proteínas fertilina (248) y PH20 (152) produjeron una inhibición significativa de

la fertilidad, las proteínas producidas en forma recombinante no tuvieron

consecuencias sobre la fertilidad de los animales, a pesar de inducir una

fuerte respuesta inmune (298,299).

La inhibición de la fertilidad producida luego de la inmunización con recDE,

indica que la proteína recombinante podría sustituir a la proteína nativa en los

próximos estudios de inmunización. En este sentido, y con el fin de estudiar Ia

posible aplicación de DE para el desarrollo de un método de regulación de la

fertilidad en el ser humano, el paso siguiente consistió en extender los

estudios a un modelo animal más próximo al humano, tal como lo es el de

primates no humanos.
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Capítqu 3: Capacidad inmunogénica de la proteína ARP en primates no
humanos

La identificación de la proteína humana homóloga a DE, denominada ARP

(154,155), sugiere la potencial aplicación de Ia misma para el desarrollo de un

método de regulación de Ia fertilidad en el hombre. Para tal fin, es importante

que ARP, al igual que DE, participe en el proceso de fertilización y sea luego

empleada en estudios de inmunización en un modelo de primates no

humanos.

Respecto a la función de ARP, una serie de evidencias sugerían su

participación en el proceso de fertilización: la homología existente entre ARP y

DE (40%), su síntesis en el epidídimo, su asociación al espermatozoide

durante Ia maduración y su localización en la cabeza del mismo. Resultados

posteriores de nuestro laboratorio tales como 1) la permanencia de ARP sobre

el espermatozoide luego del tratamiento con 2M NaCI, y 2) la inhibición de la

penetración de ovocitos de hamster sin ZP por espermatozoides humanos

expuestos a anticuerpos anti-ARP, apoyaban la participación de ARP en el

proceso de fusión de gametas. Sin embargo, estos resultados provienen de un

ensayo heterólogo, basado en la interacción de espermatozoides humanos

con ovocitos de hámster. Dado que por razones éticas no es posible utilizar

ovocitos humanos para ensayos de fertilización, como una aproximación al

tema, se estudió la presencia de sitios complementarios para ARP en la

superficie del ovocito humano. Para ello, ovocitos humanos sin ZP fueron

incubados con proteína ARP recombinante o MBP, y luego sometidos a IFI.

Los ovocitos expuestos a MBP, o bien no presentaron fluorescencia, u

ocasionalmente mostraron una señal fluorescente muy débil y en áreas

aisladas. Por su parte, los ovocitos incubados con ARP presentaron

marcación fluorescente sobre toda su superficie. A diferencia de lo que ocurre
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en la rata, no se observó en ningún caso la existencia de un área libre de

fluorescencia. En la rata, esta área negativa coincide con la región de la

membrana plasmática que recubre el huso meiótico, la cual carece de

microvellosidades (141), y por la cual el espermatozoide raramente se fusiona

con el ovocito (62,300). Sin embargo, el ovocito humano presenta

caracteristicas particulares respecto a otros mamíferos, dado que no existe un

área libre de microvellosidades en la membrana plasmática (301). Esta falta

de polarización estructural de la membrana se corresponde con una ausencia

de polarización de Ia misma a nivel funcional, ya que no existirian regiones

preferenciales sobre el ovocito para la fusión con el espermatozoide (301).

Por lo tanto, la distribución de los sitios complementarios para ARP coincide

con las propiedades fusogénicas del oolema humano. Estos resultados son

importantes no sólo por las implicancias respecto de la participación de ARP

en el proceso de fusión, sino porque además constituyen Ia primera evidencia

sobre la existencia y localización de sitios complementarios específicos para

una proteína del espermatozoide sobre el ovocito humano.

Como otra forma de investigar la importancia de ARP para la fertilidad

humana, en nuestro laboratorio se ha iniciado un estudio con sueros de

hombres inmunoinfértiles y con espermatozoides de pacientes infértiles sin

causa aparente.

En el caso de pacientes inmunoinfértiles, se estudia la presencia de

anticuerpos anti-ARP en suero o en plasma seminal. La presencia de dichos

anticuerpos en los pacientes, a diferencia de personas de fertilidad probada,

indicaria por un lado que ARP es inmunogénica e importante para Ia fertilidad,

y por otro, que la presencia de anticuerpos anti-ARP no estaría asociada a

ninguna patología, apoyando así la utilización de esta molécula para el

desarrollo de un método inmunológico de regulación de la fertilidad.

Por su parte, en el caso de pacientes infértiles por causa desconocida, el

objetivo consiste en estudiar Ia localización y la cantidad de ARP presente
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sobre los espermatozoides de estos individuos. Estudios previos han

demostrado que una fracción de pacientes infértiles presenta una alteración

tanto en la localización como en la cantidad de ciertos antígenos epididimarios

sobre el esperrnatozoide (302). Un trabajo realizado para estudiar

específicamente la proteína epididimaria P34H, involucrada en la unión del

espen'natozoide a la ZP (303,304), describió la existencia de ciertos casos de

infertilidadsin causa aparente en los que existía una severa disminución en la

cantidad de esta proteína unida a los espermatozoides (305). La asociación

entre alguna alteración en la cantidad o localización de ARP, y la menor

capacidad fertilizante de esos espermatozoides indicaría la importancia de Ia

proteína para la fertilidad. Por otro lado, estos resultados podrían explicar

algunos casos de infertilidad por causa desconocida y, al mismo tiempo,

contribuir al desarrollo de una terapia para restablecer la capacidad

fertilizante de los espermatozoides.

Dada la alta homología existente entre Ia proteína ARP de macaco y la

humana (84%), y la disponibilidad en nuestro laboratorio de la proteína

humana recombinante, resultaba conveniente utilizar esta proteína para la

inmunización de primates no humanos. Por otro lado, la inmunización con una

proteína heteróloga confiere la ventaja de una inmunogenicidad mayor que la

obtenida al inyectar la proteína propia de la especie inmunizada. Sin embargo,

antes de inmunizar directamente los animales con la proteína humana, era

importante comprobar que ambas proteínas estuvieran antigénicamente

relacionadas. Para ello, se evaluó la capacidad de anticuerpos dirigidos

contra la proteína humana, de reconocer a la proteína de macacos. La

proteína recombinante humana fue entonces utilizada para inmunizar conejos

y obtener un suero inmune contra la misma. AI mismo tiempo, nuestro

laboratorio estableció una colaboración con el laboratorio de los Drs. Myles y

Primakoff de la Universidad de California en Davis, que nos permitía obtener

material del Centro Regional de Primates de California. Experimentos de lFI
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sobre espermatozoides eyaculados de macacos (Macaca fascicu/arís)

enviados desde dicho Centro de Primates, indicaron que mientras las células

incubadas con el suero preinmune presentaron una marcación débil en el

flagelo, los espermatozoides incubados con el suero inmune mostraron marca

fluorescente en Ia región acrosomal de Ia cabeza, y en la pieza media de Ia

cola, de mayor intensidad que la observada con el suero preinmune. Esta

localización es similar a la que presenta la proteína en espermatozoides de

Macaca mu/Iata (174). Con el fin de examinar si la fluorescencia se debía al

reconocimiento de la proteína ARP de macacos y no a una reacción cruzada

con otras proteínas, se realizó un experimento de Western blot con extractos

de tejido epididimario y testicular de macaco, utilizando el suero anti-ARP

como primer anticuerpo. Los resultados indicaron el reconocimiento de una

proteína con un peso molecular aparente de z30 kDa, presente sólo en el

extracto epididimario. En conjunto, los resultados obtenidos por

inmunofluorescencia y por Western blot indicarían que el suero contra la

proteína ARP humana es capaz de reconocer a la proteína homóloga de

macaco, sugiriendo que los anticuerpos producidos en los macacos contra Ia

proteína humana podrían reconocer y unirse a la proteína de mono nativa. Por

lo tanto, el paso siguiente consistió en estudiar la inmunogenicidad de ARP en

un sistema de primates no humanos.

Para ello, macacos (M. fasciculan's) mantenidos en el centro de primates de

Davis, fueron inmunizados con la proteína ARP humana recombinante. Un

grupo de cuatro animales fue inmunizado con la proteína ARP humana

(hARP), mientras que dos animales inmunizados con MBP sirvieron de

control, y dos animales más fueron inmunizados con la proteína ARP de M.

fascicu/an‘s (expresada por el grupo del Dr. Overstreet, Davis)(mARP). Si bien

todos los animales inmunizados desarrollaron altos títulos contra el antígeno

respectivo, los títulos de los animales inyectados con la proteína humana

fueron entre 1 y 2 órdenes superiores a los correspondientes a los animales

inmunizados con la proteína de macaco. Tal como se discutiera anteriormente
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para el caso de Ia inmunización con recDE, es posible que los altos títulos se

deban a que la proteina humana está fusionada a MBP, que podría

incrementar Ia inmunogenicidad del antígeno. Por otro lado, dos de los cuatro

animales inmunizados con la proteína ARP humana, y uno de los dos

animales inmunizados con MBP desarrollaron abscesos en el sitio de

inyección, en tanto que ninguno de los dos animales inmunizados con Ia

proteína de macaco produjo esta reacción. Si bien son pocos animales como

para realizar una estadistica, es probable que Ia presencia de la proteína

bacteriana MBP produzca una reacción inmune exacerbada, responsable

tanto del alto títqu de anticuerpos, como del absceso en el lugar de inyección.

Dado que este tipo de reacciones no es aceptable para un método de

aplicación humana, sería conveniente cambiar el sistema de expresión de la

proteína recombinante.

La inmunización con una proteína heteróloga, tal como hARP en macacos,

presenta Ia ventaja de una mayor inmunogenicidad que la inmunización con la

proteína propia de la especie utilizada (mARP).A pesar de presentar un títqu

mayor, los anticuerpos anti-hARP podrían reconocer a la proteína endógena

con menor eficiencia que los anticuerpos anti-mARP, debido a que si bien

muchos de los epitopes son compartidos entre ambas proteínas, otros, son

propios de cada especie. Con el fin de comparar la eficiencia de los sueros

anti-hARP y los sueros anti-mARPpara reconocer a la proteína de macaco, se

realizó la titulación de los sueros anti-hARP contra dicha proteína. No

disponiendo de la proteína nativa purificada para utilizar en el ELISA, el

ensayo se realizó con la proteína recombinante. Los títulos así obtenidos para

los sueros anti-hARP resultaron entre 1 y 2 órdenes menores que aquellos

obtenidos al titular los mismos sueros contra hARP, y del mismo orden (10‘)

que los sueros anti-mARP. Por lo tanto, la ventaja de utilizar hARP en vez de

mARP es sólo aparente, ya que la inmunización con hARP o con mARP
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resulta igualmente eficiente en la inducción de anticuerpos capaces de

reconocer a Ia proteína de macaco.

Con el fin de estudiar la capacidad de los anticuerpos inducidos de reconocer

a la proteína ARP de mono nativa, dichos anticuerpos fueron enfrentados con

extractos de espermatozoides en ensayos de Western blot. El reconocimiento

de la proteína por los sueros de los animales inmunizados con hARP o mARP,

pero no por un suero preinmune o por el proveniente de un animal inmunizado

con MBP, indica que la reacción es específica, y sugiere que los anticuerpos

serian capaces de reconocer a Ia proteína presente sobre los

espermatozoides. Dado que para que ocurra esta interacción los anticuerpos

deben acceder a los espermatozoides. y teniendo en cuenta que el tracto

masculino no es tan permeable como el femenino al pasaje de anticuerpos, se

estudió la presencia de anticuerpos en el plasma seminal. Los resultados

indicaron que mientras los anticuerpos anti-MBPfueron detectados tanto en el

animal inmunizado con dicha proteína como en los dos machos inyectados

con hARP, los anticuerpos anti-mARP alcanzaron un valor considerable sólo

en uno de los dos animales inmunizados con hARP. Respecto a la no

detección de anticuerpos anti-ARP en plasma seminal de uno de los machos

inmunizados con hARP, la misma podría deberse al relativamente bajo nivel

sérico (103) de anticuerpos anti-mARP, junto con la dilución de los plasmas

seminales utilizados, y el hecho de que los anticuerpos presentes en el

plasma seminal representan aproximadamente un 1% de los niveles séricos

(262,306).

El análisis del número, motilidad y morfología de los espermatozoides de

mono obtenidos antes y después de la inmunización, indicó la ausencia de

diferencias significativas, tanto en el animal inmunizado con MBP como en el

inmunizado con hARP. Estos resultados sugieren la falta de efecto de la
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inmunización sobre la espermatogénesis, y sobre el transporte y maduración

epididimaria.

En conjunto, los resultados de este capítulo apoyan la participación de la

proteína ARP en el proceso de fusión de gametas en el humano. Por otro

lado, tanto la proteína ARP humana como de macaco, son capaces de

producir una respuesta inmune en ambos sexos en un modelo de primates no

humanos. La inmunogenicidad de la proteína en primates, junto con la

capacidad de los anticuerpos anti-ARP de inhibir Ia fertilización ¡n vitro (156),

constituyen fuertes evidencias a favor de la potencial utilización de esta

proteína para el desarrollo de un método para el control de la fertilidad. Para

ello, se realizará una nueva inmunización en un grupo mayor de animales,

evaluando la fertilidad de los mismos antes y después de la inmunización.

Los resultados previos de nuestro laboratorio junto con los obtenidos en este

trabajo, indican que la proteína DE cumple con muchos de los requisitos de un

candidato para el desarrollo de un método inmunológico de regulación de la

fertilidad: 1) DE está clonada, secuenciada y caracterizada, 2) se localiza

sobre la superficie del espermatozoide, siendo accesible al bloqueo por los

anticuerpos, 3) participa del proceso de fertilización, más específicamente en

la etapa de fusión de las gametas, 4) la inmunización de ratas de ambos

sexos con DE produce una respuesta inmune y una inhibición significativa y

reversible de la fertilidad, 5) esta inhibición ocurre por mecanismos

específicos que no involucran daños en los órganos reproductivos, 6) la

proteina puede ser obtenida en forma recombinante, siendo dicha proteína

inmunogénica y capaz de producir una reducción de la fertilidad, 7) existe una

proteína homóloga en el humano, ARP, que también participa en el proceso

de fusión, y finalmente, 8) dicha proteína es capaz de producir una respuesta

inmune en un modelo de primates no humanos.
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A diferencia de la inmunización de animales macho con antígenos de origen

testicular como PH2O (153) y LDH-C4, (276), Ia inmunización con la proteína

epididimaria DE no produce orquitis autoinmune. Esto sugiere que las

proteínas epididimarias tendrían la especificidad necesaria para el desarrollo

de un método inmunológico de regulación de la fertilidad, apoyando la

caracterización de otras proteínas epididimarias y el estudio del potencial uso

de las mismas para esta aplicación.

Importancia del desarrollo de nuevos métodos de regulación de la
fertilidad

Estudios realizados por Ia Organización Mundial de la Salud (OMS) señalan

que el incremento constante y sostenido de Ia población mundial está

asociado a la falta de suficientes opciones de métodos anticonceptivos, ya

que un cuarto de los embarazos en todo el mundo es no deseado (307). Si

bien la no utilización de métodos anticonceptivos se debe en parte a la falta

de información al respecto y al acceso restringido a los mismos, una gran

proporción de los casos se debe a la insatisfacción con los métodos

disponibles actualmente. El número de parejas en edad reproductiva

dispuesta a comenzar a utilizarmétodos anticonceptivos, si sus necesidades

fueran satisfechas completamente por algún método, ha sido estimado en más

de 120 millones en todo el mundo (308). Se ha demostrado que la prevalencia

y la continuidad en el uso de métodos anticonceptivos están directamente

relacionada con el número de métodos disponibles, así como con la

posibilidad de cambio del método (309). Dado que las necesidades de cada

individuo están influenciadas por un gran número de factores culturales,

religiosos, y personales, y que los requerimientos son diferentes en distintos

momentos de la vida reproductiva, es necesario contar con una amplia

variedad de métodos anticonceptivos. Esto es más crítico en el caso de la

anticoncepción masculina que, a diferencia de la femenina, sólo cuenta en la
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actualidad con tres opciones: coitus interruptus, condón, y vasectomía, con los

problemas asociados de baja eficiencia o irreversibilidad. Este último es el

caso de la vasectomía, ya que sólo existe un 40-50% de probabilidad de

reversión de la fertilidad luego de la vaso-anastomosis. Por lo tanto, el

desarrollo de un método inmunológico de control de la fertilidad, basado en

una proteína del espermatozoide que participa en Ia fertilización, es una idea

interesante con numerosas ventajas: 1) seria efectivo tanto en hombres como

en mujeres, en cualquier momento de la etapa reproductiva; 2) al actuar sobre

un evento tan específico y transitorio como Ia fertilización, no debería

presentar efectos colaterales, tales como los desórdenes endócrinos y

metabólicos asociados con los anticonceptivos esteroideos; 3) no requeriría

procedimientos especializados de colocación o remoción, como en el caso de

los dispositivos intrauterinos (DIUs); 4) sería reversible, a diferencia de Ia

esterilización; 5) no demandaría la toma diaria de pastillas; 6) no presentaría

los problemas de almacenamiento de los métodos de barrera; 7) no

dependería de la estricta autodisciplina requerida por los métodos de

planificación familiar "naturales".

Si un método con estas características pudiera ser desarrollado, es probable

que tuviera una alta aceptación entre las personas que no desean utilizar, o

que han discontinuado el uso, de alguno de los métodos ya existentes por los

motivosantes señalados.

Un aspecto que ha generado desconfianza respecto a la utilización de

métodos inmunológicos de regulación de la fertilidad, es la posible falta de

control de la respuesta inmune, con la consecuente irreversibilidad. Sin

embargo, los datos experimentales disponibles indican justamente lo

contrario: las respuestas obtenidas son transitorias, necesitándose un

estimulo periódico mediante inyecciones de refuerzo para mantener los títulos

elevados (310). La duración pretendida del efecto anticonceptivo para estos

métodos es de 6-12 meses, luego de una o dos aplicaciones (309). El
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continuo avance y mejoramiento en el diseño e ingeniería de vacunas,

permitirá ajustar el rendimiento de los métodos inmunológicos a dichos

requerimientos.

La interacción de gametas involucra la participación de numerosas moléculas,

algunas de las cuales han sido utilizadas en forma individual para inmunizar

animales, produciendo una inhibición de la fertilidad en distintos grados. Sin

embargo, es probable que el método de regulación de la fertilidad finalmente

utilizado no se base en una única molécula, sino que requiera el uso de un

“cocktail”de antígenos, para aumentar la eficiencia (293).

La utilización de antígenos involucrados en la fusión de gametas como base

para un método inmunológico de regulación de la fertilidad ha sido

cuestionada debido a que podría ser riesgoso intervenir sobre un evento tan

tardío del proceso de fertilización (307). Sin embargo, teniendo en cuenta que

la formulación utilizada probablemente consista de múltiples antígenos,

resultaría conveniente dirigir el bloqueo inmunológico a distintas etapas del

proceso de fertilización. Precisamente por ser el evento culminante del

proceso de fertilización, la fusión de membranas representa Ia última instancia

que puede ser inhibida antes de que el ovocito sea fertilizado. En este

sentido, la presencia de anticuerpos capaces de inhibir la fusión

espermatozoide-ovocito resultaría un importante mecanismo para bloquear

aquellos espermatozoides que pudieran haber eludido la inhibiciónen etapas

anteriores de Ia fertilización.

Aplicación del control inmunológico de la fertilidad en otras especies

Además de la posible aplicación en el humano, el control inmunológico de la

fertilidad podría ser de utilidad en animales domésticos de compañía (perro,

gato) o en especies salvajes. Existen especies sobreabundantes con

consecuencias negativas sobre la salud humana, la agricultura o la ecologia.
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La epidemia de Hantavirus ocurrida entre 1992 y 1993 en sudoeste de los

EE.UU. debido a la sobrepoblación del ratón reservorio del virus (Peromyscus

manicu/atus), las pérdidas económicas producidas por Ia gran reproducción de

conejos europeos (Oryctolagus cuniculus) luego de su introducción en

Australia, y la extinción de 15 especies de mamíferos luego de Ia introducción

del zorro rojo (Vu/pes vulpes) en este mismo país, son algunos ejemplos de

las consecuencias de la abundancia de algunas especies. El método

tradicional de control de especies sobreabundantes mediante el aumento de

su mortalidad no es eficiente en especies con una alta fertilidad y períodos de

vida relativamente cortos. Habitualmente, las especies consideradas como

plaga presentan una alta capacidad de reproducción. De este modo, una

alternativa para el control de estas especies es la reducción de su fertilidad

(311,312).

Si bien aún no hay datos experimentales disponibles respecto al impacto de

estos métodos inmunológicos sobre el tamaño efectivo de Ia población,

existen numerosos estudios iniciales sobre el potencial uso de esta

metodología. La inmunización con antígenos del espermatozoide o de Ia ZP

ha sido ensayada en especies tan diversas como alces (313), elefantes (314),

ciervos (315), burros (316), focas (317,318), ratones (319), conejos

(298,299,320), zorros rojos (321,322) y ardillas grises (323).

Los requerimientos de una vacuna anticonceptiva para su aplicación en

animales sobreabundantes, son diferentes de los de una vacuna de aplicación

en animales domésticos o en el humano. Mientras que en el último caso, el

método debe ser reversible, esto no es un requerimiento para el control de

animales considerados como peste, sino más bien una deficiencia. Otro punto

que necesita ser resuelto, consiste en la forma de aplicación del inmunógeno.

Hasta ahora, Ia mayoría de los estudios se han realizado mediante la

inmunización individual y, a veces, reiterada de los animales. Esto resultaría

poco práctico en especies salvajes sobreabundantes, por lo que para superar
este inconveniente se están desarrollando otros sistemas de distribución del
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antígeno, como cepas atenuadas de bacterias (322,324) o virus (325-328)

que, además de poder ser administrados en forma oral a través del alimento,

sirven para proteger al antígeno y actúan como adyuvantes biológicos.

En nuestro país, esta metodología podría ser aplicable al control de las

especies portadoras del virus Junín (Arenavin'dae), agente etiológico de la

Fiebre Hemorrágica Argentina, comúnmente conocida como “mal de los

rastrojos”. Esta enfermedad afecta cada año a cientos o miles de trabajadores

agrícolas, y presenta una tasa de mortalidad del 5-30 %. Los reservorios son

roedores que diseminan los virus a través de la orina y la saliva,

mayoritariamente de las especies Ca/omys muscu/Ínus y C. laucha. Estas

especies se distribuyen en distintos tamaños poblacionales en todo el país

hacia el norte del río Negro, aunque no todos están infectados. El área

endémica abarca áreas de Buenos Aires, Santa Fe, La Pampa y Córdoba.

Con el fin de disminuir la incidencia de esta enfermedad, se busca disminuir

las poblaciones de roedores a valores sanitariamente aceptables, para reducir

la probabilidad de que el ser humano pueda entrar en contacto con ellos, o

con sus productos. Dado que estos animales son muy prolíficos, los métodos

habituales para reducir el tamaño poblacional son poco eficientes a lo largo

del tiempo.

Si bien recientemente, la Organización Panamericana de la Salud ha

desarrollado la vacuna denominada “CANDID1”, eficiente en un 95%, la alta

tasa de mutación de los virus a ARN indica que el control de la población de

roedores que sirven de reservorio sería una buena medida complementaria al

uso de la vacuna. La existencia de un homólogo a DE en el ratón de

laboratorio (Mus musculus) que participa del proceso de fertilización (143),

junto con la reducción de la fertilidad en ratas de ambos sexos inmunizadas

con DE, y la existencia de vectores virales probados con éxito en el ratón

(319,325), sugieren que la proteína DE podría ser de utilidad para el control
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CONCLUSIÓN

En conjunto, el presente trabajo ha tenido dos objetivos principales. La

primera parte ha estado centrada en el estudio de la importancia de la

estructura de la proteína DE para su función, mientras que la segunda parte

ha estado dedicada al estudio del potencial uso de esta proteína para el

desarrollo de un método inmunológico de regulación de la fertilidad. Los

resultados obtenidos y descriptos en este trabajo de Tesis contribuirán a una

mayor comprensión de los mecanismos moleculares involucrados en el

proceso de fusión de gametas, como así también al desarrollo de nuevos y

más seguros métodos de regulación de la fertilidadtanto en animales como en

el hombre.

\///<l
Lic. Diego Ellerman Dra. Patricia S. Cuasnicú
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