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RESUMEN.

En cerdos, como en otros mamiferos, el proceso de fertilizacion implica diversos
aspectos funcionales tanto de los organismos adultos como de los gametos que
producen. E! depésito de gametos masculinos es sélo el inicio de varios cambios tanto
funcionales como moleculares que le permitiran interactuar con el ovocito.

Varios autores han propuesto la presencia de moléculas que actian como
quimicatrayentes al espermatozoide permitiéndole dirigirse preferencialmente al sitio
en donda se llevaré a cabo la fertilizacién, aunque su naturaleza es muy discutida,

Una vez que ha interactuado con la cublerta del ovorcito, el espermatozoide sufre un
proceso exocitésico altamente regulado conocido como reaccién acrosomal. Este
procesc implica la pérdida parcial de ia membrana plasmética y la exposicion de una
membrana interna. Finalments, la interaccién entre el ovocito y el espermatozoide
puede interferirse con moléculas que cubtan a uno u otro gameto, como es el caso de
las lectinas.

En este trabajo, tratamos de caracterizar al posible factor atrayente de
espermatozoides de cerdo presente en el liquido folicular, de detectar los cambios en
los carbohidratos presentes en la membrana plasmaética producto de la reaccién
acrosomal y de determinar el efecto de una lectina en la interaccién de gametos de
cerdo.

Encontramos que el factor atrayente del liquido folicular del cerdo es una proteina de
8.6 kilodaltones cuya secuencia amino terminal s similar a la de la apolipoproteina B2
(Semrano et al, 2001. Biochem. Biophys. Res. Commun. 283: 782-784). La integridad
de la membrana plasmética que cubre la regién acrosomal de los espermatozoides de
cerdo y humanc pueden ser detectada mediante el uso de la lectina de cacahuate y
esta integridad puede alterarse par la estructura tridimensional de la cubierta del
avocito ( Serrano et al. 2001, Arch. Androl. 47: 59-65). Finalmente, la lectina presente
en los tallos de dos especies de Bursera son capaces de aglutinar los
espermatozoides de cerdo y humanos y esta capacidad depende de la presencia de
los carbohidratos de la lectina (Serrano y Garcia-Suérez, 2001. Arch. Androl. 46; 15-
20).



ABSTRACT

In pig, as in other mammals, fertilization is a process that involves several
functional aspects of the adult animal and the gamete they produce. Male
gamete deposition into the female genital tract is just the beginning of all
molecular and physiological changes the sperm cell have to had in order to
interact properly with the oocyte.

Several authors have proposed the existence of very different molecules with
sperm attracting activity that supposedly enabie them to travel to the place
where the oocyte is. The nature of these molecules is not yet really disclosed.

Once the sperm cells interact with the egg vestment, a highly exocytic event
takes place: the acrosome reaction. During this process, the sperm plasma
membrane is partially removed exposing the inner acrosomal membrane.
Finally, sperm-egg interaction can be interfered by using lectins that could
interact with the carbohydrate residues on either gamete.

In this work, we try to isolate and characterize the sperm attracting activity from
the pig follicular fluid, to detect the changes on the sperm plasma membrane in

response to acrosome reaction-inducing substances and to determine the effect
of a plant-derived lectin on gamete interaction.

We found that the sperm attracting activity in pig follicular fluid is associated to
an 8.6 kilodalton protein whose N-end sequence is similar to that of
apolipoprotein B2 (Serranc et al, 2001. Biochem. Biophys. Res. Commun. 283:
782-784). Sperm membrane integrity on the acrosome region of pig and human
spermatozoa can be evaluated by using peanut agglutinin {(PNA) and the
acrosome-reaction inducing capacity of the pig zona pellucida depends on its
three dimensional structure (Serrano et al, 2001. Arch. Androl. 47: 58-65).
Finally, lectins present in stems of two Bursera species agglutinate human and
pig capacitated spermatozoa and their binding is dependent on the
carbohydrate moiety of the lectin (Serrano y Garcia-Suarez, 2001. Arch. Androl.
46:15-20).



PREFACIO

La presente tesis es el resultado de investigaciones tanto bibliogréficas
como experimentales acerca de la interaccién de gametos que hemos
realizado. Su estructura permite pasar de un plano global a los resultados
particulares de la interaccién de los gametos del cerdo.

En ¢l primer capitulo hemos tratado de describir los aspectos moleculares
mds caracterfsticos del proceso de fertilizacién tomando como punto de
partida las caracteristicas que presentan los gametos utilizados en los
estudios del proceso de fertilizacién, enumerando solo algunos detalles de
st superficie y que sirven de predmbulo.

A lo largo del primer capitulo, incorporamos algunas de las evidencias
experimentales que se han encontrado utilizando gametos de roedores,
ovinos, bovinos ¢ incluso humanos tratando de desarrollar un modelo que
permita explicar los eventos de las diferentes etapas de la fertilizacién.

Debido a que existen pocas evidencias-experimentales-sin que esto tes resté
" “importancia, los temas referentes a la formaciéa de reservorios de
espermatozoides en diferentes regiones del tracto genital femenino y del
efecto quimioatrayente que tiene el liquido folicular, son tratados de
manera muy sucinta.

Nuestros estudios acerca de una proteina con capacidad quimioatrayente es
uno de los primeros en la identificacién y caracterizacién de la fraccién
proteica presente en ¢l liquido folicular.

Los modelos de regulacién de la reaccién acrosomal que se incorporan en el
primer capftulo permiten explicar la importancia de nuestro trabajo acerca
de su evaluaci6én en cerdos vtilizando lectina de cacahuate y pone de
manifiesto la importancia de la estructura tridimensional de la zona
pelicida en la induccién de la reaccién acrosomal, aspecto que también estd
presente en el mismo trabajo.

La barrera final de la interaccién de los gametos es la fusién de sus
membranas (Rosado, 2001) por lo que los Gltimos apartados del capituio
uno tienen que ver propiamente con ella.



Aunque no de manera exhaustiva, hemos tratado de describir la forma en la
cual los carbohidratos de la zona pelicida de roedores y de cerdo
interactiian con las proteinas de la membrana espermética en donde las
evidencias experimentales indican la presencia de moléculas tan diversas
como glicosiltransferasas, homélogas a factores de coagulacién ¢ incluso
enzimas hidroliticas como la hialuronidasa y acrosina.

Finalizamos ¢l primer capitulo con la descripcién del modelo de fusién de
membranas de los gametos descrito con mayor detalle en el cual los actores
principales son proteinas heterodiméricas formadas por la fertilina a-p por
parte del espermatozoide y la integrina avfl de la membrana del ovocito el
cual fue descrito inicialmente para roedores pero que se encuentra en otras
especies como el cerdo y humanos. En este déltimo caso, con evidencias
contrastantes.

El dltimo articulo del capitulo 2 en donde reportamos ¢l uso de una proteina
aislada de un vegetal, es solo una muestra de las estrategias que se pueden
utilizar para disminuir la interaccién entre gametos. En la primera etapa que
nos encontramos de estas investigaciones demostramos que una
glicoprotefna aislada tanto de las hojas como de los tallos de dos especies
de Bursera evitan la interaccién de gametos de cerdo in vitro y que este
efecto depende de la presencia de los carbohidratos, comportamiento tipico
de una lectina.



CAPITULO 1

INTERACCION DE GAMETOS



Ovocitos y espermatozoides

La fertilizacién es un proceso que al mismo tiempo es tanto ¢l fin como el
ptincipio (Rosado, 2001). Por una lado, marca el fin de la ovogénesis y la
espermatogénesis. Por otro lado, es el punto de partida del desarrollo y
diferenciacién de un nuevo organismo.

Algunos aspectos del proceso, se han descrito usando metodologias tan
diferentes que van desde ¢l anélisis al microscopio, hasta animales
manipulados genéticamente por lo que no expresa s6lo un gene de todo su
acervo (animales “knock out”) o que expresan genes que no corresponden a
su especie (animales transgénicos).

Mucho de lo que se conoce actualmente de los aspectos bioquimico y
moleculares se ha demostrado en las Gltimas dos décadas pero, atin y
cuando la gran cantidad de informacién dista mucho de disminuir, existen
algunas etapas que alin se conocen muy poco.

En esta revisién no se pretende mostrar un conocimiento total de la
fertilizacién, que por otro lado han sido cubiertos excepcionalmente por las
revisiones de Rosado (2001), Wassarman y Albertini (1994), y Yanagimachi
(1994), sino de ensamblar algunos de los modelos que se han descrito para
explicar diversos aspectos del proceso de fertilizacién desde ¢l enfoque del
espermatozoide y tratar de simplificarlos para detectar las porciones poco
entendidas de cada modelo. Este ensamble trata de incorporar solamente las
evidencias recientes, aunque en algunos casos se¢ incorporan las evidencias
fundamentales.

La interaccién entre los gametos en condiciones fisiolégicas normales
puede estudiarse a diferentes niveles. Si bien es obligatorio el uso de
gametos, estos pueden encontrarse en diferentes etapas de desarrollo por lo
que debe tomarse en cuenta el tipo de células que se estd estudiando. Asi
pues, los espermatozoides pueden obtenerse tanto del epididimo, como en
eyaculados de animales maduros sexualmente.

Las glicoproteinas que se encuentran en la membrana plasmitica del
espermatozoide eyaculado tienen un origen muy diverso. Algunas se
encuentran ¢n dominios caracteristicos que s¢ estructuran como parte de la
actividad de sintesis proteica y el transporte de membranas mientras la
célula lleva a cabo el proceso de espermatogénesis (Yanagimachi, 1994).




Estos dominios no son permanentes, sino que pueden reflejar
modificaciones producidas en respuesta a las condiciones fisiolégicas
particulares a que son expuestos los espermatozoides en las diferentes
etapas del proceso. Asi por ejemplo, los resultados de Shur y Neely (1988)
muestran que unaa enzima que participa en la interaccién del espermatozoide
con la cubierta glicoproteica del ovocito de rata, la galactosil-transferasa,
s¢ puede detectar en la superficie del espermatocito y sobre la region
postacrosomal de los espermatozoides recuperados de la luz de los tibulos
seminiferos, mientras que si se¢ utilizan espermatozoides recuperados del
tracto genital femenino, esta enzima cubre solamente lz region del
acrosoma,

Otras proteinas no son producto del aparato de sintesis proteica del
espermatocito sino que son secretadas por células epiteliales que delinean
al epididimo, como es ¢l caso de la proteina DE que se localiza en
espermatozoides de rata (Cameo y Blaquier, 1976, Cohen et al, 2000). Otras
mdés provienen de las glandulas accesorias del macho, principalmente como
producto de las secreciones de la préstata, o del mismo tracto genital
femenino como la protefna especifica del oviducto OSP que es importante
tanto en la fertilizacion como el desarrollo embrionario temprano (Kuoba et
al, 2001).

El origen tan diverso forma de facto dominios de la membrana espermiética
cuya funcién durante la fertilizacién es muy diversa. Algunas de las
moléculas que se transportan a la membrana durante la espermiogénesis
pueden procesarse posteriormente ya sea por los productos secretados en la
préstata o en ¢l tracto genital femenino de tal forma que toman su
estructura activa que, de otro modo, no podria obtener. Este es ¢} caso de la
fibronectina que puede detectarse solamente después que el proceso de
capacitacién de los espermatozoides humanos se ha llevado a cabo (Fusi y
Bronson, 1992; Fusi et al, 1992).

Este tipo de procesamiento brinda una nueva dimensién al fenémeno dado
que las modificaciones se llevan a cabo en el lugar preciso y en ¢l momento
adecuado de tal manera que la molécula adquiere su forma activa solo
cuando se requiere.

Muy variadas metodologias se han utilizado para estudiar este fenémeno,
por ejemplo, los cambios en los azdcares terminales de glicoproteinas o
glicolipidos se han detectado mediante lectinas marcadas (Fierro et al,
1996) o anticuerpos especificos y los genes de algunas de ellas se han
clonado o se ha suprimido la expresién de ese gene particular.

De manera anédloga, los ovocitos pueden tomarse directamente de los
foliculos en diferentes etapas de madurez o bien, una vez que han sido
liberados del foliculo. En diferentes especies animales en las cuales la



hembra ovula un ndmero muy limitado de ovocitos, se le puede inducir a
producir mayor nimero de ovocitos por tratamiento hormonal. Los
requerimientos de los experimentos son determinantes en la seleccidn del
tipo de gametos requeridos, con las consecuentes caracteristicas que implica
la estimulacién.

A diferencia de lo que ocurre con los espermatozoides, la cubierta que
cubre a los ovocitos podria considerarse como constante desde que se
sintetiza mientras se encuentra en crecimiento. Las proteinas que
constituyen la zona peldcida (ZP) no sufren modificaciones una vez que se¢
ha ensamblado esta cubierta acelular ( Wassarman, 1999) con lo gue la
interaccién inicial entre el ovocito y el espermatozoide implica
modificaciones principalmente en la superficie de éste Gltimo.



Interacciones iniciales con el tracto genital
femenino.

Una vez que los espermatozoides son depositados en el tracto genital
femenino, interactiian con diferentes componentes de caracteristicas muy
variables. Algunos de estos se depositan al mismo tiempo que lo hacen los
espermatozoides, tal es el caso de los componentes provenientes de las
secreciones prostiticas.

Algunos otros compuestos, como las mucinas, que se producen en el tracto
genital femenino, se combinan con las moléculas del eyaculado por lo que
al menos momentineamente, los espermatozoides se enfrentan a una
primera barrera de seleccién que s6lo después de cierto tiempo, los de
mayor movilidad pueden liberarse de esta primera barrera (Yanagimachi,
1994).

En la mayoria de los casos y dada la dificultad de estudiar las interacciones
iniciales entre el espermatozoide, los componentes del moco cervical, y los
del liquido seminal, no existe evidencia suficiente de estudios in vivo que
los expliguen. Esto ha permitido que, para algunos investigadores, las
evidencias que se han obtenido en experimentos in vitro sean solo algunas
respuestas que presentan los espermatozoides bajo condiciones especificas,
que reflejar fendmenos que tendrian los espermatozoides bajo condiciones
fisiol6gicas.

En !a mayoria de los euterios, aiin cuando se depositan varios millones de
espermatozoides en las porciones iniciales del tracto genital, sélo una
minima parte es capaz de liberarse. Especies como los bovinos, ovinos,
porcinos y roedores, presentan especializaciones anatémicas o funcionales
que sirven de reservorios de los cuales se liberan los espermatozoides por
mecanismos de naturaleza variada (Revah et al, 2000) y que dependen del
estado hormonal de la hembra para liberarse (Suarez et al, 1991).

En bovinos, se demostré que la interaccién entre un receptor para fucosa
localizado en la membrana del espermatozoide permite que interactien con
los residuos de fucosa de las glicoproteinas de la membrana de las células
epiteliales que delimitan ¢l dtero y oviductos de las hembras.

Cuando se modifica este receptor membranal, la interaccién entre los
espermatozoides y las células epiteliales se ve alterada. Esto indica que es
a través de este receptor que los espermatozoides se mantienen en este
reservorio funcional de tal manera que puedan ser detenidos al menos



momentineamente antes de continuar su viaje hacia ¢l sitio donde se
Ilevard a cabo la fertilizacién.

Al mismo tiempo, la2 modificacién de este receptor a fucosa permitg que se
exponga una molécula capaz de unirse a manosa por lo que se facilita la
interaccién entre el espermatozoide y ¢l ovocito (Revah et al, 2000).



Capacitacién

Una vez que los espermatozoides se han liberado de las mucinas o la
interaccién con las células epiteliales ha disminuido, son sujetos de
diversos fenémenos que no estin completamente entendidos ya que varias
ctapas bioguimicas del proceso no se han caracterizado.

Durante ¢l proceso de capacitacién, los espermatozoides adquieren la
habilidad de interactuar con el gameto femenino y fertilizarlo. Se han
desarrollado varias técnicas que evalian alguno de los rasgos
caracteristicos de la capacitacién. El método de la clorotetraciclina, por
ejemplo, permite evaluar con un patrén caracterfstico a los espermatozoides
en los que se ha completado la capacitacién, que han llevado a cabo la
reaccién acrosomal, o cuyas membranas se encuentran alteradas (Visconti
et al, 1999).

El fenémeno de capacilacién se ha tratado de estudiar con base en las
evidencias que se pueden adquirir in vitro. La albimina es un componente
caracteristico de los medios de cultivo en los cuales se colocan los
espermatozoides para llevar a cabo la capacitacifn.

Aparentemente, la albGmina ayuda a incrementar la fluidez membranal al
remover ¢l colesterol (Go and Wolf, 1985). Esta remocién facilita la
interaccién de los receptores de la cubierta del ovocito que, como veremos
posteriormente, inicia uno de los eventos exociticos mis dramiticos y
regulados: la reaccién acrosomal.

Ahora bien, bajo condiciones in vivo, jquien es la responsable de esta
remocién? Therien y colaboradores (2001) proponen que €n
espermatozoides de bovino la remoci6n de colesterol se lleva a cabo en dos
etapas. La primera es producto de la interaccién breve con el plasma
seminal. La proteina del liquido seminal de bovino 2 la que denominaron
BSP por sus siglas en inglés, se encarga de retirar una gran caatidad de
colesterol asi como cantidades relativamente bajas de otros lipidos
membranales, mientras que la proteina BSP se mantiene unida.

Al mismo tiempo, y gracias a que la unién de la proteina BSP a la
membrana del espermatozoide se lleva cabo a través de su interaccién con
la fosfatidilcolina membranal, actiia como estabilizante de la fluidez
membranal evitando una pérdida adicional de fosfolipidos.



La segunda fase del proceso se inicia en el tracto genital femenino cuando
la lipoproteina de alta densidad presente en el liquido folicular (FF-HDL,
por sus siglas en inglés) retira a la BSP de la superficie de Ia membrana
con lo que ahora otras proteinas de menor afinidad, dentro de las que se
encuentra posiblemente la albGmina, remueven nuevamente una cantidad
considerable de fosfolipidos y colesterol, incrementando la fluidez
membranal (Therien et al, 2001).

La deteccién de calmodulina (CaCM) en la cabeza y cola de
espermatozoides de ratén ha llevado a investigar la posibilidad de que esta
proteina pueda tener un papel en ¢l proceso de capacitacién si se toma en
cuenta que este proceso requicre de Calcio extracelular.

En el ratén, Si y Olds-Clarke (2000), encontraron resuliados que indican
que la calmodulina posiblemente active a la adenilato ciclasa, aunque la
inhibicién de la CaCM no disminuye la fosforilacién de residuos de
protefnas caracteristicas que se encuentran en espermatozoides capacitados.

Estos autores explican esta aparente controversia indicando que mientras
que el cAMP es necesario para la activacién de algunas protein cinasas,

igualmente puede actuar a muy bajas conceatraciones, por debajo de los

limites necesarios para la activacién de los procesos que requicren de la
CaCM. :

Cuando se evaliia el patrén caracteristico de movimiento de la cola
espermitica conocido como hiperactivacién como otro indicador de
capacitacién, estos mismos autores encuentran que no €S UN Proceso
dependicnte de cAMP, pero si de la accién de la CaCM (Si y Olds-Clarke,
2000).

En el humano, los cambios asociados a la capacitacién dependen
principalmente del transportador de bicarbonate asociado al metabolismo
de cAMP. En ¢l modelo propuesto por Visconti et al (1999), la
fosforilacién de protefnas asociada a la capacitacién, es producto tanto de
la activacién de una proteina cinasa A (PKA), como de alguna otra via
{Visconti et al, 1999).

Una via adicional que podria explicar 1a fosforilacién de proteinas que se
observa durante la capacitacién seria a través de las especies reactivas de
oxigeno, como ¢l 6xido nitrico (NO). La presencia de NO afecta las sciiales
més evidentes de la capacitacién como son la hiperactivacién y la
interaccién entre ¢l espermatozoide y las cubiertas del ovocito.

Recientemente se ha demostrado que el tratamicnto con compuestos que
producen NO se correlaciona con el nivel de protefnas fosforiladas en
espermatozoides humanos (Herrero et al, 1999), La interaccién de NO y
cAMP ticne un efecto estimulante sobre la fosforilacién especifica de

10



proteinas. Aparentemente, NO puede estimular mediante 1a
transfosforilacién dependiente de PKA o mediante la inhibicién de la
fosfodiesterasa.

Si se analiza la definicién propuesta por Chang (1984) basada en el tiempo
a la luz de las caracterfsticas bioquimicas y fisiolégicas que se toman en
cuenta actualmente (Visconti et al, 1995a), es evidente que a pesar del gran
avance que ha tenido este aspecto, nuestro conocimiento del fenémeno esté
ain muy lejos de entenderse completamente.

1



Substancias de atraccion de espermatozoides.

En el tracto genital femenino, los espermatozoides deben mantenesse
utilizando diferentes fuentes de energia. Las secreciones vaginales, del
oviducto y el contenido folicular pueden modificar no sélo las
caracteristicas exteriores del espermatozoide, sino también su movilidad y
capacidad de respuesta a estimulos. Los ensayos in vitro han tratado de
simular los diferenties medios en los cuales s¢ encuentra el espermatozoide
a lo largo de su viaje hacia el sitio donde ocurrird la fertilizacién (Hong et
al, 1993; Yanagimachi, 1994).

La movilidad de los espermatozoides en el tracto genital femenino se ha
asociado a factores fisicos y quimicos. El fenémenc de reologia positiva s¢
ha demostrado en espermatozoides de bovinos y otras especies (Roberts,
1970) y ha sido la base para implementar diferentes técnicas para analizar
la actividad atrayente del liquido folicular (Eisenbach et al, 1999a).

El desarrollo de ensayos especificos en los cuales se suprima total o
parcialmente 1a movilidad del espermatozoide ha sido controversizal. El
ensayo de Cohen-Dayag y colaboradores (1995), por ejemplo, esté basado
en los que se utilizan en microbiologia y que permiten evaluar ticitamente
la capacidad quimicatractiva que pueda tener un tipo de soluto. Algunos
més, permiten hacer la evaluacifén sin tomar en cuenta este aspecto
{Villanueva-Diaz et al, 1995), pero siempre con la presencia de un control
en donde los errores metodolégicos son corregidos por lo que el efecto del
factor puede apreciarse.

Como es de esperarse, una de las caracteristicas que debe cuidarse en ¢l
desarrolle de cualquier ensayo, es la correspondencia entre un proceso
fisiol6gico y las evidencias que arrojen los experimentos. En el caso de la
quimioatraccién, se ha demostrado que dnicamente los espermatozoides
capacitados son capaces de responder al estimulo, mientras que los recién
eyaculados o que se¢ incuban en condiciones que no permiten la
capacitacién, no lo pueden hacer (Cohen-Dayag, 1995).

Estos ensayos ham mostrado que la actividad quimioatrayeate puede
asociarse a moléculas tan diferentes como la progesterona (Villanueva-Diaz
et al, 1995; Navarro et al, 1998), o la substancia P (Sliwa, 2001), Varios
autores han demostrado la actividad quimioatrayente del liquido folicular
{Fabbri et al, 1988; Nichol ct al, 1997; Oliveira et al, 1999; Yao et al,
2000; Tacconis et al, 2001), el 4cido hialurénico (Sliwa, 1999) o una
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proteina de bajo peso molecular termoestable y ain no caracterizada ( Ralt
et al, 1999; Eisenbach, 1999b).

En un intento por caracterizar la porci6én proteica del liquido folicular
responsable de la actividad quimioatrayente, nuestro grupo purificé
mediante cromatograffa de exclusién seguida de electroforesis preparativa
una protefna de 8.6 kilodaltones del liquido contenido en foliculos maduros
de ovarios de cerdo. Al transferir la proteina aislada a membranas de nylon
para secuenciarla utilizando la reaccién de degradacidn del amino terminal,
los resultados mostraron que el extremo amino terminal es similar al de ia
apolipoproteina b2 (Serrano et al, 2001a).

Este resultado es importante por dos aspectos. Primeramente, en ¢l liquido
folicular se han aislado preferentemente lipoproteinas de alta densidad,
como las FF-BSP (Therien et al, 2001), no asf lipoproteinas de baja
densidad. En segundo lugar, todas las apolipoproteinas descritas y cuya
secuencia se encuentra en las bases de datos de acceso libre como la
Swissprot, tienen un papel preferentemente de transporte de lipidos.

Con base en estos resultados, una explicacidn posible es que la actividad
gquimioatrayente se deba a la proteina por si misma o bien, que este efecto
se presente cuando la proteina se encuentre asociada a algin lipido, lo que
explicaria el efecto quimioatrayente de la progesterona. |
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Reacclén acrosomal.

La reacci6n acrosomal es un evento altamente especializado que llevan a
cabo los espermatozoides capacitados. Aunque ha sido estudiada con gran
detalle y que existen varias técnicas para su evaluacién en diferentes
especies (Aitken y Brindle, 1993; Serrano et al, 2001b; Tesarik et al, 1993;
Ward y Storey, 1984), los eventos moleculares que la inician no estin muy
bien definidos.

Estd ampliamente documentado que la interaccién entre gametos es la seiial
para este evento y que el inductor natural es la zona pelicida, la cubierta
acelular que rodea a los ovocitos.

Los estudios in vitro indican que algunos factores del liquido folicular, de
los cuales destaca la progesterona (P4), son capaces de inducir la reaccién
acrosomal. Sin embargo, también se ha demostrado que la accién de ésta no
se debe a receptores citopldsmicos, sino que utilizando compuestos
fluorescentes asociados a moléculas acarreadoras, se ha demostrado en
diferentes especies la existencia de receptores membranales que actdan a
través de la induccién de una cascada de fosforilacién caracteristica de la
transduccién de seiales.

En la reaccién acrosomal inducida por P4, cuando ¢l espermatozoide llega
al istmo, la interaccién de proteinas como las HDL-FF induce algunos
cambios ¢n la fluidez de la membrana y de componentes proteicos que
permite que algunas estructuras, como el receptor membranal a Py, pueda
estar expuesto. El receptor membranal a P, no es del tipo de los receptores
asociados a protefnas G.

Por otro lado, la interacci6n del rece?tor a Py y suligando aumentan las
concentraciones citoplismicas de Ca**, asi como ¢l incremento de vida
media larga de Na* producto de la actividad de canales membranales
sensibles a flunarizina (Patrat et al, 2000).

La estimulacién inducida por la progesterona en espermatozoides de ratén
se ha evaluado mediante la elevacién de la concentracién citoplismica de
Ca?. El tipo de canal por el cual el Ca®* es transportado esti en
controversia. Algunos autores sugieren que ¢l fenémeno se debe a a accién
de un tipo de canal activado por cGMP y no por canales de Ca®* del tipo
“T” (Kobori et al, 2000), mientras que otros autores indican que son
precisamente estos canales los que se activan cuando se utiliza la zona
pelicida como inductor de l1a reaccién acrosomal (Florman et al, 1998;
Patrat et al, 2000).
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Cualquiera que sea el tipo de canales que se activan, el receptor a Py actiia
primeramente utilizando una proteina cinasa dependiente de cAMP (PKA) y
posteriormente por una proteina que la ancla (AKAP).

Este sistema media el transporte citoplasmico del fragmento activo de la
PKA y en células sométicas, interactia con otros compartimentos
citopldsmicos o alin con proteinas especificas como la CaCM, la
calreticulina o calbindina, encargadas de la regulacién de Ca®* {Jordan et
al, 2000).

Si este modelo puede aplicarse a los espermatozoides, parece razonable
postular que después de que la progesterona interactiia con su receptor
mecmbeanal, y con la activacién de la adenilato ciclasa se incrementan las
concentraciones de cAMP. Este segundo mensajero permite la activacién
del sistema PKA-AKAP de tal forma que el fragmento regulador de la PKA
pueda interactuar tanto con la calmodulina y con algén tipo de canal
especifico para Ca®*, lo que incrementa las concentraciones citopldsmicas
de este ion.

Este incremento, a su vez, promueve cambios en las proteinas del
citoesqueleto de tal forma que al menos en la regién que comprende la
membrana acrosomal externa y la membrana plasmatica que cubre al
acrosoma, se fusionen en varios puntos con lo que se libera el contenido.

La fusién de las membranas es un proceso que depende del tiempo que al
menos en sus etapas iniciales implica regiones muy pequeiias y a medida
que transcurre el tiempo, se extiende a regiones mayores con lo que se
expone la membrana acrosomal interna y, en las zonas donde termina esta
interseccién se mantiene la membrana plasmitica en la denominada regién
ecuatorial.

Este proceso de fenestracién y fusién en zonas miltiples, permite la
liberacién del contenido del acrosoma por lo que se conoce como reaccion
acrosomal (Yanagimachi, 1994).

La reaccién acrosomal bajo condiciones fisiolégicas es inducida por la
interaccién entre la cubierta de los ovocitos, principalmente la zona
pelicida y los receptores a ella en la superficie del espermatozoide.
Utilizando péptidos de la zona pelicida de ratén después de haberla
somctida a protedlisis parcial, Leyton y Saling (1989) demostraron que los
péptidos menores a 6 000 daltones podian interactuar con la superficie de
los espermatozoides es decir, se unen a sus receptores.

Estos péptidos son incapaces de inducir Ja reaccién acrosomal por si solos,

Solamente cuando se forman agregados por la presencia de anticuerpos
bivalentes (Fab’; o anticuerpos integros), son capaces de inducir la
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reaccién acrosomal lo que estas autoras interpretan como la necesidad de
agregacién del receptor a la zona peliicida.

En nuestro trabajo acerca de la importancia de la estructura tridimensional
de la zona peliicida en la eficiencia de la induccién de la reaccién
acrosomal (Serrano et al, 2001b), demostramos que ¢l tratamiento con
agentes desnaturalizantes del tipo del Ditiotreitol y el 2-mercaptoetanol,
altera la capacidad de induccién de la reaccién acrosomal en
espermatozoides de cerdo y humanos.

Hasta este momento, solamente la familia 90K de la ZP porcina es la que se
ha demostrado que tiene una estructuracién con base a pueates disulfuro
{Hedrick y Wardrip, 1986). :

Tomando en cuenta estos estudios, es posible que la interaccidn entre el
receptor a ZP en la membrana del espermatozoide y ZP requiera no solo
una esrtuctura tridimensional adecuada que exhiba los residuos de
carbohidrato, sino que estos se encuentren en relacién mis o menos
estrecha de tal suerte que permitan que los receptores en el espermatozoide
puedan ser agregados y asi dar inicio a la reaccién acrosomal.

Carrera y colaboradores (1996) demostraron que durante la reaccién
acrosomal de espermatozoides humanos se lleva a cabo una trans-
fosforilacién de receptores membranales del tipo de las tirosina quinasas
(TK).

De acuerdo a la propuesta de Visconti y colaboradores (1995a,b), este
proceso de activacién permite que otras proteinas interactdan con el
receptor, de tal mangra que son fosforiladas y activadas adquieren la
capacidad de interactuar con otras proteinas del tipo de las quinasas, lo que
podria explicar el aumento en la cantidad de proteinas fosforiladas que se
detectan en este proceso.

E! papel decisivo que tiene el Ca>* en el proceso de reaccién acrosomal ha
sido demostrado utilizando varias metodologias que van desde ¢l uso de
iondéforos especificos hasta el uso de compuestos cuya fluorescenciz
depende de la concentracién de Ca®*. Algunos autores han demostrado que
la fuente principal de Ca®* es ¢l medio en el cual estén los
espermatozoides.

Cuando se incuban en medios con Ca®*, son capaces de levar a cabo la
reaccién acrosomal pero son incapaces de responder al estimulo cuando se
utifizan medios libres de Ca®*, Bajo estas condiciones, ¢s necesaria la
presencia de poliaminas, en particular la espermidina para que se lleve a
cabo una adecuada reaccién acrosomal de espermatozeides humanos
{Meizel y Turner, 1993),
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Por otro lado, si la fuente principal de Ca®* es interna, podria ser de tas
mitocondrias del cuello del espermatozoide o alguna porcién especializada
del reticulo ansloga al calcisoma de células no musculares.

La calmodulina (CaCM) es la proteina reguladora de Ca®* que se ha
demostrado su papel en la capacitacién y la reaccién acrosomal. En
espermatozoides, no se han localizado otras proteinas que intervengan ¢n la
regulacién de las concentraciones de Ca”*. Estas evidencias indirectas,
segln varios autores (Visconti et al, 1995a,b;Morales et al 2000; Si y
Olds-Clarke, 2000), indican que la fuente principal de Ca** es ¢l medio
extracelular.

En espermatozoides humanos la reaccién acrosomal inducida por
precursores de NO requiere de la presencia de Ca®* pues su presencia en la
actividad de CaCM permite que la 6xido nitrico sintasa (NOS) lleve a cabo
su funcién y active una guanilato ciclasa soluble. El aumento de este
nucleétido ciclico a su vez activa a una proteina cinasa dependiente de €l
{PKG) (Revelli et al, 2001).
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Interacciones entre el ovocito y el espermatozoide,

penetracién de la zona pelicida y fusion de membranas.

Utilizando lectinas o anticuerpos especificos se han caracterizado varias
moléculas implicadas en la interaccién de gametos que llevard finaimente a
su fusién. Florman y Wassarman (1975) demostraron que los carbohidratos
unidos a los residuos de serina o treonina de la proteina ZP; de los ovocitos
de ratén eran los responsables de la interaccién entre los ovocitos y los
espermatozoides.

La proteina ZP; y sus anilogos fuacionales o estructurales han sido los
prototipos del receptor primario a los espermatozoides que ain no llevan a
cabo la reaccién acrosomal y es en los cuales reside la especificidad de la
unidn (Snell y White, 1996). Sin embargo, también se ha propuesto que la
proteina ZP; sirva como proteina de unién de espermatozoides que estén
realizando o han finalizado la reaccién acrosomal por lo que se le
denomina receptor secundario (Wassarman y Albertini, 1994).

Aunque se han hecho varios intentos para determinar la estructura ¢
identidad del residuo de carbohidrato terminal responsable de la
interaccién (Mori et al, 1991; Yurewicz et al, 1991) no se ha logrado. Sin
embargo, este tipo de estudios ha permitido encontrar las caracteristicas
especificas de otros modelos. Asf por ejemplo, en el cerdo, son los
carbohidratos tri- y tetra-antenarios unidos a asparagina y no los que se
encuentran unidos a serina o treonina los responsables de la unién inicial
de los espermatozoides {Nakano et al, 1996).

En este mismo animal, Yos residuos terminales de lactosa presentes en las
tres familias glicoproteicas de la ZP porcina presentan un arreglo laminar
heterogéneo y son, aparentemente, los responsables de la unién inicial
entre los gametos (Dunbar et al, 2001).

Otros oligosacdridos no reductores con uniones alfa (Litscher et al, 1995),
B-N-Acetil glucosamina y manosa (Cormwall et al, 1991), fucosa (Huang y
Yanagimachi, 1984), son solo algunos de los carbohidratos que se han
implicado, principalmente por su capacidad de inhibir la unién de
espermatozoides a la ZP de ovocitos en experimentos in vitro.

Dentro de los factores externos que afectan la unién de espermatozoides a
ovocitos, se encuentra la hormona liberadora de hormonas gonadotréficas
{GnRH). Se ha visto que esta hormona aumenta ¢l nimero de

espermatozoides unidos a 1a ZP homéloga. Este aumento depende del Ca®*
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extracelular transportado a través de canales para Ca>* (Morales et al,
2000).

Varias moléculas localizadas en la superficie de 1a membrana del
espermatozoide han sido implicadas en el proceso de unién de gametos. La
galactosil transferasa (Miller et al, 1992), una proteina de 60 kilodaltones
con actividad enzimética que utiliza UDP galactosa (Hamilton, 1980) y la
fucosil transferasa (Apter et al, 1988) a través del uso de fucosa, son dos
enzimas que pueden uvnirse a los residuos de carbohidrato de ZP3. Algunos
sulfogalactosiiglicerolipidos (White et al, 2000) y otras proteinas aisladas
de espermatozoides y aidn no toialmente caracterizadas (Moos et al, 1990;
Zayas et al, 1995) también han sido implicadas, aunque se desconoce el
mecanismo por el cual actdan.

Otro candidato potencial para mediar la interaccién inicial entre la ZP y la
membrana del espermatozoide es la zonadhesina (Hardy y Garbers, 1995),
una proteina de 16.4 kilodaltones sintetizada exclusivamente en el
testiculo, que se localiza en la regién apical de la cabeza espermética y que
presenta una homologia restringida cuando se analiza el RNA entre el
ratén, cerdo y humanos, En el cerdo, la zonadhesina interactia con la ZP
homéloga a través de dos residuos de cisteina localizados en sus dominios
D0-D1 y D2-D4.

Tanto la galactosil transferasa como la zonadhesina estdn implicadas en la
interaccion de espermatozoides con el acrosoma intacto y las proteinas de
la ZP que forman el receptor primario. Sin embargo, como mencionamos
anteriormente, la presencia de un receptor secundario para espermatozoides
que han o estdn perdiendo la membrana plasmética ha permitido plantear la
posibilidad de que otras moléculas pucdan mediar la interacciéa entre ¢l
espermatozoide y la zona pelicida.

De acuerdo al modelo propuesto por Hedrick y colaboradores (1989) y
apoyado por los resultados experimentales de Liu y Baker (1993) y Crosby
y Barros (1999), la acrosina que se encuentra incluida en la membrana
acrosomal interna interactia con los carbohidratos de ZP; a través de un
dominio de lectina expuesto por este tipo de acrosina, mientras otra porcién
de ella digiere activamente la matriz formada por la proteina ZP,.

Una vez que el espermatozoide ha atravesado la ZP utilizando una
combinaci6én de actividades mecinicas y proteoliticas, el espermatozoide
que ha llevado a cabo la reaccién acrosomal entra al espacio perivitelipo,
La interaccién entre el segmento ecuatorial de la cabeza espermitica y la
membrana plasmética del ovocito forza la orientacién tangencial de la
cabeza espermitica, por lo que interactda inicamente con la porcién de
membrana plasmética presente en la regién ecuatorial (Yanagimachi, 1994).
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La fusién de 1a membrana de los gametos se ha asociado a la interaccién de
varias proteinas. Actualmente, el modelo con mayor cantidad de evidencias
experimentales que lo apoyan, es el que comprende la interaccién por la
membrana del espermatozoide del heterodimero formado por la fertilina y
en la membrana del ovocito el heterodimero de integrina.

El estudio de !a proteina espermdtica del hdmster detectada por el
anticuerpo monoclonal anti-PH 30 permitié no sélo determinar que al
bloquearla con el anticuerpo se disminuia la cantidad de espermatozoides
que se fusionaban a la membrana de ovocitos libres de ZP (Blobel et al,
1990), sino ademds, iniciar los estudios que llevaron a la caracterizacién de
un miembro de la familia de proteinas conocida como desintegrinas y
metaloproteasas (ADAM por la siglas de A Disintegrin And
Mctalloprotease, su denominacién en inglés) que explica perfectamente la
razdn de la disminucién en la penetrabilidad de ovocitos libres de ZP al
utilizar inhibidores de proteasas en la solucién en ¢l cual se lleva la
evaleacién (Yanagimachi, 1994).

Estudios posteriores del mismo grupo de investigadores demostraron que
cuando se utiliza esta proteina a la cual se le denomina ADAM 2 o fertilina
B (Primakoff et al, 1987) o fragmentos de péptidos en los cuales se incluye
¢l dominio de desintegrina (Almeida et al, 1995; Evans et al, 1995), el
porcentaje de ovocitos libres de ZP que son penetrados se ve drésticamente
disminuido.

Cuando en ¢l gene de la proteina ADAM 2 de roedores se inserta una
mutacién que evita que se sintetice un mRNA adecuado para producir una
proteina funcional, su fertilidad est4 fucrtemente comprometida, aunque no
es nula (Cho et al, 1998) lo que indica que si bien es la principal
responsable de la fusién de membranas, no es la Gnica.

Se han detectado varios tipos de integrinas en ovocitos de diferentes
especies como el cobayo (Blobel et al, 1992), el ratén (Almeida et al,
1995), el cerdo (Linfor y Berger, 2000), bovinos (Campbell et al, 2000), ¢
incluso humanos (Fusi et al, 1992) por lo que al menos en estas especies la
forma en la cual se lleva a cabo la fusién de membranas, podria ser similar.

Cuando se incuban ovocitos de ratén en presencia de anticuerpos
monoclonales o policlonales en contra de la integrina a6p1, se reduce el
némero de espermatozoides fusionados entre 30 — 60% respecto del controi
con anticuerpo no especifico (Almeida et al, 1995). En bovinos, la
presencia de péptidos que contienen la porcién de vnién de las integrinas o
inmunoperlas cubiertas con el tripéptido RGD (Arginil-glicil-aspartico) no
solamente tiene un menor porcentaje de penetracién, sino que incrementan
las concentraciones citopldsmicas de calcio en una forma similar a lo que
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lo harfan los espermatozoides ¢ inician la activacién partenogenética del
ovocito (Campbell et al, 2000).

De acuerdo a las evidencias mostradas por Bigler et al, (1997} asi como por
Schlondorff y Blobel (1999), la interaccién entre la integrina y Ia fertilina
promueve la fusién de gametos. El dominio de desintegrina (o de uni6n) de
ADAM?2 en la membrana plasmaitica de la regién ecuatorial de los
espermatozoides se une 2 la integrina de la membrana plasmitica de los
ovacitos.

Esta interaccién induce un cambio en la estructura tridimensional en el
dominio de fusién localizado ¢n la otra subunidad de ADAM2, lo que
permite su interaccién con Ia matriz hidrofébica de la membrana plasmaética
del ovocito. Cuando se agregan varias regiones en donde ADAM2 y la
integrina interactiian, se forma un intermediario de semi-fusién el cual al
ampliarse forma un poro por donde se permite el ingreso del niicleo
espermitico.

Este mecanismo es muy explicativo y aparentemente bastante generalizado.
Sin embargo, no esti libre de argumentos que lo cuestionan. El gene de la
fertilina a, fundamental para la interaccién, no e¢s funcional en los
espermatozoides humanos (Jury et al, 1997).

Como mencionames anteriormente, en roedores cuyos espermatozoides eran
incapaces de sintetizar la fertilina f, su fertilidad se reduce
considerablemente, sin ser nula. Estas evidencias han llevado a postular un
modelo en el cual se requieren algunos otros factores que auxilien la
interaccién fertilina-integrina.

Cohen y colaboraderes (2000) demostraron que al menos en lo referente al
ratén, una proteina de origen epididimario puede ser el factor proteico que
auxilia en la fusién mediada por fertilinas-integrinas, ya que cuando esté
presente en el medio en el cual se colocan ambos gametos, interfiere
efectivamente con el proceso normal en upa forma que parece competit con
el espermatozoide por los sitios que reconocen a ¢sta proteina en el ovocito
por lo que se disminuye la fusién de gametos, a pesar de que se utilizan
espermatozoides con el binomic fertilina-integrina sin alterar.

En el mismo orden de ideas, se ha demostrado que la expresién de la
proteina CD9 en las células de Ia uniéa Gtero-tubal del tracto reproductor
de ratones hembra, aumenta el porcentaje de espermatozoides unidos
facilitando aparentemente la interaccién de alta afinidad entre la fertilina y
la integrina (Chen et al, 1999).
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Consideraciones finailes

En esta breve revisién hemos tratado de incorporar algunas de las
evidencias experimentales que han aparecido en la literatura
reciente y que explican las modificaciones mis importantes que
podrian llevarse a cabo tanto en la fisiologia como en la
composicién de la cubierta de los espermatozoides para que
puedan alcanzar en estado 6ptimo la superficie del ovocito y
poder llevar a cabo ¢l proceso de la fertilizacién.

Quedan ain muchas dudas relativas a fen6menos particulares de
las diferentes etapas del proceso. En algunos casos, las evidencias
especificas en gametos de una especie particular se desconocen
por lo que es necesaria la comprobacién experimental. En otros
casos, la falta de evidencias experimentales hace urgente la
implementacién de estudios que permitan establecer las
caracteristicas funcionales del proceso.

Creemos que con base en las evidencias que se tienen, es posible
detectar varios puntos en los cuales se pueden hacer estudios que
permitan ampliar nuestros conocimientos acerca del proceso de
fertilizacion con un enfoque integral y siempre con una
perspectiva que permita la diferencia entre los fenémenos
netamente in vitro y aquellos que puedan llevarse a cabo in vivo
en condiciones fisiol6gicas.
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CAPITULO 2

APORTACIONES AL CAMPO DE LA
INTERACCION DE GAMETOS.




ACTIVIDAD DE ATRACCION DE ESPERMATOZOIDES EN
EL LIQUIDO FOLICULAR ASOCIADA A UNA PROTEINA
DE 8.6 kDa.

La interaccién de gametos en organismos de fertilizacién interna podria no
ser tan dependiente de la actividad atrayente de los liquidos que rodean a
los gametos femeninos, como lo requicren los ovocitos de los
equinodermos, para citar algin grupo ¢n donde si se requiera de esta
actividad en los cuales la fertilizacién de los huevos depositados por la
hembra se lleva a cabo en ¢l medio.

A pesar de esto, desde hace varios aiios se ha demostrado la capacidad que
tienen algunos compuestos para no solo aglutinar espermatozoides, sino de
ejercer una quimioatraccién especifica de espermatozoides.

Para este fin, se han disediado cdmaras y arreglos especiales en los que se
trata de mantener controlados el flujo del liquido en los cuales se depositan
tanto las posibles fuentes de substancias atrayentes asi como los
espermatozoides.

También se han desarrollado férmulas matemiticas, equivalentes a las que
se usan en el anélisis computarizado de semen, en las cuales se toma en
cuenta el posible movimiento aleatorio de espermatozoides para
distinguirlo dl evocado por la presencia de un quimioatrayente.

La fuente principal de factores de atraccién al espermatozoide es el liquido
folicular. A partir de esta fucnte, en diversas especies se ha apalizado la
capacidad de atraccién que pueden tener sus componentes. Entre los més
estudiados se encuentran el icido hialurénico, la progesterona y diversas
proteinas no caracterizadas.

En este articulo, reportamos el aislamiento de una proteina de 8.6
kilodaltones (kDa) de peso molecular relativo e iniciamos su
caracterizacién. El andlisis del extremo amino terminal indica que s¢ trata
de la Apolipoproteina B2.

Esta es la primera vez que se reporta el aislamieato de una lipoproteina de
baja densidad en el liquido folicular. Hasta el momento, las lipoproteinas
que se han aislado de diferentes fuentes se encargan del transporte de
lipidos. Esta proteina de 8.6 kDa podria explicar la acci6n atrayente que se
ha asociado con la progesterona, aunque no descartamos la posibilidad e
que sea una actividad propia de la proteina o se encuentre asociada a otro
lipido difcrente a la progesterona.
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Folliculor fluid ia made of both follicular ceil
secreted molecules as well as blood infiltration into
the follicle. Sperm-attracting activity has been associ-
ated to column-filtered proteins as well as to proges-
terons. Here we report the initial characterization of a
protein with this activity. Follicular filuid was cok
lected from preovulatory foilicles in freshly obtalned
ovaries from a local siaughterhouse. Fluid wos cleared
from ceils and fractionated by size exclusion chroma-
tograpay and polyacrylamide gel electrophoresis. For
gamete interaction, sperm were allowed to swim in an
agarvee-covered slide designed to separata two wells
by a rod in a fixed pattern. At each well, a semisolid
agnrose solutd ining either the attractant with
ooaytes or control selution in one end, whereas capac-
itated boar sperm was at the opposite well. Sperm
bound to cocytes were evaluated under phase contrast
microscopy. Results show that fiuid fram preovulatory
follicles have a sperm attracting activity and that this
activity can be associnted with an 8600 Dalton protein
that at the N-terminal end exhibit close relation to
Apoliprotein B2. © 3901 Acsdewic Prese

Key Worda: sperm; follicular fluid: apolipoprotein-
like; gamete interaction.

Sperm-egg interaction is a process that marks the
initiation of the compiex and highly reguiated phenom-
enon of fertilization (1). In externally fertilized eggs
like sea urchiri and other aquatic animals, sperm-egg
interaction is secured by the high sperm amount de-
posited directly an the egg mass by the male. This
functionally important reservoirs are also present in
internally fertilized eggs (2). and even when the male is
capable to ejaculata several million spermatozoa, onky
a small number reaches the site where fertilization
actually takes place due to the sperm selection by the
cervical mucus (3),
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In this case, the site of depasition and fertilization
are separated by a proportionally high distance since
first sperm cells have to free themseives from the mol-
ecules associnted to the reservoir that can be either
fucose- or mannase-containig molecules that acts as
receptors (4). i

During their way up to the site of fertilization, the
spermatozoa suffer severnl changes in a oot yet fully
understood process eplled capacitation. Nevertheless,
spermatozoa swim up through the upper parts of the
femala reproductive tract as if they were some sort of
signal that attract them precisely to the place whers the
oocyte is by the activity of a sperm attracting factor (5.

One source for this activity is the follicular duid. Ralt
and cowarkers (6) have shown that one of the low
molecular weight protein components is responsible for
the chemoattracting activity presenc in mouse follicu-
lar fluid,

There is also evidence that sperm attracting activity
can be associated with hyaluronic acid (7, and proges-
terone present in human follicular fluid ¢8). In this
case, the authors do not distdnguishes between free or
protein associnted progesterone is the responsible of
the detected nctivity. Here we report the initial char-

-acterization of an 8.8-kilodzaltons (kDa) protein whose

N-terminal sequence is similar to that of Apolipopro-
tein B2,

MATERIALS AND METHODS

All chemicals wers from Sigma Chamical Company +St. Louis, MO?
uniess otherwise noted. Ovaries from a locai slaughterhouss were
btained and P d to the Ishorutory in an matibiotic-
cotntaining balanced salt solution. Felliculor Auid from muture >10
mm dinmeter! follicles was aspirnted under a iliszection microscope.
Cells were removed by mild centrifugation. 0.10 M TFMS was added
28 a proteass inhibicor. aliquoted, and froxen until use within the

next 3 days (),
_An aliquot was fractionated in 2 Sephadex G-10 column «Pharma-
cia. Broma, Sweden vsing 10 mM PBS solution at | mbmin fow.
@illiliter Fractions were collected and assaved for sperm at-
tracting activity. Pnaitive fractiona were pooled and rhen subjectod
. electrophoresis on a 10-20°F polvacrylumide gl

@

-
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FIG.1. Size exclusion chromatography. Follicular fivid from pre-
ovalatory follicles wae contrifuged. One milkiliter of cell free super-
nstant wes chrema in & Sephadex G-10 columnn and sepa-
rmd-ianomum l’nﬁimmedldedmdumdhr

rity. Positive (shaded) [ were pooled
nd-ladnﬁnr-od.

mmmmuwmmmw

Danbar ot al. (10). Protein 4 by the

pinde acid mathod (11}

Pkdmhuwuwhyﬂudmdhandmﬂwd&m
trained sires. 8

d by cancrifoge.
mulﬂ'-nd&nuﬂumwn‘thMMm Motile
mmmaumemeupinmﬂsmnMMm
wers itated in p 20°C 5% CO, in air inou-

Motlle

bator (12,
A&rmndh&mmdthhMMA
mhrpau:b:.m hiai b:l watona

1ainbn

I
itoted

the other woll, 100 cap
tion medium were poured ‘The elides were incubaled an above gad
analytad at 30 min o t b intervats, Sperm teaveled two-thirds of tha
length to the plug was recorded ond the number of spermatozon in
lhenlhnmmmningpluwnuhmumndmmmmaad

P | well, Altarnatively, pig cocytes

Preparstive alsctropharesis of pooled chromatographic [ractions, Sperm nr.tracting fractiona fmm
pr::ﬁ.l:bry bﬂi:hrﬂuid mdzchvphmd by 10-20% grodient SNS-PAGE. Prot

indicata
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uﬂlOlﬂlwmeWtMmmpluhthh
untptmhmdlnl.lunﬂwﬂﬂwnn. ded phose
microscopy. Statisticnl significince was svniudted after the arcrine
transformation by Student’s ¢ test

Pesitive fractions showing the highest altraeting sifioct waa polled
and slectrophoresad in a 10-207% gradient polyncrylamide gel uoder
nanreducing conditiona 113} Individual bamis wers electrosiuted
and texted for attracting activity. Positive hands ware subjectsd to

peptide sequencing,

N-lerminal analysis was performed on purified protein elactroblot.
ted en PYOF membrane with & model LF000 Protein Sequancer
(Beckman) by wiing chemicals aod soft plied by the sxang-

RESULTS

Sperm attracting activity from follicular pig cocytes
was detected after chromatography fractionation (Fig.
1). Positive fractions were pooled and subjected to pre-

- parative SDS-polyacrylamide gel electropharesis (Fig.
2). Again, sperm-atiracting activity waa determined for
the top three main components and the singie isolated
band. Agavose plugs containing the lowest molecular
weight component can attract spermatozoa in a similar
way as total follicular fluid can do so only this fraction
was used.

When similar protein amounts of BSA (negative con-
trol), freshly isolated follicular Auid (positive control),
and the SDS-PAGE isolated fraction was used in the
sperm attracting assay, the isolated factor could at-
tract more than 15 times the sperm attracted by the
freshly isolated follicular fluid (Fig. 31

In an attempt to know the responsible component of
the activity, an SDS-PAGE {actor was transferred onto
a nylon membrane and subjected tv amino acid me-
quencing and compared to the available databases.
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Control Follicutar fluid  Eluted fraction
¥1G.3. Sperm attracting sctivity from precvulatory pig follicles.
Column chromatography and SDS-PAGE [roctionated
(olated ) wers coipared to BSA ining TALP madi

{contral), and freshly isolated follicular fuid in the cperm attrocting
asany. Data nre media from five independent experiments.

utamine-serine, similar to the Apoliprotein
B2 N-end.

DISCUSSION

The sequence obtained was Aspartic acid-aspartic acid-
line-glutami

After deposition, spermstozoa have to travel up into
the female genital tract in order to reach and fertilize
the ovum, The results from Cohen-Dayag and cowork-
ers (14) indicate that in the follicular fluid a low mo-
lecular weight protein acts as sperm attractant guiding
the spermatozoa to the fartilization region. the isthmus
in the upper oviduct where the ovum is (15). Some
other experimants indicate that the sperm-attracting
factar is progesterone. By using preovulatory follicles,
we have characterized an 8.6-Kda protein that signif-
icantly increases the number of sperm attracted to the
region where it is deposited. Moreover, this protein can
be isolated simply by using size exclusion chromatoy-
raphy and SDS-PAGE techniques.

By N-terminal sequencing, we found that the 3.6-
Kda in has similarity to Apoliprotein B2. Since
the main function of all Apoliproteins isolated so far is
lipid transportation, we can tot discard the possibility
that the sperm attracting function could be due to a
shared action of both progesterone and its carrier pro-
tein. Further studies are needed to explore this possi-
bility.
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EVALUACION DE LA INTEGRIDAD MEMBRANAL POR
MARCADO CON LECTINAS.

La induccién de 1a reacci6én acrosomal por los componentes de la zona
pelicida es uno de los fenémenos que pueden ser evaluados en condiciones
in vitro. Esta evaluaci6én requiere de una metodologia rdpida que pueda
distinguir entre el dafio que pueden sufrir los espermatozoides por la
simple manipulacién y los cambios en la disposicién de sus superficie en
respuesta al estimulo.

Durante la reaccién acrosomal, la membrana plasméitica que cubre la
porcién terminal del espermatozoide se pierde al fusionarse con la
membranz externa del acrosoma liberindose ¢l contenido de esta vesicula
especializada.

Para poder visualizar estos cambios se han utilizado reactivos que
reconozcan moléculas en la superficie celular o en la membrana interna del
acrosoma. Con esta base, se¢ utilizé 1a lectina del cacahuate que reconoce
residuos de lactosa, N-acetil-Iactosamina, galactosa y N-acetil-
galactosamina. En espermatozoides humanos, esta lectina reconoce la
membrana acrosomal interna.

Sin embargo, en nuestro articulo reportamos que los residuos reconocidos
por esta lectina se encuentran en la superficie de la membrana plasmética
de los espermatozoides de cerdo por lo que la intensidad relativa de la
fluorescencia disminuye al exponerse la membrana acrosomal interna.

Una aportacién adicional de nuestro trabajo es el anélisis que hicimos
utilizando Ia zona peldcida sometida a dos agentes reductores. Encontramos
que la eficiencia en la induccidén de la reaccién acrosomal de 1a zona
pelicida porcina utilizando espermatozoides autélogos se ve disminuida al
utilizar concentraciones de p-mercaptoetanol o ditiotreitol que no inducen
protedlisis en las glicoproteinas.
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PIG SPERM MEMBRANE INTEGRITY.
EVALUATED BY LECTIN LABELING

H. SERRANO
L. DIAZ-ESPARZA

Depastment of Health Sciences, Universidad Auténoma
Mctropolitana-Iztapalapa, Mexico City, D.E., Mexico

D. GARCIA-SUAREZ

Dcpilrlmen{ of Biology, Universidd Auténoma
Metropolitana-lztapalapa, Mexico City, D.F, Mexico

Sperm integrity is one of the most carclully cxamined cliaracieristics for antificial insemination in
humans end mammals. Techniyues have been developed 1o assess the sperm plasina membane integ-
fity. Some of them need o well-irained cvaluation for currectness, as is the case of U Uiple siain
technique; others are lime-consuming amd need special equipmient, varying from specially adapied
micrescopes (o commla-hmd anadyzess. The auhars ceport ihe use of luorescein-labeled peanut
agghatinin plus 8 extender that permsits an easy evaluation for pig spermatozna memhinne
intcgrily. Spern integrily in pigt was evulunlcd before aml :after zo0a pellucida-indoced acrosome
reaction in capocitated spenn. Yhe sperm acrosome cesclion wos affecied when the zoan peliucidn was
reduced.

Keysords  acrasome, fertility evaluation, kectin tabeling, membimne intepeity, peanut agglutinin, xperm

Sperm used for artificial inscmination (Al) depends mainly in the conservation of their
fertilizing ability. Several methods have been uscd to evalwme this ubility based on several
distinclive features, ranging from simple morphology {as the well-formed, tailless or cyloplasm
containing sperm rativ) to highly computerized sperm motion analysis or the evaluation of
intzacellular calcium concentrations [1). Most of these methods are bused on the sperm meni-
brane characteristics in an ill-defincd process: the capacitalion process {18}, Since the predic-
tive capacity of their methads is low, several additionai essays have been developed lor analyz-
ing some specific characteristic. For cxample, one of the methods evaluate specifically the
activily of the trypsin-like acrosin release after its liberation from the acroswne is a clear
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indicator of the luss of plasima membrane integrity | 1]. Other assays mainly cvahte the Rine-
matics characteristics of the spern sanple: head latesal dispincement, stinight matility. sperm
flagella beating, and wave amplitude [13]. All these paramelers evaluate the spemn capagily o
penetrate through the cgg vestments.

Even when most kinetic purmmnclers may be useful in the evaluation of sperm i sonw
assisted reproduction technologies like laparoscopy-guided artificial inscmination o i vitro
fertilization, most of these data are not determined, 5o il is necessary o have rwher evaluation
parameters to analyze some other sperm characteristics. Other techniques vsahiate the rerond-
dative capacity of the sperm membrane lipids as a membrane fluidity evalwation parswncier o
membrane damage. Others Jocused on the zona pellucida receptor agpregakion capacity. a
prerequisite to acrosomal reaction [9), or the well-established transduction signaling nspecis
due to the correct establishment of the tyrosine kinase activity in the sperms weeepiar |19,

Another target o cvaluate is the tofal membsane function, as in the caxe of the chlmtetaey-
cline triple stain {§5). These methodologies huve been looking for specilic nmulecules using
monoclonal or highly specific polyclonal antibodies or by looking at carbuliydriste-containing
proteins using sugar-specific lectins, Sperm membrane mapping has been ddone with several
lecting in severul species. We used the peanut agglutinin, whicls recognizes ternsinl Atacel ylpabictose
or -lactose residucs.

MATERIALS AND METHODS

Ail chemicals were from Sigma Chemical (St Louis, M) unless otherwise moted. g
¢jaculale was oblained by the handed glove method from Durock or Hampshire trained adul
boars. The sperm-tich fraction was collected and filtcred through a 4-pesh cloth (o climitate
as many mwcins as passible. Sperm motility and morpholopy were evaluated. Semnen siumples
were washed by cenirifugation, Sperm cells were suspended in a Tyrode- Tused sedivam wilh
bovine serum albuniin (fraction V), sodium lactate syrup, and sodium pyraie (TALP).

Capacitation was conducted according o {4] in a 5% €O, in air, 39°C incabator for 4 h, Pig
zona petlucidn was obtained (rom (reshly obtained ovaries from a loeal stnghteshouse, Folli-
culur oocyles and solubilized zona pellucida were processed accofding o the methods de-
scribed in |5]. Protein content was deterinined by the bicinchoninic acid mcthl 14),

To obtain the time course of the acrosome reaction of pig sperm aller capacitation, sperm
cclis wére incubaled under the same conditions as above but with added solubilized zona
proteins for 30 min in & 96-well plate, Controls used were TALP medium tneeative contpol) or
a posilive acrosome-induced control made by an equivalent native zoua pellucida amonn,
Aliquots from each well were ebtained at 5- lo 10-min intervals, lectin-labeled by the metlnd
described below, amd the acrosomal stutus of at least 100" sperm per slide was measured. Lectin
labeling was pesformed on sperm cells adsorbed to glass slides, Capacitated sperm cells were
smeared aver a clean glass slide. Fluorescein-conjugated peanut agglutinin (200 pedml) was
added 1o the slide and incubated 20 win in the durk a1 37°C |2]. Excess lectin was washed owt
and then a 50% glycerol-phenylenediamine sult!linu was added to enlimee Muorescence |7].
Fluorescence patiern was examined under o Zeiss cpifluorescence microscigye 1o investigate the
effect of zona pellucida reduction on its acrosome reaction induction activity. Solubilized zoma
pellucida obiained as above was (reated either with 2-meseaptoethanol or Dithintlreitol i,
Calbiochem, San Dicgo) W reduce intra- and interchain disulfide bridges present in the pro-
teins. Aller treatment, reduced zona proteins were equilibmaled by extensive dialysis against
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0.9% NaCl solution and then incubated for 15 min with capucitsted pig sperm. Samples were
obtained al S-min intervals and then staincd with Uie peant agglutinin to assess the acrosomal

‘Status of at least 100 sperm cells. The Duncan nnidliple 7 test was used (o analyze the data
alvaincd in all cxperimental procedures,

RESULTS

Scveral technidues have been used to determine the sperm acrosonial membrane status, One
of the most commonly used is the triple stain with chlortelraeycline. which gives 3 differentinl
patterns associed with both the sperm membwane intogrity and physiological status of the
sperm [15). However, cven when theoreticully simple, in Fxct, the cvaluation needs a good
truined obscrver Lo distinguish betwe~n each differemtiol puttern. Almost since the time lectins
were discovered, they have been used 1o study cell menbranes and Study has nal been se-
stricted to isolated blood cclis; lecting have been ased on diffcrent normal and transformed cell
surfnces.

Therc were differential putteras i peanut agplulinin banding on pig sperm plasia mem-
branc (Figure 1). Peonul agglulinin was distribuled homogencously on the sperm surface when
the sperm plasma membrane was not altered (Figure [A). When (e ncrosome reaction was
induced by the addition of pig zona profcins, this lectin bound to sugar moicties located anly
on the surface and was not associated to the inner acrusomal membrane (Figure [B), amd
remaingd only an the sperm plismatemma located in the postacrosomal region aller the serosome
reactinn has heen completed (Figure 1C).

When exposed to solubilized zona pellucida, sperm initiated e acrosome reaction, a well-
defincd cxocytic process that was time dependent. Acrosome-reacied sperm was noted even at

FUMPIE TRES
2

Fiptre J. Different luhcling patterns of capacitited pig spematozon, Acriwome intict spermatazan (1 n
waiformn lectin distribution, 17 the plasma membrane dienaged. pans of this are clemly scea as i pancls
out of the plane. Acrosome-reacied spertitdzan show a light faoveseetice below the acrosmme region (1)
marking (he cquaiorial scgment. Spenn cells that are actaally going thraugh the ncrosome reaction (2)
show pickled acrosome labeling sometimes lacking gants ol she sperm head.
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Flgure 2. Time course of the acrosome reaction of capacitated pig speematozon, Wasled amd capacibaied
pig spermatozoa were incubated in TALP medium containing solubilized pig zam peliovida, Acrisomal
status was evalunted by the peanut agplutinin binding pattern awl classilicd as aoresone intact (open
circles), inlermediate (squares), or acrosome reacied (riangles). Data from at least Huee imdepenildem
experiments.

the beginning of the incubation period (Figure 2). This can be due to the presence of damaged
sperm cells during processing and centrifugation or to the presence of “fulse™ acrosome reacted
sperm found in freshly ejuculated sperm. Zona pellucida-induced ncrosenie reaction showed «
constant increase during the incubation period, whereas in control sperm this process was no
similar.

_When zona peliucida was reduced by two dilfcrent compounds, its acrosome-imducing ca-
pacity was alTected. The cells incubated for 30 min in cither DTT o5 2ZME-reduced zona
peflucida were in the intermediate stale even when positive (solubilized pig zoma proteins)
conlrols showed higher amount of acrosome-reacted cells (Figure 3). It would appear thid
disullide bridges are important for the zona to be able to interact with the zom reeeplor on the
sperm plasma membrane.

DISCUSSION

Mecthodolugies (o determine the acrosomal stalus or membrane integrity of sperm cells are
importnm; since most ol the problems in antificial ilsemination or in vitro fertilization are due
to the lack of membrane integrity or t a high number of acrosome-reacted sperm. One simple
assay, besides horphology, is W evaluate the carbohydrate-modified molecules tocated on the
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Figure 3. Changes in the acrasomal status of capacitated pig spermatozoa exposcd (o reduced zona
pellucida with (A) dithiothreitol (DTT) or (B) B-mercaploethanol (2-ME). Cnp:u:imlcd'pig spermalozea
were incubaied cither with nonreduced zona pellucida (positive contral) or reduced zona pellucida (or 15
min. Swuples were taken of the designnted times after this initial incubation and spera cells lnbeled with
Maocesecin-conjigatied peanut agglutioin, At keast 10 spermatozoa were necorded in cach slide. Data ore
from ot keast three independent experisnents and were taken oul fomn thase oblained Tromn the positive
conirol,

sperm surface. Lectins Tabeled with cither colloidal gold or, as in this report, a Muorochrume
could be adapted rapidly to any low-budpel laboralory. Severa! lcclins have been used to
cvaluale the membranc characieristics of sperm from different species as in the case of the
human sperm with the Pisum sativam (pea) agghutinia [10} or that of Ricinns communis apghy-
iinin-60 that labels the plasma membrane of severul specics | 1). Mortimer ct al. |12], demon-
strated that peanul agglutinin labels tie inner acrosomal membrane of intact’ luman sperm.
We have been interested in the imgortance of the three-dimensional structure of the pig zona
pellucida and the roles it plays in the fertilizalion process. By using the peanut apglutinin
cssiry, we found that the presence of intact disulfide bridges is important for the zona pellucida
to induce (he acrosome reaction. These resulis are in agreemical wilh (hose of Leyton/Saling
19}, who found that zona receptors on the¢ spenm surface have o be apgregated to induce the
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acrosome renclion in mouse. Visconti e ol: (17] shows ihat the putative zems teveptor Bis an
intrinsic tyrusine kinase property, which during the -acrosonie reaction has (o be apprepmicd,

The most currently accepted model for acrosome reaction 1o ke plice imvolves several
steps. First, zonn receptors have 1o interuct properly with a structured zona pelbwids protein
(ZP,) that hax to have an adequate spatial distribution and need 1o be appregited P2 Second,
this interaction then permits the tyrosine kinase to trmnsphospharylate ciach other [16]. Thind.
the involvement of a G-protein signal transduction pathway giving rise 1o the secont messen-
gers IP3 and dincylglyeerol (1DG) ttat, with the phosphorylation signal, trippers the phosphory .
lation cascade increases the intmecllular calcium | 3], activates the ¢cGMI el AT sise,
increasing the levels of cyclic nucleotides, and then activates cGMI™- sl « \NIP dependen
protein kineses [8]. There is o rise in inteacellular Co duc 10 the activition ot membre (i
chonnels and also the rise in NO, which are characteristic molecutnr events dinge the acrosome
regclion [6].

Finally, one of (he postulated molecules for sperm-cgg interction s a pabictony -
ferase located on the sperm susface that is able to recognize the terminal Dirctose residae on the
ZP, peptide |11]. The use of (his simple technique to assess the membrane teprily st
cotld help in the understanding of the most dramatic exocytic event representing the acrosome
resclion, '
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AGREGACION DE ESPERMATOZOIDES POR EXTRACTOS
ACUOSOS DE DOS ESPECIES DE Bursera.

El desarrello de métodos de control de la natalidad es una de las
prioridades que la Organizacién Mundial de la Salud ha sugerido en paises
subdesarrollados. A pesar de que algunas compaiifas farmacéuticas han
declarado que se tiene ya disponible un anticonceptivo que induce estados
temporales de infertilidad en ¢l hombre, la realidad es que alin no se pone a
disposicidén de la poblacién ya no digamos de paises subdesarrollados, sino
incluso de aquellos pafses en donde se encuentran los laboratorios de
investigacién de las compaiiias que dicen haberlo desarrollado.

En el otro extremo se encuentran los métodos desarrollados por la
herbolaria y que han demositrado su eficiencia. Quizis el caso mis conocido
sea el del polialcohol extraido de las semillas del algodén: el gosipol.

Este polialcohol es tomado como parte de la dieta de la poblacién china.
Tanto en condiciones naturales como experimentales, se ha encontrado que
¢ste componente es capaz de inducir etapas de oligospermia en humanos, A
diferencia de otros compuestos, este estado se revierte cuando se excluye
de la dieta la fuente del compuesto.

En nuestro trabajo tratando de encontrar lectinas que pudiesen ser
utilizadas en el estudio de las interacciones entre gametos, encontramos
que utilizando ¢l extracto acuoso de los tallos y hojas de Bursera
fagaroides y de Bursera schlechtendalii es posible inducir la agregacién de
espermatozoides de cerdo.

Debido a que este es un fenémeno que se presenta de manera esponténea en
espermatozoides capacitados, utilizamos igualmente espermatozoides
humanos. En ambos casos, la respuesta fue de agregacién superior a la que
podria inducir la aibimina.

Encontramos también que esta respuesta dependia de la presencia de
carbohidratos unidos al extracto proteico. Estudios que estdn en progreso
en nuestro laberatorio indican que el monémero de la lectina es una
proteina de 35 kilodaltones (kDa) y teconoce residuos de lactosa. Estos
Gltimos hallazgos fueron presentados durante el congreso sobre Tecnologia
y Salud Reproductiva en Andrologia y Fisiologia de Gametos llevada a
cabo en Charleston, Carolina del sur, Estados Unidos.
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SPERM AGGREGATION BY WATER
EXTRACTS FROM TWO BURSERA SPECIES
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Some plants have sare thas the common stility valoe, oy in the case of seme members of tbe ursern’
species such as the Metican copul, 3 plant wied for wonship. Water extracut of 1even) plants bave

vagiua! contraceptive propentes. The nuther evaluated the spero aggintinating sctivity of two Burtere

specics on bumen and boar sperm. Extracts fiom stems nnd leaves wese ebinined. Capacitated sperm

samples were wsed in uld cases. Theee were ditfeceat agpiotinating capacities, whick were ol ohserved

in the vehick-only samples. The most frequent sperm aggivtiastion response was that invelving the

heads. Aggiatisating activity was higher from stem - than leaf-derived entracts. The resoin indicate that

proteins prescat in the extracts are responsible for the aggregation of sperm heads,

Reywerds  contraceplives, lectis, sperm, sperm aggregation

Steroid contraceplives are used worldwide and are the primary choice in family planning
programs. However, and despite its efficacy, an increasiag sam ber of papers are reporting the
relationship betwees their vse and tome pbysiological alterstions, ranging from gaio of body
weight to some ypes of cancer, mainly cerviczl and breast cancer [14]. For several years,
efforts have been conducted to develop altenative, safe contraceptives. Researchers have de-
veloped both syntbetic aad hormone-derived abortive strategies, such as in the case of the
f-chaio human gonadetrophis hormoae-based cffort of Indian investigators [13} and the Freack
RU-486 abortive pill that acts probably regulating the MUCI expression in the uterns (i1
Gum ete-specific targets have also been investigated, such a9 the LDH-X, bysluronidase, acrosia,
sorbitol debydrogenate from the sperm (12}, the oocyte zoan pellucida compooents [1. 6, 7], 0r
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even the embryo-specific fertilization antigen FA-1 [5]. In developing countrics, WHO has
shown 1 preferential use of traditional, almost home-made preparations for fertility control and
some tuccess have been achicved, a1 is the case of Gossypol derived from the Gorsypium
sceds, which is capable of inducing a reversible oligospesmic state. Some other plant groups
have also been studied. In México, Santana et al. [9] reported that a water extract from Kalan-
choe sp. and an alcobolic extract from Sedum oxiperclum [8] imm obilize sperm. We report the
tperm-agglutinating activity from two Bursera species that are commoaly used in religions
services doe to their sweet smell after burning the whole plant, kaown s “copal” in many
Central America couatries,

MATERIAL AND METHODS

Bursera schleckiendalii (Engl.) and Bursera fagarcides (H.B.X) Engl. (Burserscene) indi-
viduals were coflected during the rainy seasons of 1992 and 1993 from the Barranca de Meztitlin,
Hidalgo, México. Parts of the individual plants were cot out for processing. Samples were
deposited and identified by J. Rzedowski oumbers 25163,05733 and C. Toledo numbers 11316,
11317 at the herbarium UAMIZ. Twelve grams of excised leaves and 21 g stems were thor-
oughly washed with deionized water and extracted by boiling them separately in distilled water
for 15 min. Infusions were filicred throogh 5 wet mesh-cloth sheets. Filtered material was
centrifuged 10 min at 1200 g, Supernatants were dialyzed against 0.9% NaCl solution with
2 b solution, sliqgeoted a3 § @l samples, aod stored 3t ~40°C until use.

Protein content was determined by the BCA method [10] using BSA (Sigma Chemical, 51.
Louis, MO) a2 standard. To study the importazce of the casbohydrate moiety of the extracted
protein, protein deglycosilation was dooe by usiog TFMS (Sigma Chemical), accordiag to the
method of Karp et al. {4). Deglycosilated samples were again equilibrated against 0.9% NaCl,
sligooted, and stored ss above. Spectrophotom etrical evaloations were done in a Perkis-Elmer
Lambdal spectrometer in both scan/man and wav/pgm programs.

Boar cjaculated sperm were obtained by the handed glove method and capacitation was
achieved [2]. 1o brief, ejaculated sperm were washed off from seminal plasma and capacitated
for I b a137°C in Tyrode media supplemented with BSA, sodiom lactate syrup (Sigma Chemi-
¢al), and sodinm pyruvate,

After capacitation, sperm were incabated with the equilibrated exiract in 2 microwell plate.
Sperm aggregation was followed by microscopical examination and ranked sccordiag to the
criterin in Table i. Human ejaculated sperm from 5 healthy adults weee obtained by mastarba-

Table |. Arhitsary scale uced to evaloaie sperm agglutinating activity of Dursers exvracts

Aggregatien

prade Characteristics

] No ypplutination; sll sperm atozoa swimming actively.

1 Saull (1-2) sperm aggragatas; predominantly free-swimming tpcrmatozen

1 Aggregaied sperm in small growps (3-10 spermatozor): mosi svimaing [reely
3 Countleas sperm aggregates; namber of swimming spermatozoa drops drastically
4 Incezased number of sperm aggregates; lew Iree swinming spermatozen

) All spermatozes e egprepams; se free swisming sperm

Nete, The categotiet were clearly differsatiatad by 31 Jenst twa different observess.
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tion and evaleated by the WHO goidelives. Normal samples were treated cnsentiatly as de-
scribed for boar except for sn initial 90-mie mazimum peried to liquefy the sample at room
lem peratare.

RESULTS

Protein content from leaves snd stems were very different, as showa in Table 2. W hile both
siem and leaf extracts from B. schlechiendalii bad small protein amousts, less than 2 mg
protein per gram fresh tissue, B. fagarcides is almost 3 times higher iz stem and {0 times
bigher in leaf tissuc, After chemica! deglycosylation of exactly the same protein amouant, all
4 tissues showed a bigh carbohydrate contemt. Al extracts, except those from stems of
B. schlechtendslii have more than 90% carbokydrates linked to proteins.

Ever when B. fageroides had a higher proteis amoont, recovery of protein moicties from
leaves after deglycosylation sre a third from that present in the leaves of B. schlechrendalii .
This difference is less evident when stem-derived deglycosilated peptides are analyzed. From
2. schlchiendalij we can obwin twice the amount of carbobydrate-free proteins as from 8.
Jagaroides. Afuorb_nr.e scapeing I'roui il samples shows s maximum in the 200- to 400-0m
range (Figure 1), and in B. fagaroides it extends vatil 420 am.

Neither humen nor boer sperm aggregate in basic or albumin-supplemented medium. They
aggregate ouly when plant extract was added (Table 3). It is very common that extracts
obtained from different plant parts bave different effects, but in both 8. fagaroides sad B.
scklechteadalii, they bebave the same: stem-derived extracts aggregate sperm at a higher de-
gree than leaf-derived extracts whether or not they are glycosylated, Even when sperm could
interact in very different ways, in oor case, the most frequent aggregation patiern was head to
head and the rarest interaction was head to tail,

. Table 1. Characteristics of the wates exisacts from Joraers

hemy 8. schleckraadalii 8. fagaraides
Sums
Protein content
(mgfg fresh weigh) 0.8 15.4
Carbohydrate-free prowin
{(rg/mp) 1.0 n
% Cachohydmte $1.3 "
Leaves
Protein content
{mgly fresh weight) 1.62 503
Casbobydrate-free proweia
reimy) 127 [y}
% Carbebydnte 91.2 99.5

Note. Cleaa biological material was boiled, filiered, and centrituged. Samples were
treated ax deseribed wnder Materials s0d Mcthods. Proweing were either deglycosilaied or
uaed dircculy is the sperm aggregation assey. Carbobydrate content was estimuted in the
tame wample after TPMS treztmenr.
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Absarbance
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Figere 1. Spectropholometric scan from leaves {A) and stems (B) from Bersera plamts uved in the water
extrach preparation. Clarified extract was equilibrated with 0.9% NaCl 2od then scanned in & Perkin-
Elmer spectrophotom eter.

DISCUSSION

Isitial stodies from Ramirez et al. [8] aad Santana e1 al. (9] indicated that low molecnlar
weight peptides are responsible for altering the festilizing ability of mouse and human sperm in
extracts from Kalanchoe gasionis boanieri and Sedum oxipeltalum . We foand the correlation
of protein coutent, peptide moiety, and agglutinating effect of water extracts from Bursera. A
big difference between our work aad that of Ramirez et al. is that we ¢sed water extract,
whereas they used an ethanolic one. We cannot compare our extracts from those of Saatana et

Table 3. Resshis from the sperm agplutination useay, accerding 1o the arbitrary scake

B. fagereides B schiechtendalil

Leaves Siems Leaves Stems

Glyeosil Deglyco Glyeosil Deglyse Glyeotil Deglyce Glyrosil  Deglyco

Fig tperm 1 H 4 4 1 1 4 4
Human sperm ] 1 4 4 1 2 4 4

¥ate. Glyconil means the equilibrated excracn, while deglycosil is the carbohydrate-remeved form of the extract a5
described onder Materials and Methods. Vahues are the modes of at feast 5 different aisays. As segative connrel, we
vied 2 4 mp/ml B3A i 0.9% NaCl solasion.
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al. since Kalarmchoe is & succolent species that cootaing high water amouais and, in this case,
smashing clean stems is caough lo oblain an extract.

Ancther main difference is that their alcoholic extract not only impairs sperm motility but
siso diminishes the sperm viability, ln our case, the effect is only bead to head sperm aggregs-
tion with o effect on sperm viability nor motility. Protein yield was different just after boiling.
To avoid any undesirable effect due to differeat protein content, we used similar protein amouvals
thereafier. Deglycosilation experiments showed that carbobydrate content is lower in the stem
than in Jeaves. This relationship also correlates with the aggregating effect {rom both plam
- species,

In in vivo fertilization, sperm must be transported trough the female genital tract, first by
peristaltic movements from (he lower tract and Iater by their own flagella until they reach the
oocyte at the (ertilization site. Thea, sperm atozos show an active, small displacement but wide
flagella beating called hyperactivation that helps the spermatozoa to penetrate the epg vest-
ments [15].

After binding to the egg zona pellucida, receptor molecules on the sperm top-most part,
khown as acrosome region, aggregate and induce the exocytic process called acrosome reac-
tion, which belps the tperm 1o peactrate this acellular coat and festilize the egg. ln this view,
the agglutinating effecis of the extracis are very encouraging sisce by bindieg two sperm by
theic heads, there is no sel displacement and it is possible that “ligand™ aggpregation could
induce an acrosome reaction-like effect. lo our case, the higher aggregation grade achieved was
4, indicating that there wese some nonsggregated spermatozon.

Sperm sggregates showed a circular rolling movement of heavily besting flagella. This
indicates that equilibrated plant extracts do not affect cell viability because if pH, tem peratore,
and culture conditions are maintined, it is possible to see some swimming spermatozoa by
time periods higher than 2 b. This same effect kas been obtaized with monoclonal antibodies,
tecognizing specific antigenic determinants from the head surface. Also, this head to head
sperm contact was observed in infertile couples duc to the presence of immobilizing antibodies
in seminal fluid or female blood serum {3].

Recently, genetic epgineering techniques have made it possible o clone some important
genes from proteins that potentially could be used as an extra weapon for fertility regulation {1,
7). However, plant extracts have to be considered in this regard, Proteins from water extracts
from Bursera are potential aggregation-based contraceptives, bat first they have 1o be farther
analyzed. Currest efforts in our laboratory are seeking this goal.
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