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Resumen

RESUMEN

La fecundacién es un proceso complejo que requiere de mdaltiples eventos
coordinados que llevan a la fusion del espermatozoide con el ovocito. Algunos de estos
eventos requieren de interacciones proteina-carbohidrato. Una amplia evidencia
experimental, obtenida en distintas especies, sugiere que glucosidasas de la superficie
del espermatozoide podrian actuar a modo de lectina reconociendo azUlcares especificos
de la envoltura de los ovocitos (zona peltcida en mamiferos o envoltura vitelina en
anfibios) facilitando la union de los gametos durante la fecundacion. Ademas de este
rol, se ha propuesto que glucosidasas del ovocito, que son liberadas luego de la
fecundacidn, actuarian sobre los azlcares de las glucoproteinas que conforman su
envoltura, modificando los sitios de union al espermatozoide y contribuyendo de este
modo con el bloqueo de la polispermia.

La presencia de glucosidasas se ha reportado en los gametos de casi todas las
especies de vertebrados estudiadas. Entre ellas, la enzima de origen lisosomal
N-acetil-B-D-glucosaminidasa (EC  3.2.1.52), que metaboliza residuos de
N-acetil glucosamina y/o N-acetil galactosamina terminales desde glucoconjugados, ha
sido ligada tanto a la unién de las gametos como a la prevencion de la polispermia en
diversas especies de animales. En los anfibios, se ha informado que una Hex presente en
los granulos corticales de los ovocitos de X. laevis es liberada durante la reaccion
cortical (Greve y col., 1985), y que hidroliza residuos N-acetil glucosamina terminales
de ZPC (Vo y col., 2003), una de las glucoproteinas que componen la envoltura vitelina
(EV) de los ovocitos. La hidrdlisis de estos residuos inhibe la fecundacién, sugiriendo
que los mismos actuarian como receptores espermaticos y que la Hex estaria asociada al
bloqueo de la polispermia (Hedrick, 2008). Sin embargo, hasta el momento no se ha
descripto la estructura molecular de ninguna Hex de anfibio, ni se han caracterizado las
isoformas presentes en sus gametos. Por otra parte, son escasas las evidencias

experimentales sobre el rol de la Hex en la fecundacion en otras especies de anfibios.

En este trabajo de tesis, utilizando secuencias conservadas de la region
N-terminal, central y C-terminal de Hexs caracterizadas en mamiferos, se logrd
identificar la secuencia de ADNc de una putativa Hex de X. laevis a partir de una

biblioteca de transcriptos. EI ORF completo contenido en este ADNc se secuencid a



Resumen

partir del clon XL250c11ex obtenido del Instituto Nacional de Biologia Bésica de Japon
(NIBB) y la secuencia se anoto en el GenBank (n° acceso JN127371).

El ORF secuenciado (1662 pb) codifico un polipéptido de 553 residuos de
aminoacidos. Estudios realizados in silico permitieron verificar que este polipéptido
presenta una alta homologia con las subunidades de Hexs previamente caracterizadas
(>56 % identidad aminoacidica) y que conserva todos los residuos de aminoéacido que
conforman el sitio activo de las Hexs. La identidad Hex de esta proteina fue confirmada
por la transfeccion del ADNc JN127371 en celulas de ovario de hdmster chino (CHO).
Estudios de Western blot, utilizando anticuerpos o-Hex desarrollados en esta tesis,
permitieron verificar la expresion de un polipéptido del tamafio esperado en los
extractos celulares totales provenientes de las células transfectadas. Ademas, estos
extractos mostraron un aumento de su actividad Hex cuando fueron comparados con los

extractos provenientes de cultivos transfectados con un plasmido control.

El gen codificante para la Hex caracterizada fue identificado en X. tropicalis. El
estudio de su secuencia y la comparacion por homologia con ADNcs de ORF completo,
tanto de X. laevis como de X. tropicalis, permitié predecir que dos Hexs distintas
podrian ser originadas desde él, por medio del splicing alternativo de dos de sus exones.

En los mamiferos, tres isoformas de la Hex (HexA, HexB y HexS) han sido
caracterizadas, cada una compuesta por la homo o heterodimerizacion de dos
subunidades distintas denominadas o y . Estas subunidades pueden diferenciarse por
sus sitios activos (Lemieux y col, 2006) y fue encontrado que estan codificadas en genes
separados que se cree que evolucionaron desde un gen ancestral comun (Proia, 1988).
El estudio de los sitios activos de las dos Hexs generadas por splicing alternativo a
partir del gen caracterizado en Xenopus, y su comparacion con los de las subunidades o
y B que constituyen las Hexs de humano, mostrd que una de estas Hex presenta un sitio
activo de tipo o, mientras que la otra presenta un sitio activo de tipo . Esto sugiere que
en los anfibios las distintas isoformas de la Hex podrian generarse por splicing
alternativo desde un mismo gen; a diferencia de los mamiferos donde se generan por
subunidades codificadas en genes separados. Este hallazgo nos permitio hipotetizar, que
el splicing alternativo pudo ser un mecanismo ancestral para la generacion de las
distintas isoformas de la Hex antes de que el gen ancestral de la Hex se duplicara y

divergiera durante el curso de la evolucion.
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Resumen

Utilizando anticuerpos especificos obtenidos a partir de la expresion transgénica
en E. coli de un fragmento N-terminal de la Hex codificada en el ADNc JN127371 se
inmunocaracterizaron las Hexs presentes en los ovocitos de R. arenarum. La Hex fue
encontrada tanto en el interior del citosol como en los granulos corticales de los
ovocitos. Esta localizacion fue confirmada por estudios de actividad enzimaética
realizados con p-nitrofenil azlcares sustrato. La Hex de granulos corticales fue liberada
al espacio perivitelino durante la reaccion cortical permitiendo suponer su participacion

en el bloqueo de la polispermia.

En los espermatozoides de R. arenarum la Hex fue encontrada en las membranas
apicales (plasmaética y/o acrosomal externa) provenientes de la cabeza, en el contenido
acrosomal y en los espermatozoides reaccionados. Estos hallazgos permiten suponer
que la Hex de espermatozoides podria estar vinculada a la unién inicial de los gametos,
y que podria participar en el pasaje del espermatozoide reaccionado a través de la EV

del ovocito.

El rol biologico de la Hex, y de otras glucosidasas, en la fecundacion de R.
arenarum, fue estudiado mediante ensayos de fecundacién in vitro y experimentos de
unién de espermatozoides a EVs aisladas. En estos ensayos se demostré que la
inhibicién de la Hex con el inhibidor especifico competitivo 2-acetamido-2-deoxi-D-
glucono-1,5-lactona disminuy6 la tasa de fecundacion de los ovocitos, de manera
concentracion dependiente. Ademas, tanto este inhibidor, como el pretratamiento de las
EVs aisladas con una Hex comercial pura, fueron capaces de inhibir la union de los
espermatozoides a la EV, demostrando que la Hex presente en los espermatozoides de
R. arenarum esté involucrada en la unién primaria con el ovocito, reconociendo alguno

de sus azUcares sustrato en la EV.

Experimentos realizados con p-nitrofenil azlcares sustrato, mostraron que la
fucosidasa es la principal actividad glucosidica en los granulos corticales de los
ovocitos de R. arenarum, permitiendo suponer su participacion en la prevencion de la
polispermia. La adicion de fucosa como azlcar competidor en los ensayos de
fecundacion in vitro redujo significativamente la tasa de ovocitos fecundados. Sin
embargo, la adicion de fucosa no interfirio la union de los espermatozoides a las EVs

asiladas. Estos resultados sugieren que la fucosidasa participa en alguna de las etapas
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del proceso de fecundacion de R. arenarum, pero no en la unién de los gametos a nivel
de laEV.

Conclusiones

En este trabajo de tesis se caracterizd, por primera vez, el gen y la secuencia
primaria de Hexs de dos especies de anfibios: Xenopus laevis y Xenopus tropicalis. Fue
encontrado que en estos anfibios, las subunidades de tipo o y B que constituyen las
Hexs podrian sintetizarse por splicing alternativo desde un mismo gen, marcando una
notoria diferencia con los mamiferos, donde ambas subunidades son sintetizadas desde
genes separados. Este hallazgo sugiere que el splicing alternativo pudo haber sido un
mecanismo ancestral para la sintesis de las Hexs antes de que el gen ancestral de la Hex
se duplicara y divergiera durante el curso de la evolucion.

La Hex fue encontrada, tanto en los espermatozoides como en los ovocitos de R.
arenarum, y en localizaciones subcelulares que sugieren su participacion en la
fecundacién de esta especie. Fue demostrado que la Hex de espermatozoides participa
en la unién con los ovocitos reconociendo algunos de sus azucares sustrato
(probablemente N-acetil galactosamina) sobre la EV.

La fucosidasa fue encontrada en los granulos corticales de los ovocitos de R.
arenarum, y fue liberada durante la reaccion cortical. Fue demostrada su participacion
en la fecundacién, pero no en la etapa de union entre los gametos a nivel de la EV de los

ovaocitos.
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I. Introduccion

CAPITULO I: INTRODUCCION

Reproduccion

La fecundacion, tanto animal como vegetal, ha captado la atencion del hombre
desde la méas remota antigliedad, ya sea por el interés practico en la obtencidn de
alimentos como en la perpetuacion de las especies. Con el desarrollo de la
investigacion cientifica, el interés se enfocdé también en el estudio de los
mecanismos por los cuales se llevan a cabo dichos procesos. Diferentes organismos
modelo han sido utilizados por la ciencia para estudiar la fecundacion en animales,
pudiéndose mencionar al erizo de mar, invertebrado equinodermo entre los primeros
utilizados. Hace pocas décadas, el gran interés médico y econdmico que presentan
ciertas especies de mamiferos, impulsé el estudio de la fecundacién en ratones y

humanos, fundamentalmente.

El modelo anfibio
Los trabajos realizados en Anfibios Anuros (sapos Yy ranas) han aportado notables
avances en el conocimiento actual de la biologia de la reproduccién y del desarrollo
embrionario.
Es posible citar una serie de particularidades que hacen de los Anuros un modelo
de eleccidn para la realizacion de estudios experimentales en estos campos:
- Son vertebrados primitivos, los primeros en vivir fuera del agua (Duellman y
Trueb, 1986), lo que permite un estudio comparativo con procesos que
ocurren en invertebrados y vertebrados inferiores, y con vertebrados
superiores, permitiendo delinear un analisis evolutivo de los procesos.
- La facilidad con la que se obtienen los gametos: La ovulacion puede inducirse
mediante la inyeccion de un homogenado de hipo6fisis homologa o de
gonadotrofinas. En ciertas especies (Rhinella arenarum, Xenopus laevis, etc.)
las hembras sexualmente maduras ovulan una gran parte del afioy pueden llegar
a depositar hasta 30000 ovocitos en un solo evento, lo que permite contar con una
gran cantidad de material para los estudios experimentales. Las suspensiones de
espermatozoides pueden ser obtenidas facilmente mediante la dilaceracién de
los testiculos en soluciones adecuadas, aportando un gran ndmero de gametos

viables.
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- Los ovocitos maduros presentan un gran tamafio (entre 1,5mm y 15mm)
facilitando su manipulacion y los trabajos experimentales.

- Poseen fecundacion externa. En la mayoria de las especies la fecundacion ocurre
en el agua de charcos cuando el macho abraza dorsalmente a la hembra (amplexus)
y ambos depositan sus gametos de forma conjunta en el medio externo.

- Los embriones son grandes, pueden ser facilmente obtenidos y mantenidos in
vitro y son muy resistentes a la manipulacion y a las infecciones. Esto
representa una gran ventaja para el disefio y la realizacion de experimentos en el
campo de la fecundacién y el desarrollo embrionario.

- La mayoria de ellos son faciles de capturar, de tamafio pequefio, y pueden ser

mantenidos en cautiverio sin mayores dificultades y en pequefios espacios.

El modelo de estudio

En el presente trabajo de tesis se ha utilizado como modelo de estudio al sapo
Rhinella arenarum (Fig. 1, que a principios del trabajo de esta tesis era nombrado Bufo
arenarum), un Anfibio Anuro ampliamente distribuido en nuestro pais. Para los
trabajos bioinformaticos se utilizaron los anfibios Xenopus laevis y Xenopus tropicalis
debido a la gran cantidad de secuencias nucleotidicas (ADNc y gendmicas) que
presentan estas especies en bases de datos de libre acceso, lo que facilitd la

identificacion de las secuencias de las glucosidasas caracterizadas en este trabajo.

Los ejemplares adultos de R. arenarum varian entre 10 y 14 cm de longitud, con
un peso que oscila entre 120 a 180 gramos, siendo las hembras por lo general de
mayor tamafio que los machos. Entre las caracteristicas morfoldgicas sobresalientes
se encuentran su piel gruesa verde oliva con manchas de distinta tonalidad y de
aspecto rugoso en la superficie dorsal, siendo mas suave y de color grisaceo
amarillento en la superficie ventral. Los miembros posteriores y anteriores poseen
cinco y cuatro dedos respectivamente. Los machos poseen miembros anteriores de
mayor robustez que las hembras, y callos nupciales de color negro, que facilitan su
reconocimiento.

Los habitos alimenticios cambian con la metamorfosis. En el estado larval
acuatico (renacuajo) se alimenta de algas y diatomeas. El adulto se alimenta sélo en

los meses de actividad, durante la noche, de insectos y lombrices. En los meses
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invernales hiberna en cuevas o entre piedras con absoluta inactividad. En cautiverio

son mantenidos en cajas con tierra, aclimatadas a 16 °C y alta humedad.

Figura 1. Ejemplar adulto de R. arenarum (sapo argentino).

La tabla | muestra un ordenamiento sistematico que permite ubicar
taxondmicamente a R. arenarum y observar su relacion con otras especies utilizadas

como modelo de estudio en el campo de la reproduccion.

Metazoa (Reino)
Chordata (Phylum)
Craniata (Subfilum)

Mammalia (Clase)
Primate (Orden)
Haplorrhini (Suborden)
Hominoidea (Superfamilia)
Homo sapiens (especie)
Rodentia (Orden)
Sciurognathi (Suborden)
Muroidea (Superfamilia)
Mus musculus (especie)

Amphibia (Clase)
Anura (Orden)
Mesobatracia (Suborden)
Pipoidea (Superfamilia)
Xenopus laevis (especie)
Xenopus tropicalis
Neobatracia (Suborden)
Hyloidea (superfamilia)
Rhinella (Bufo) arenarum
Anaxyrus (Bufo) americanus
Bufo japonicus
Ranoidea (superfamilia)
Rana pipiens
Rana temporaria

Tabla I. Clasificacion taxonomia del anfibio R. arenarum junto a otros modelos animales
comunmente utilizados en los estudios de reproduccion (Base de datos de Taxonomia del
Centro Nacional para Informacién Biotecnoldgica NCBI; www.nchi.nlm.nih.gov/ taxonomy).
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Fecundacion: la generacion de un nuevo individuo

Antiguamente se pensaba que los seres vivos surgian espontaneamente a partir de
la materia inanimada (abiogénesis). Asi, los gusanos surgian del fango, las larvas y
moscas de la carne en descomposicidn, los sapos del limo de los rios, etc. Actualmente
se sabe que un ser vivo solo puede provenir de otro preexistente. En las formas de vida
mas simples como las bacterias, y en ciertos animales pluricelulares como las Hydras y
algunas esponjas, la reproduccion es asexual; es decir, sin la participacion de distintos
sexos y generando una descendencia que, en la mayoria de los casos, es genéticamente
idéntica a sus progenitores. Por el contrario, en la reproduccién sexual se produce la
union de genomas procedentes de dos individuos distintos para producir descendientes
genéticamente diferentes entre si y de sus progenitores. Esta forma de reproduccion
aporta grandes ventajas adaptativas frente a la reproduccion asexual y ha sido adoptada
por la gran mayoria de los animales y plantas (Alberts y col., 2010). La unién de los
genomas se lleva a cabo por la fusion de dos células haploides especializadas Ilamadas
gametos (6vulo y espermatozoide en los animales) en un proceso denominado
fecundacion (Alberts y col., 2010). Si bien existen diferencias especie-especificas, los
estudios experimentales sugieren que los principales eventos que ocurren en la

fecundacion son comunes todas ellas (Gilbert; 2005):

- reconocimiento e interaccidon de gametos

- regulacion de la entrada del espermatozoide al ovocito

- fusion del material genético portado por los gametos

- activacion del metabolismo del cigoto recientemente formado para comenzar

con el desarrollo del embrién

Algunas de las diferencias observadas en la fecundacion entre distintas especies
estan relacionadas con el lugar donde ocurre el encuentro entre los gametos para formar
el huevo o cigoto. La fecundacién puede tener lugar en el medio externo, es decir,
fuera del organismo materno (fecundacion externa), o dentro del sistema

reproductor femenino (fecundacion interna).
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Fecundacion externa

Esta forma de fecundacion es propia de la mayoria de los animales acuéticos y de
los anfibios anuros. En condiciones naturales, la fecundacion en Anuros se lleva a
cabo tan pronto los ovocitos son expulsados del cuerpo de la hembra durante el
amplexus (Fig. 2). En ese momento, el macho descarga los espermatozoides sobre los
ovocitos mientras éstos son expulsados a través de la cloaca de la hembra al medio
acuoso externo. La fecundacion tiene lugar, generalmente, en aguas estancadas de baja

profundidad, donde se completa el desarrollo del embrion (Duellman y Trueb, 1986).

Figura 2. Amplexus. Se observa un ejemplar macho de R. arenarum abrazando dorsalmente a
una hembra durante la puesta de los ovocitos. La flecha indica la tira doble de ovocitos
recién depuestos (Stephen Dalton; www.nhpa.co.uk).

Gametos

Los gametos son células especializadas para la fusion y generacion de un nuevo
individuo. En la mayoria de los animales pluricelulares, incluidos los vertebrados, los
gametos proceden de una estirpe celular especifica llamada linea germinal,
diferenciada en etapas tempranas del desarrollo. Existen dos tipos de gametos,

denominados espermatozoides (gameto masculino) y évulo (gameto femenino).

Gameto masculino: el espermatozoide

Anton van Leeuwenhoek (microscopista Holandés, 1632-1723) observo por
primera vez espermatozoides en 1678, junto a Nicolas Hartsoeker. Inicialmente creyo
gue eran animales parasitos que vivian en el semen y que no tenian relacién con la
reproduccion; de alli el término espermatozoide (animales del esperma). Afios después
se crey0 que los espermatozoides contenian un embrion humano preformado en su

interior (teoria del homdnculo; 1694). No fue hasta el afio 1824 cuando J. L. Prevost y J.
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B. Dumas afirmaron por primera vez que los espermatozoides no eran parasitos sino que
estaban asociados a la fecundacién (Gilbert, 2005). Sin embargo, hubo que esperar hasta
el afio 1876 para que Oscar Hertwig y Herman Fol demostraran de manera
independiente y fehacientemente que la fecundacion se daba como consecuencia de la
union de los espermatozoides con los ovocitos (Gilbert, 2005).

Los espermatozoides son células pequefias y mdviles que poseen un disefio
general comun que consta de dos regiones morfoldgica y funcionalmente distintas:

- Una cabeza: contiene al nucleo donde se aloja un conjunto haploide de
cromosomas altamente condensados, un centriolo y el acrosoma. El acrosoma
estd ubicado generalmente por delante del ndcleo y estd ausente en algunas
especies, como los peces teledsteos. Es una vesicula de simple membrana
derivada del aparato de Golgi y que contiene enzimas que son fundamentales
para la penetracion de las cubiertas del ovocito.

- Una cola que permite el desplazamiento del espermatozoide: conformada por

un flagelo de tamafio variable (10 - 100 um) dependiendo de la especie. Es

utilizada para su impulsién y posee un ordenamiento de microtibulos 9+2
caracteristico de los flagelos y los cilios de las células eucariotas. En algunos
casos, como en los anfibios anuros, la cola adopta el aspecto de una membrana

ondulante (Fig. 3).

Entre la cabeza y la cola se encuentran una o varias mitocondrias muy
voluminosas que proveen de la energia necesaria para el movimiento flagelar. Estas
pueden ubicarse dentro de la cabeza del espermatozoide, como en equinodermos y
anfibios, o estar espiralmente dispuestas en una pieza media como en los
espermatozoides de mamiferos.

El volumen citoplasmatico del espermatozoide es relativamente pequefio; los
volumenes internos de espermatozoides de erizos de mar y humano han sido
estimados en 35 y 15fl respectivamente (Kleinhans y col., 1992; Schackmann y col.,
1984). Los espermatozoides carecen de otros organulos como reticulo endoplasmatico y
complejo de Golgi, y son transcripcionalmente y traduccionalmente inactivos, aunque
existen contradicciones en la literatura al respecto (Gur y Breitbart, 2006; Gur y
Breitbart, 2007). Su disefio esta optimizado para encontrar, fusionarse y entregar su

material genético al ovocito.
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Figura 3. Estructura del espermatozoide. (A) Esquema general de un espermatozoide de
mamifero (adaptado de Biologia del Desarrollo; Gilbert, 2005) o (B) de anfibio (adaptado de
Biology of Amphibians; Duellman y Trueb, 1986) mostrando las principales caracteristicas
morfoldgicas y estructurales de cada uno.

\

A pesar de que la mayoria de los espermatozoides comparten la misma estructura
bésica (cabeza y cola), la morfologia de los mismos varia segun la especie (Fig. 4).
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Figura 4. Morfologia de espermatozoides de distintas especies. A- Espermatozoides de
mamiferos. Se distinguen las cabezas falciformes de los espermatozoides de raton, rata y
hamster y las cabezas en forma de espatula de los espermatozoides de humano, conejo y
cobayo. B- Espermatozoides de anfibios. Adaptado de Duellman y Trueb, 1986.

Gameto Femenino: el dvulo

Los 6vulos son células haploides, generadas por division meiética de células de la
linea germinal, que estan especializadas en recibir al espermatozoide e iniciar el
desarrollo de un nuevo individuo. Son las Unicas células animales que presentan esta
extraordinaria y asombrosa capacidad.

En la mayoria de los animales son células grandes si se comparan con células
somaticas, con didmetros que varian desde varios pms hasta centimetros segun la
especie (100 um en erizo de mar y humano; 1 a 2 mm en peces y anfibios; varios
centimetros en reptiles y aves). A diferencia de los espermatozoides el citoplasma de los
ovulos acumula una gran cantidad de sustancias de reserva energética y de factores
maternos necesarios para el desarrollo embrionario. Entre ellas, una gran cantidad de

ribosomas, ARNt, ARNm y factores morfogeneticos. Los dvulos, ademas, presentan en
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su citoplasma grandes cantidades de reservas nutritivas en forma de vitelo (rico en
fosfato, lipidos, proteinas y polisacéridos) que habitualmente se encuentra en forma de
estructuras discretas denominadas plaquetas vitelinas. La cantidad de vitelo v,
consecuentemente, el tamafio del dvulo, esta directamente relacionado con el tiempo
de desarrollo requerido antes de que el embrion pueda alimentarse a partir del
medio externo o de su madre. En los dvulos que daran origen a embriones que se
desarrollan fuera del cuerpo de la hembra el vitelo puede representar hasta el 95% del
volumen celular.

Rodeando a este gran citoplasma se encuentra la membrana plasmaética del
6vulo. Esta membrana esté especializada para regular el flujo de ciertos iones durante
la fecundacion y para la fusién con la membrana celular del espermatozoide.

En la periferia del 6vulo y por debajo de la membrana plasmatica se encuentra
una region del citoplasma de mayor densidad denominada cortex, rica en actina
globular. La polimerizacion de esta actina ser4 necesaria para generar los
microfilamentos utilizados, entre otras cosas, para la division del citoplasma
desencadenada por la fecundacion.

Dentro del cértex, e inmediatamente por debajo de la membrana plasmatica,
muchos dvulos (incluidos los ovocitos de mamiferos) presentan una serie de vesiculas
secretoras especializadas (derivadas del complejo de Golgi) denominadas granulos
corticales. El contenido de los granulos corticales (proteasas, glucosidasas,
mucopolisacaridos, adhesinas, hialinas, etc.; Gilbert, 2005) es liberado durante la
fecundacidn por la fusién entre la membrana plasmatica del vulo y la membrana de
los granulos corticales en un proceso denominado reaccién cortical. Una vez liberado,
el contenido cortical modifica las cubiertas externas del cigoto. La envoltura
modificada previene la entrada de multiples espermatozoides (prevencion de la
polispermia) y aisla y protege al embrion en desarrollo (Gilbert, 2005).

Los ovocitos poseen una cubierta externa constituida por glucoproteinas. Dicha
cubierta recibe distintos nombres segln la especie: en anfibios y erizos de mar,
envoltura vitelina (EV) (Dumont, 1972; Hedrick y Hardy, 1991), en aves, membrana
perivitelina (Bain y Hall, 1969; Bausek y col., 2000) y zona pelicida (ZP) en
mamiferos (Bleil y Wassarman, 1980a). En el caso de peces recibe el nombre de
corion (Anderson, 1967; Cotelli y col., 1982), y se la menciona de forma separada
debido a que su rol en la fecundacion no coincide plenamente con el rol de las

primeras. Esto podria deberse a que los espermatozoides de peces teledsteos no se
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unen a dicha cubierta si no que la atraviesan por un orificio denominado micropilo
(Coward y col., 2002).

La EV de anfibios esta constituida por cuatro glucoproteinas (gp) mayoritarias
de ~120 kDa (gp120 o ZPAX), ~69 kDa (gp69 en X. laevis o ZPA; ~75 kDa en R.
arenarum (gp75)), ~41 kDA (gp 41 o ZPC), y ~37 kDa (gp37 0 ZPB) (Vo y Hedrick,
2000; Barisone y col., 2002). Estas glucoproteinas presentan homologia con las
extensamente caracterizadas glucoproteinas que componen la zona pelucida de los
ovocitos de mamiferos: ZP1 (homodloga a ZPB), ZP2 (homdloga a ZPA) y ZP3
(homdloga a ZPC) (Vo y Hedrick, 2000; Hedrick, 1996; Barisone y col., 2007; Scarpeci
y col., 2008). Se le atribuye a la EV (o la ZP en los mamiferos) un rol crucial durante la
fecundacion en el reconocimiento y la union de los espermatozoides de manera
especifica de especie; que serd abordado mas adelante.

Sumado a las envolturas antes mencionadas, existen cubiertas adicionales en la
mayoria de los ovocitos (fig. 5). En mamiferos, los ovocitos son liberados del ovario
rodeados de un grupo de células foliculares denominado cimulo oo6foro. Los évulos de
vertebrados no mamiferos y de muchos invertebrados poseen cubiertas acelulares
adicionales. Los huevos de aves son recubiertos por albimina y por una cubierta
calcarea protectora durante su transito por el oviducto. En anfibios y equinodermos,
una vez liberados del ovario y durante su transito por el oviducto, los ovocitos son
recubiertos por una cubierta gelatinosa. El rol de estas cubiertas adicionales en la

fecundacion sera abordado posteriormente en mayor detalle.

Anfibios Equinodermos
cubierta—p _

gelatinosa cubierta gelatinosa

envoltura 4 cubierta vitelina
¢ i

vitelina

area
mucosa —p,
diluida

micropilo

/' N '. cumulo

S @ * osforo
corion” .

Teleosteos Mamiferos

Figura 5. El ovocito. Diagrama mostrando los distintos tipos de cubiertas extracelulares
que recubren a los 6vulos u ovocitos de algunos deuterostomados (tomado de Mengerink y
Vacquier, 2001).
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El estado de maduracién del 6vulo en el momento en el que ocurre la
fecundacion varia segun la especie. En el caso de los erizos de mar y los cnidarios (ej.
anéemonas de mar), el 6vulo ya ha completado la meiosis antes del encuentro con el
espermatozoide y su ndcleo es haploide. Sin embargo, en el caso de los anfibios,
peces teledsteos y mamiferos (excepto caninos), los ovocitos maduros se encuentran
detenidos en la segunda division meio6tica, y la meiosis s6lo se completa después de
la fecundacion. Por lo tanto, se utiliza el término ovocito (y no 6vulo) para referirse al

gameto femenino que es fecundado, en estos casos.

Fecundacion en anfibios

Dada la relevancia del proceso de fecundacién en Anfibios Anuros en el presente
trabajo de tesis, a continuacién se examinaran con mayor detalle los aspectos de su
biologia haciendo particular énfasis en la fecundacion de R. arenarum. Se presentan
también, a modo comparativo, algunos detalles de otras especies.

Oviducto de anfibios

A diferencia del oviducto de los mamiferos, cuya funcién béasica es proveer un
medio Optimo para la fecundacion y el desarrollo embrionario, el oviducto de anfibios
Anuros debe trasportar los ovocitos hasta el medio externo y elaborar y modificar la

matriz extracelular de los mismos.

Transporte de los ovocitos desde el ovario hacia el exterior del cuerpo de la
hembra

El primer paso para la fecundacién requiere del transporte de los gametos
desde el lugar donde ocurre su desarrollo en los drganos reproductores hasta el sitio
de su encuentro. Este transporte estd influenciado por las hormonas sexuales que
controlan el comportamiento de los progenitores y de los conductos asociados al
transporte de los gametos de manera de asegurar la reproduccion (Masui y Clarke,
1979).

En especies de fecundacion externa los ovocitos deben viajar distancias
relativamente largas desde el ovario hasta alcanzar el medio acuoso fuera del cuerpo de
la hembra; sitio donde ocurriré la fecundacion. En R. arenarum, los ovocitos maduran y
son liberados del ovario mediante induccion hormonal, cayendo en la cavidad

pleuroperitoneal (celoma). Desde alli son conducidos por el movimiento ciliar que
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presentan las células superficiales de dicha cavidad hacia la apertura del oviducto
(ostium). Este transporte se describe como migracién externa (peritoneal). Una vez en el
ostium comienza el transporte de los ovocitos a través del oviducto mediado por el
movimiento de los cilios de las células epiteliales y por movimientos peristalticos en el

ultimo tercio del 6rgano (migracién interna) (Rugh, 1935).

Secreciones del oviducto de anfibios

La primera porcion del oviducto, denominada pars recta, produce una secrecion
de baja viscosidad con propiedades bioldgicas similares en la mayoria de los anfibios
estudiados hasta el momento. El rol de esta secrecion esta directamente relacionado con
la penetrabilidad de la envoltura vitelina por el espermatozoide, proceso que es
facilitado por el ataque de las enzimas acrosomales liberadas por el espermatozoide en
la reaccion acrosomica (Raisman y Barbieri, 1969; Miceli y col., 1977; Cabada y col.,
1978; Katagiri y col., 1982; Krapf y col., 2007; Krapf y col., 2009; O Brien y col.,
2011). Los ovocitos del celoma (ovocitos celémicos), cuya envoltura no fue adn
modificada por los productos secretados por el oviducto, no son fecundables. Sin
embargo, ovocitos celémicos tratados in vitro con secrecion de pars recta adquieren
sensibilidad a las enzimas acrosomales y se tornan fecundables (Miceli y col., 1978;
Cabada y col., 1978; Miceli y col., 1987; Cabada, 1975). Los cambios estructurales y
moleculares que la secrecion de pars recta produce en la envoltura celémica del
ovocito son causados por la enzima oviductina (Miceli y col., 1978; Gerton y
Hedrick, 1986; Bakos y col; 1990; Hardy y Hedrick, 1992; Hiyoshi y col., 2002). Esta
enzima actlla sobre uno de los componentes estructurales de la envoltura celémica
(denominado ZPC) transformandola en envoltura vitelina (Yoshizaki y Katagiri, 1981,
Katagiri y col., 1982; Mariano y col., 1984; Gerton y Hedrick, 1986; Takamune y col.,
1986; Omata y Katagiri, 1996)

Las otras dos porciones morfolégica y fisiolégicamente diferenciables del
oviducto se denominan pars preconvoluta y pars convoluta y secretan un material
altamente viscoso que recubre los ovocitos formando la cubierta gelatinosa

caracteristica de los ovocitos de anfibios.

Estructura y funcién de la cubierta gelatinosa

La cubierta gelatinosa de los anfibios se organiza en capas; denominadas J1, J2,

...Jn. El nlmero de capas varia desde tres en X. laevis (Yurewicz y col., 1998) hasta
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seis en Rana pipiens (Steinke y Benson, 1970). En R. arenarum se han descripto

cuatro capas (Cajal, 1972). La capa J1 es delgada, no muy hidratable y se encuentra

en intimo contacto con la envoltura vitelina de forma tal que hace muy dificil su

diferenciacion. J2 es mas ancha e hidratable, de apariencia fibrilar. Ambas son
concéntricas y radiales respecto al ovocito. La capa J3 es similar a J2 pero con

una disposiciéon longitudinal, lo que da a las tiras de ovocitos de R. arenarum la

apariencia de un collar de cuentas. La capa mas externa es J4, muy densa y no
hidratable, siendo més delgada que J3, pero con igual disposicién (Cajal, 1972). La

figura 6 muestra la disposicion estructural de los ovocitos depuestos de R. arenarum.

Envoltura Vitelina

Hemisferio
animal

| Hemisferio
vegetal

Cubierta
gelatinosa §

Figura 6. Ovocitos depuestos de R. arenarum. A- Micrografia mostrando un segmento de
una tira depuesta de ovocitos de R. arenarum. La cubierta gelatinosa es indicada. B- Ovocitos
maduros de R. arenarum. Se indican la envoltura vitelina que los rodea y sus hemisferios
animal (pigmentado) y vegetal (no pigmentado). Las micrografias fueron tomadas con una
lupa estereoscopica Olympus MV X10.

Dos glucoproteinas de cubierta gelatinosa tipo mucinas han sido identificadas
en R. arenarum; denominadas HGP (del inglés Highly Glycosilated Protein) y L-HGP
(del inglés Low molecular mass - Highly Glycosilated Protein) (Arranz y col., 1997).
HGP es una glucoproteina de 300 kDa que posee un 70% de carbohidratos unidos
mediante enlace O-glucosidicos y se la considera la proteina estructural mayoritaria de
la cubierta gelatinosa. A medida que HGP es secretada a la luz oviductal por el
oviducto, polimeriza a través de la formacion de enlaces disulfuro intercatenarios,
conformando la estructura de la cubierta gelatinosa. Se ha propuesto que esta
estructura serviria de malla para la uniéon no covalente de otros factores secretados

por el oviducto, que tendrian especial relevancia en el proceso de fecundacion. L-HGP
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posee una movilidad electroforética de 200 a 270 kDa y presenta en su estructura un
50% de carbohidratos unidos. L-HGP esta presente en todas las capas de la cubierta
gelatinosa y presenta la capacidad de difundir al medio acuoso representando hasta un
30% de las proteinas que difunden al medio cuando se incuban las tiras de ovocitos en
soluciones salinas (Arranz y Cabada, 2000). Esta soluciéon conformada por los factores
difusibles de la cubierta gelatinosa se denomina Difundido total o EW (del inglés Egg
Water). Tan pronto como la cubierta gelatinosa se hidrata (15 minutos en medio de
fecundacidn) los espermatozoides son incapaces de atravesarla (Cabada, 1975). Por otra
parte, es sabido que los ovocitos de anfibios desprovistos de su cubierta gelatinosa s6lo
son fecundables luego de la reintroduccion de EW en el medio de fecundacion (Barbieri
y Villeco, 1966; Elinson, 1971; Barbieri y Oterino, 1972; Katagiri, 1973; Barbieri,
1976), o alternativamente, si se tratan espermatozoides durante un breve periodo en
medio conteniendo EW (Krapf y col., 2007).

A diferencia del erizo de mar, una condiciébn necesaria para que los
espermatozoides de Bufo, y de R. arenarum, fecunden al ovocito es que alcancen la EV
con su acrosoma intacto (Raisman y col., 1980; Yoshizaki y Katagiri, 1982; Omata y
Katagiri, 1996). La integridad acrosomal de los espermatozoides de R. arenarum se
pierde rapidamente en medios hipotdnicos semejantes al medio natural en el que ocurre
la fecundacion (Martinez y Cabada, 1996). Fue encontrado que una de las 2 isoformas
existentes de L-HGP, sintetizada en la region mas caudal del oviducto, tiene la
capacidad de prevenir la ruptura acrosomal espontanea inducida por el estrés hipotonico
(Arranz y Cabada, 2000; Krapf y col., 2006); lo que favoreceria la llegada del
espermatozoide a la EV de los ovocitos con su acrosoma intacto (Barisone y col., 2007).

Si la cubierta gelatinosa es removida quimicamente y no se agrega al medio de
fecundacion EW, los espermatozoides de R. arenarum son adn capaces de unirse a la
EV de los ovocitos (Barisone y col., 2007) pero no sufren reaccion acrosomica y como
consecuencia no son capaces de fecundar al ovocito (Dario Krapf, tesis doctoral 2008,
FBioyF, UNR). Descubrimientos recientes realizados en R. arenarum mostraron que
factores presentes en EW inducen cambios fisioldgicos en los espermatozoides
homologos y los capacitan para la fecundacion (Krapf y col., 2007; O Brien y col.,
2011). Estos cambios son semejantes a los que ocurren durante la capacitacion de los
espermatozoides de mamiferos (aumento de la fosforilacion de proteinas en residuos de

tirosina y remocion de colesterol de la membrana plasmatica) y estarian relacionados
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con la adquisicién de la capacidad de desencadenar la reaccion acrosémica en respuesta
ala union a la EV de los ovocitos (Krapf y col., 2009).

Otro factor crucial para lograr una fecundacion exitosa es que el espermatozoide
alcance y atraviese las cubiertas de los ovocitos. Para ello es esencial la activacion del
flagelo. Ha sido informado en diferentes especies que la activacion del flagelo de los
espermatozoides es una etapa regulada, y que esta regulacion depende de factores
medioambientales presentes en el medio de fecundacion (Morisawa y col., 1983a;
Morisawa y col., 1983b; Okamura y col., 1985; Morisawa, 1994). En anfibios (Anuros y
Urodelos) la activacion flagelar seria una consecuencia del cambio de osmolaridad entre
el medio de fecundacion (Inoda y Morisawa, 1987; Hardy y Dent, 1986) y el plasma
seminal. En R. arenarum se determind que cuando se incuban espermatozoides en
soluciones de menor osmolaridad que el plasma seminal se produce la activacién
flagelar, y que la motilidad progresiva aumenta significativamente cuando se incuban

los espermatozoides en EW (O"Brien y col., 2011; Krapf y col., 2014).

Envolturas de los ovocitos de anfibios

La envoltura de los ovocitos de anfibios es una entidad Unica y discreta, que se
presenta en cuatro formas relacionadas que derivan una de la otra (Hedrick y Hardy,
1991): la envoltura ovérica (presente alrededor de los ovocitos durante su crecimiento
en el ovario), la envoltura celomica (EC) (asociada a los ovocitos de la cavidad
celémica del cuerpo de la hembra), la envoltura vitelina (EV) (presente en los ovocitos
depuestos luego de su transito por el oviducto) y la envoltura de fecundacion (EF)
(asociada a los ovocitos fecundados). Estas envolturas presentan caracteristicas unicas
en al menos tres aspectos:

-su ultraestructura;

-su composicion molecular (excepto para las envolturas ovarica y celémica que

tienen idénticos componentes), v;

-sus propiedades bioldgicas relacionadas a su rol durante la fecundacion.

Los espermatozoides de anfibios pueden unirse y penetrar la EV pero no la
envoltura celdmica de la cual deriva (Cabada y col., 1978; Grey y col., 1977). Como
mencionamos anteriormente (ver secreciones del oviducto de anfibios) fue demostrado
que los cambios en las propiedades bioldgicas de estas envolturas son adquiridos

durante el transito de los ovocitos por el oviducto, y estarian relacionados con una
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actividad proteasa (oviductina) presente en la secrecion oviductal (Cabada y col.,
1978; Miceli y col., 1978; Yoshizaki y Katagiri, 1981; Mariano y col., 1984). La
actividad de esta proteasa sobre la EC causaria la exposicion de los sitios de union a los
espermatozoides y un marcado aumento de la sensibilidad al contenido acrosomal
(Hedrick y Nishihara, 1991; Katagiri y col., 1982) convirtiéndola en la EV. En R
arenarum fue reportado que la conversion de la EC en EV involucra la conversion
proteolitica de glucoproteinas de entre 40 y 55 kDa en glucoproteinas de 41 kDay 38
kDa (Barisone y col., 2003).

Luego de la fecundacion, la EV es convertida en la EF. Este proceso es llevado
a cabo por los componentes de los granulos corticales luego la reaccion cortical. Como
consecuencia de estos eventos la EF se distancia de la membrana plasmatica. En cuanto
a su composicion molecular, la EF de X. laevis muestra tres cambios con respecto a
la EV (Hedrick y Hardy, 1991): aparece un nuevo componente con masa molecular
aparente de 40-45 kDa, el componente gp69/64 (ZPA) sufre prote6lisis limitada
convirtiéndose en una banda de 66/61 kDa, y residuos de N-acetil glucosamina son
removidos de ZPC (Vo y col., 2003). Cambios proteoliticos similares se han observado
en las envolturas de los ovocitos de B. japonicus (Lindsay y col., 1988) y R. arenarum
(Scarpeci y col., 2008). Los cambios quimicos y estructurales en la EF se reflejan en
significativas modificaciones de sus propiedades fisicoquimicas y biologicas. La
envoltura de fecundacion es menos susceptible a lisinas espermaticas que la EV en R.
arenarum (Cabada y col., 1989), B. japonicus (Yamasaki y col., 1988) y X. laevis
(Hedrick y Nishihara, 1991). Ha sido reportado en numerosas especies, incluyendo a
mamiferos y anfibios, que la hidrolisis provocada por las glucosidasas y las proteasas
del contenido cortical sobre la EV (0o ZP) ocasionan modificaciones en sus
oligosacéridos y cambios en su estructura tridimensional perdiendo la EF la capacidad
de unir espermatozoides (Miller y col., 1993b; Kiefer y Saling, 2002; Vo y Hedrick;
2003; Jovine y col., 2004; Linsay y Hedrick, 2004; Scarpeci y col., 2008).

Aspectos funcionales de los gametos durante la fecundacién

El encuentro entre gametos obedece las reglas de una cita a ciegas, ya que
éstas nunca han tomado contacto con anterioridad. Sin embargo, este encuentro debe
cursar de una forma coordinada en tiempo y espacio. Estas caracteristicas son las

gue se discuten a continuacion.
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Quimiotaxis
Los espermatozoides deben recorrer distancias relativamente largas hasta
alcanzar al ovocito. Este trayecto se encuentra guiado por la atraccién que el ovocito

ejerce sobre el espermatozoide.

Quimiotaxis en espermatozoides

La quimiotaxis espermatica o direccionamiento de la trayectoria del
espermatozoide en respuesta a un gradiente quimico, es una caracteristica ampliamente
distribuida en el reino animal; desde los erizos de mar hasta los humanos (Miller,
1985; Cosson, 1990; Eisenbach y Tur-Kaspa, 1994). La actividad quimiotactica de los
ovocitos sobre los espermatozoides de especies marinas fue establecida y aceptada
hace 40 afios. En mamiferos, la existencia de quimiotaxis durante la fecundacion fue
propuesta hace solo 10 afios. Sin embargo, ha sido muy cuestionada hasta nuestros
tiempos. Los motivos de estos cuestionamientos se han basado principalmente en que
una gran cantidad de espermatozoides (del orden de 1x10’ - 1x10°% son directamente
depositados en el tracto reproductor de la hembra; lo que originaria que algunos
espermatozoides pudieran alcanzar al ovocito por aleatoriedad, aun en ausencia de
quimiotaxis (Williams y col., 1993). Otro tipo de cuestionamientos han estado
relacionados a la dificultad en la interpretacion de los resultados vinculados con
diferencias entre quimiotaxis y otros procesos que resultan en la acumulacién

localizada de espermatozoides (Eisenbach, 1999).

Quimiotaxis en espermatozoides de anfibios

En el caso de los anfibios, los estudios experimentales realizados a la fecha
sugieren que la actividad quimiotactica sobre los espermatozoides seria ejercida por
factores difusibles asociados a la cubierta gelatinosa de los ovocitos. Tanto en X. laevis
como en X. tropicalis se ha purificado una proteina de origen oviductal denominada
allurin (~20 kDa), que mostro tener propiedades quimioatractantes de espermatozoides
homadlogos. Allurin fue encontrada tanto en la cubierta gelatinosa de los ovocitos como
en EW y fue capaz de unirse a receptores situados en la pieza media y en la cabeza
del espermatozoide (al-Anzi y Chandler, 1998; revisado en Lindsey y col., 2008). En
concordancia con lo esperado para estos factores, estudios llevados a cabo por Olson
(2001), han demostrado que allurin rapidamente difunde al medio de fecundacion

luego de la deposicion de los ovocitos generando un gradiente de concentracion
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(revisado en Lindsey y col., 2008). Sin embargo, alin no se ha determinado si esta
proteina es indispensable para la fecundacion.

Interaccién entre gametos de anfibios anuros

En los animales con fecundacion externa la primera interaccion entre los gametos
se establece entre el espermatozoide y moléculas que difunden desde la cubierta
gelatinosa (Barbieri y Cabada, 1969).

Entre los roles propuestos para los factores difusibles de la cubierta gelatinosa
podemos mencionar:

- el direccionamiento de los espermatozoides hacia el ovocito o quimiotaxis (al-

Anzi y Chandler, 1998);

- la capacitacion espermatica (Krapf y col., 2007; Krapf y col., 2009);

- la proteccion del acrosoma del espermatozoide frente a cambios de osmolaridad

del medio (Arranz y Cabada, 2000);

- el incremento en la motilidad progresiva del espermatozoide (O Brien y col.,

2011; Krapfy col., 2014).

Junto a las funciones arriba mencionadas, la cubierta gelatinosa de los ovocitos
cumple un rol de proteccion mecanica del embridn y de defensa frente a infecciones por
microorganismos (Katagiri, 1987); un papel que es compartido con las matrices
extracelulares de los ovocitos de todo el reino animal (Hedrick y Nishihara, 1991).

Por otra parte, se ha propuesto que otra de las funciones de la cubierta gelatinosa
seria la de proveer Ca™ y Mg™" al medio circundante. En el momento en que los
ovocitos son depuestos, ocurre una importante difusion de iones de Na*™ y K* al
medio, y en menor medida de Ca™ y Mg*”, provenientes de la cubierta gelatinosa que
acondicionan el medio para la fecundacion. Estas caracteristicas del medio (baja
osmolaridad y la presencia de Ca™ y Mg™™) fueron necesarias para obtener altas tasas
de fecundacion en Bufo japonicus (Ishihara y col., 1984) y R. arenarum (Medina y col.,
2010). En favor de esta hipétesis, se aislé una glucoproteina acida (JGP) capaz de
retener Ca™ y mantenerlo en niveles adecuados para la fecundacion (Shimoda y col.,
1994), y recientemente se identifico una bomba de Ca*", de alta actividad, presente en
el epitelio oviductal que contribuiria a la alta concentracion de Ca™ presente en la
cubierta gelatinosa (Crespo y col, 2014). Otra hipdtesis funcional ha sido que la

cubierta gelatinosa regularia el pH en las inmediaciones del ovocito (Fonovich De
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Schroeder y col., 1993). Esta hipdtesis se basa en el hecho de que las cubiertas
gelatinosas producen una alcalinizacion del medio de inseminacion que activaria a
los espermatozoides (Barbieri y Cabada, 1969). En relacion con estos hallazgos, fue
recientemente demostrado que el HCOg3', utilizado en los experimentos de activacion
espermatica para regular el pH, es un elemento clave en la adquisicion de la capacidad
fecundante de espermatozoides de R. arenarum (Krapf y col., 2007).

Interaccion del espermatozoide con la EV

La interaccion entre gametos es bien conocida en erizos de mar. Los dvulos de
estos animales estan rodeados por la EV y una cubierta gelatinosa. Una vez que los
gametos son liberados al medio acuoso, el contacto del espermatozoide con
polisacaridos sulfatados de la cubierta gelatinosa de los ovocitos (Alves y col., 1997)
desencadena la reaccion acrosémica. Esta interaccion, junto a la especificidad de
especie encontrada en los factores quimiotécticos que guian a los espermatozoides hacia
el ovocito, constituiria la primera barrera especifica de especie, mecanismo que es
compartido en la fecundacion de muchos animales acuaticos (Ward y col., 1985). Una
vez ocurrida la reaccion acrosémica en los espermatozoides de erizo de mar, no sélo se
liberan enzimas hidroliticas que permiten el avance del espermatozoide a través las
cubiertas del ovocito, sino que ademas se genera una extension del proceso acrosomal
en la region anterior de la cabeza del espermatozoide provocada por la polimerizacion
de actina globular. Fue demostrada la existencia de proteinas acrosomales denominadas
bindinas (Vacquier y Moy, 1977) que luego de la reaccion acrosémica se agregarian y
serian expuestas sobre la membrana que recubre a los filamentos de actina del proceso
acrosomal (Moy y Vacquier, 1979). Estas proteinas mediarian una segunda interaccion
especifica de especie (Glabe y Vacquier, 1977; Glabe y Lennarz, 1979) uniéndose a
receptores glucoproteicos (~350 kDa) ubicados en la  superficie del ovulo,
contribuyendo a la unién de los gametos (Ohlendieck y col., 1993; Giusti y col., 1997;
Stears y Lennartz, 1997; Hirohashi y Lennarz, 2001). Ha sido sugerido que tanto los
residuos de azlcar como la region polipeptidica de los receptores de bindina estarian
involucrados en la interaccion especie selectiva con el espermatozoide (Ohlendieck y
col, 1993).

En los mamiferos, la zona pellcida estd compuesta por glucoproteinas altamente

conservadas; aun en no mamiferos (Litscher y Wassarman, 2007). Estas glucoproteinas
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son sintetizadas por el ovocito y fueron denominadas, en raton, mZP1 (200 kDa), mzZP2
(120 kDa) y mZP3 (83 kDa) (Bleil y Wassarman, 1980a; Wassarman, 1999). Hay un
elevado consenso entre la comunidad cientifica sobre la participacion de la ZP en la
interaccion primaria o inicial, especifica de especie, del espermatozoide con el ovocito
(Wassarman y col., 2005), y sobre el rol de la interaccion del espermatozoide con la ZP
en el gatillado de la reaccién acrosomica (Florman y Storey, 1982; Bleil y Wassarman,
1983; Cherr y col., 1986; Macek y col., 1991; Miller y col., 1992). Estudios realizados
en raton, sefialan que los oligosacaridos O-unidos a los residuos de serina 332 y 334 de
ZP3 serian de suma importancia en la interaccion inicial del espermatozoide con el
ovocito (Bleil y Wassarman, 1980b; Florman y Wassarman, 1985; Bleil y Wassarman,
1986; Rosiere y Wassarman, 1992; Kinloch y col., 1995; Litscher y Wassarman, 1996;
Chen y col., 1998). A pesar de la reconocida importancia de los carbohidratos en la
interaccion de los gametos, Florman y col. (1984) mostraron que esta interaccion no
seria suficiente para desencadenar la reaccion acrosomica; sugiriendo que la region
polipeptidica de ZP3 también seria de importancia en la fecundacion. Trabajos
posteriores realizados por Williams y col. (2006), reemplazando regiones del extremo
C-terminal de ZP3 de hamster por los correspondientes de raton, mostraron que la
region polipeptidica codificada por el exdn 7 del gen de ZP3 es reconocida y se une in
vitro al espermatozoide. Otros investigadores también mostraron la importancia de esta
region polipeptidica en el reconocimiento e interaccion de los gametos de raton. (Li y
col., 2007; Rosiere y Wassarman 1992; Millar y col., 1989). Llamativamente, fue
encontrado que esta zona de ZP3 presenta una elevada variabilidad evolutiva respecto
del resto de la proteina, sugiriendo su rol en la restriccion especifica de especie (Kinloch
y col., 1995; Swanson y col., 2001).

A pesar de la existencia de un gran volumen de literatura que soporta la
importancia de los carbohidratos en la interaccion del espermatozoide con los ovocitos
de raton (Benoff, 1997; Tulsiani y col., 1997) existen criticas al modelo anteriormente
descripto. Varios estudios experimentales sugieren que los oligosacaridos de la zona
pellcida no son suficientes para explicar el 100% de la union de los espermatozoides a
la ZP, y que el 20-25% de estas uniones podria ocurrir por mecanismos carbohidrato-
independientes llevando a una fecundacion exitosa (Mori y col., 1997; Litscher y col.,
1995; Johnston y col., 1998). Sin embargo, la existencia de redundancia entre ambos

mecanismos y las bases moleculares de los mecanismos carbohidrato independiente ain
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son desconocidas y aguardan futuras investigaciones (Wassarman Yy Litscher, 2008;
Clark y Dell, 2006).

Varias proteinas espermaticas (EBPs) (del inglés: egg binding proteins) han sido
propuestas como mediadoras de la union especifica de especie con el ovocito,
abarcando desde enzimas a proteinas tipo lectina (tabla 11). Sin embargo, muchas de las
funciones propuestas para estas proteinas han perdido sustento por hallazgos recientes.
A modo de ejemplo, Lu and Shur (1997) encontraron que ratones “nocaut” para la 3-
galactosiltransferasa, una de las EBPs propuestas, son fertiles. Fue encontrado, a su vez,
que sp56, propuesta como receptor de ZP3, esta presente en matriz acrosomal y no en la
membrana plasmatica del espermatozoide (Foster y col., 1997).

Actualmente existe cierto consenso entre la comunidad cientifica sobre la
existencia de mas de una clase de proteina involucrada en la interaccion entre el
espermatozoide y el ovocito, y sobre que especies diferentes podrian usar diferentes
EBPs en esta interaccion (Wassarman y col., 2001). Ha sido propuesto, ademas, que la
especificidad global de la interaccion espermatozoide-ovocito en las distintas especies
de mamiferos podria ser alcanzada por la suma de diferentes etapas de moderada

especificidad (Florman y col., 1999).

Tabla Il. Proteinas de unién a ovocitos encontradas en los espermatozoides de mamiferos.

EBP

Comentario

Referencia

-galactosiltransferasa

Proteina de la mp del sp que une residuos
NacGlc sobre ZP3 (ratdn).

Miller y col., 1992; Lu y
Shur, 1997.

ZRK (del inglés: Zona
Receptor Kinasa)

Protein tirosin quinasas que uniria la mzZP3
(ratén; humano).

Burks y col., 1995.

Fosfolipasa A, (PLA2)

Proteina de la mp del sp vinculada a la fusion
de los gametos (humano).

Fryy col., 1992.

Proteina de unién a
manosa

Proteina de la mp del sp que uniria residuos
manosa sobre ZP (ratén, humano, etc.).

Cornwall y col., 1991.

Espermadhesinas

Proteina  tipo lectina que uniria

0O-oligosacaridos de la ZP (jabali).

Dostalova y col., 1995.

Zonadhesina

Proteina de la mp del sp que mediaria la unién
a la ZP (cerdo; ratén).

Hardy y Garbers, 1995;
Gao y Garbers, 1998.

la ZP (conejo).

sp56 Proteina del acrosoma del sp que uniria | Cheng y col., 1994;
oligosacéridos de mZP3; entre otras (ratén). Foster y col., 1997.

B-fertilina Proteina implicada en la interaccion de las mp | Choy col., 1998.
de los gametos (raton).

ciritestina Proteina de la mp del sp implicada en la | Shamsadiny col., 1999.
interaccion con la ZP (ratdn).

Ilzumol Proteina de la mp del sp implicada en la fusion | Inoue y col., 2005.
de los gametos (ratdn).

P-selectina Proteina de la mb acrosomal que interacciona | Gengy col., 1997.
con ZP (porcino).

PH20 Hialuronidasa de la mb acrosomal interna del | Hunnicutt y col., 1996.
sp que interacciona con ZP2 (cobayo).

P17 Proteina del acrosoma del sp con afinidad por | Richardsony col., 1994,

mp: membrana plasmatica; sp: espermatozoide; NacGlc: N-acetil glucosamina. Adaptada de
Wassarman, 1999; Miller y col., 2002.
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En los mamiferos, se ha encontrado, ademé&s, que varias proteinas del
espermatozoide reaccionado son capaces de interaccionar con la ZP (Richardson y col.,
1994; Hunnicutt y col., 1996; Cheng y col., 1997). Es sugerido, que una vez
desencadenada la reaccion acrosomica, proteinas de la membrana acrosomal interna
interaccionarian con ZP2 impidiendo que los espermatozoides fecundantes se suelten

del ovocito, ayudando en la penetracion de la ZP (Bleil y col., 1988b).

En los anfibios, tanto las modificaciones quimicas que ocurren en la EC de los
ovocitos durante su transito por el oviducto, como la interaccion de los espermatozoides
con los componentes difusibles de la cubierta gelatinosa, son necesarias para que los
espermatozoides reconozcan y fecunden a los ovocitos.

En X. laevis fue encontrado que ZPC (homologa a ZP3) es el principal
componente de la EV que interacciona con los espermatozoides no reaccionados. ZPA
(homdloga de ZP2) también mostré capacidad de unidn a estos espermatozoides pero en
menor medida (Vo y Hedrick, 2000). El pretratamiento de ZPC con PNGasa-F, una
enzima que remueve oligosacaridos unidos a polipéptidos mediante unién N-
glucosidica, elimind su capacidad de unir espermatozoides, mostrando la importancia de
estos oligosacéridos en la interaccion de los gametos (Vo y Hedrick, 2000). Tian y col.
(1997) también mostraron que los carbohidratos de ZPA serian importantes en la
interaccion inicial de la EV con los espermatozoides. Los carbohidratos de una de las
glucoproteinas de la EV (gp 36-39 kDa) fueron sefialados como los principales
componentes involucrados en la interaccion con los espermatozoides en B. japonicus
(Omata y Katagiri, 1996). Estos hallazgos demuestran, en su conjunto, la importancia
que tienen los carbohidratos en el reconocimiento y la unién de los gametos en los
anfibios. Sin embargo, en X. laevis s6lo una mezcla de ZPA, ZPB y ZPC en la misma
proporcion que la encontrada en la EV logré alcanzar los niveles de union de
espermatozoides encontrados cuando se utilizd0 EV aislada. Esto sugiriere, que el
contexto estructural de la EV también podria ser importante en la presentacion del
receptor espermatico, o que la union estable de los espermatozoides requiere el
reconocimiento de un complejo hetero-oligomeérico formado por todas las
glucoproteinas de la EV (Vo y Hedrick, 2000).

A diferencia de lo encontrado en los mamiferos, los espermatozoides reaccionados

de anfibios no mostraron capacidad de interaccion con la EV (Vo y Hedrick, 2000).
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En R. arenarum, modelo de estudio en este trabajo de tesis, se demostrd que gp41l
(homologa a ZPC) se une in vitro a espermatozoides homologos, mientras que gp75
(homologa de ZPA) y gp38 interaccionaron en menor proporcion (Barisone y col.,
2007). Trabajos realizados por otros autores también mostraron la interaccion de estas
glucoproteinas con los espermatozoides de R. arenarum (Scarpeci y col., 2008; Barrera
y col., 2012). Sin embargo, el rol de los carbohidratos de la EV en la interaccion de los

gametos aln no es claro en esta especie.

Reaccion acrosémica

En Mamiferos, la estimulacion de espermatozoides capacitados con ZP
solubilizada, dispara la reaccion acrosomica (para una revision ver Buffone y col.,
2014). Esto llevo a interpretar que, in vivo, el contacto del espermatozoide con la ZP
era el evento desencadenante de la reaccién acrosomal. Sin embargo, evidencias
recientes discuten este paradigma, indicando que el espermatozoide fecundante seria
aquel que contacta a la ZP con su acrosoma ya reaccionado (Jin y col., 2011). Por otro
lado, en anfibios, el contacto del espermatozoide intacto con la EV desencadenaria la
reaccion acrosémica (Ward y Storey, 1984; Barisone y col., 2002; Hedrick, 2008).
Como fue descrito, el acrosoma es una gran vesicula membranosa secretoria ubicada
en la region apical de la cabeza del espermatozoide (Eddie y O Brien, 1994;
Yanagimachi, 1994). La membrana acrosomal que subyace por debajo de la membrana
plasmatica es denominada membrana acrosomal externa mientras que la membrana
acrosomal ubicada por encima del nucleo es denominada membrana acrosomal interna.

Durante la reaccion acrosomica, la membrana acrosomal externa se fusiona con la
membrana plasmatica en mdltiples puntos. Como consecuencia, se libera el contenido
de la matriz acrosomal (mayormente hidrolasas) y se generan vesiculas hibridas
(vesiculas acrosomales) formadas por fragmentos de la membrana plasmatica de la
cabeza del espermatozoide y de la membrana acrosomal externa; quedando expuesta la
membrana acrosomal interna (Cardullo y Florman, 1993) que se fusiona con la

membrana plasmatica remanente (Fig. 7).
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Figura 7. Esquema de los cambios morfolégicos que ocurren en un espermatozoide de
mamifero durante la reaccion acrosémica. El curso de la reaccion acrosomica se indica de A
a D. A- Cabeza de un espermatozoide con su acrosoma intacto. B- Fusion de la membrana
acrosomal externa (MAE) con la membrana plasmatica (MP) en multiples puntos y liberacion
del contenido de la matriz acrosomal. C- Vesiculas acrosomales generadas, compuestas por la
MAE y la MP. D- Cabeza del espermatozoide reaccionado exponiendo la membrana acrosomal
interna (MAI).

Fusion de membranas y activacion del metabolismo del cigoto

Una vez que el espermatozoide reconoce e interacciona con el ovocito, las
enzimas acrosomales liberadas durante la reaccion acrosémica actuan sobre la ZP o EV
permitiendo el avance del espermatozoide y la fusion de su membrana plasmatica con la
del ovocito Trabajos recientes realizados en mamiferos (ratén) demostraron que lzumo-
1, una proteina integral de la membrana plasmética del espermatozoide, es
indispensable para la union los gametos a nivel de sus membranas plasmaticas
facilitando su fusion (Wassarman, 2014).

Luego de ocurrida la fusion de los gametos los siguientes eventos durante la
fecundacion son dirigidos hacia la reconstitucion de un nucleo diploide y hacia la
activacion del metabolismo del cigoto para generar un nuevo organismo (Gilbert, 2005).
Debido a que estos procesos no tienen relevancia en este trabajo de tesis sus aspectos

moleculares no seran detallados.

Prevencion de la polispermia

La polispermia, entrada de mas de un espermatozoide al ovocito, lleva a
consecuencias letales para el embrion en la mayoria de los organismos estudiados. De
este modo, la mayoria de las especies han evolucionado desarrollando mecanismos para

garantizar la fecundacién del ovocito por un Unico espermatozoide. En el évulo de erizo
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de mar existen dos mecanismos que previenen la polispermia: uno rapido y transitorio,
que ocurre entre 1 a 3 segundos luego de la entrada del primer espermatozoide, y uno
lento y permanente, que ocurre dentro del minuto de fecundado el 6vulo.

El bloqueo rapido de la polispermia se produce por un cambio en el potencial de
la membrana plasmatica del ovocito (de -70 mV, citoplasma negativo, a +20 mV)
provocado por un influjo regulado de iones sodio hacia su interior, que impide a los
espermatozoides fusionarse con su membrana plasmatica (Jaffe, 1976).

El bloqueo lento de la polispermia es llevado a cabo por la reaccion cortical, luego
de la fusion exitosa entre los gametos. Como ya mencionamos, inmediatamente por
debajo de la membrana plasmaética del 6vulo se encuentra maltiples granulos corticales
que se fusionan con la membrana plasmaética liberando su contenido al espacio
periplasmico. Entre las moléculas liberadas se encuentran proteasas, glucosidasas,
lectinas y mucopolisacaridos que modificarian de forma permanente la cubierta del
cigoto de manera que ningun otro espermatozoide pueda fecundarlo (Gilbert, 2005).

En los mamiferos la estrategia para el bloqueo de la polispermia varia segun la
especie (Jaffe y Cross, 1984). Mientras que en hamster sélo tiene lugar el blogueo lento
de la polispermia (Austin, 1955), en conejos sélo ocurre el bloqueo rapido (Braden y
col., 1954). En raton, ambos mecanismos, rapido y lento, aseguran el blogueo de la
polispermia (Braden y col., 1954; Wolf, 1978).

En los Anuros, la fecundacion es monospérmica, y tienen lugar ambos
mecanismos de bloqueo de la polispermia (Cross y Elinson, 1980).
Particularmente, en X. laevis, tres mecanismos moleculares han sido descriptos
que contribuyen al bloqueo lento de la polispermia:
- Greve y col. (1985) reportaron que durante la reaccion cortical se libera una
enzima con actividad N-acetil-glucosaminidasa al espacio perivitelino. Estudios
posteriores (Prody y col., 1985) demostraron que el pretratamiento de ovocitos
con esta enzima los transforma en no fecundables. Vo y col. (2003) demostraron
que la N-acetil-glucosaminidasa de los granulos corticales remueve residuos de N-
acetil-glucosamina terminales de ZPC (el principal receptor espermatico de la EV
en esta especie) que serian esenciales para la unién de los espermatozoides con la
EV.
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- Linsay y Hedrick (2004) aislaron una proteasa del exudado de los granulos
corticales de ovocitos activados con iondforo de Ca™ que fue capaz de replicar los
cambios proteoliticos ocurridos en ZPA durante la transformacion de la EV en la
EF. Es actualmente aceptado que la ruptura proteolitica de ZPA provoca cambios
conformacionales globales en las glucoproteinas que componen la EV, que
llevarian a un enmascaramiento u ocultamiento de los sitios de union a los
espermatozoides de la EV y a su endurecimiento. De este modo, la ruptura
proteolitica de ZPA contribuiria tanto fisica como quimicamente a la prevencion
de la polispermia. Resultados similares han sido reportados en R. arenarum
(Barisone y col., 2003; Scarpeci y col., 2008).

- Nishihara y col. (1986) reportaron la existencia de una lectina en los granulos
corticales de X .laevis que es también liberada durante la reaccién cortical. Fue
mostrado que esta lectina difunde a través del espacio perivitelino y de la EV para
unirse a su glucoproteina ligando en la capa mas interna de la cubierta gelatinosa
de los ovocitos (J1). Esta interaccién lleva a la formacion de un heteropolimero
lectina-ligando insoluble (capa de fecundacién o capa F) que previene que los
espermatozoides se unan a la superficie de la EV (Wyrick y col., 1974; revisado
en Hedrick, 2008). Ha sido propuesto que la capa F blogquearia fisicamente el

acceso al receptor espermatico en las glucoproteinas de la EV.

Importancia de las glucosidasas y carbohidratos en la fecundacion

La importancia de los carbohidratos y las glucosidasas en la fecundacion ha sido
largamente documentada. En distintas especies, abarcando desde los humanos hasta las
ascidias, se ha reportado que las glucosidasas no sélo participan en la interaccion inicial
entre los gametos, sino ademas en el avance del espermatozoide a través de las cubiertas

del ovocito y en la prevencion de la polispermia.

En ascidias, el modelo actualmente aceptado y respaldado por los hallazgos de
diferentes laboratorios (Rosati y De Santis, 1980; Honegger, 1982; Hoshi y col., 1985;
Honegger, 1986; Lambert, 1986; Lambert, 1989a; Godknecht y Honegger, 1991;
Godknecht y Honegger, 1995) propone que glucosidasas de la membrana plasmatica de
los espermatozoides reconocerian residuos glucosidicos en la cubierta vitelina del 6vulo
formando un complejo que uniria a ambos gametos. La actividad de las glucosidasas,

como enzima o como lectina, seria modulada por el pH de su microentorno. Al pH del
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agua de mar (pH~8), las glucosidasas, que poseen un pH 6ptimo &cido (pH~4), tendrian
muy poca actividad catalitica y actuarian a modo de lectinas facilitando la unién de
gametos.

Las glucosidasas de ascidias también fueron vinculadas a la prevencion de la
polispermia, ya que modifican quimicamente, o bloquean fisicamente, los ligandos
glucosilados del 6vulo que interactian con los espermatozoides (Pinto y col., 1981;
Hoshi y col., 1985; Honegger y Koyanagi, 2008). Fue demostrado, que ovocitos de
Ascidia nigra liberan una N-acetil glucosaminidasa al agua de mar luego de la
fecundacion. Esta glucosidasa inactiva residuos de N-acetil glucosamina sobre la
envoltura vitelina de los évulos impidiendo la unién supernumeraria de espermatozoides

y contribuyendo a la prevencion de la polispermia (Lambert 1986; Lambert, 1989b).

En ratdn, estudios realizados en diversos laboratorios sugieren que residuos
terminales de N-acetil glucosamina, galactosa y manosa (Shur y Hall, 1982; Bleil y
Wassarman, 1988a; Cornwall y col., 1991; Miller y col., 1992) presente en los
oligosacéridos de ZP3 estarian involucrados en una interaccion tipo lectina con las
EBPs. En humanos residuos de N-acetil glucosamina, manosa, fucosa y galactosa han
sido vinculados a la union de los espermatozoides con la ZP (Miranda y col., 1997). En
la membrana plasmaética de los espermatozoides de las moscas de la fruta Drosophila
melanogaster y Ceratitis capitata tres glucosidasas potencialmente involucradas en la
fecundacion han sido reportadas: N-acetil glucosaminidasa, a-manosidasa y o-L-
fucosidasa (Cattaneo y col., 1997; Intra y col., 2006; Intra y col., 2011). De este modo,
las glucosidasas parecen estar presentes en los gametos de muchas de las especies de
vertebrados e invertebrados estudiadas y muchas de ellas fueron vinculadas a la

fecundacion.

N-acetil-B-D-glucosaminidasa

Entre las glucosidasas, la N-acetil-B-D-glucosaminidasa (EC 3.2.1.52) ha sido
vinculada a la fecundacion en numerosas especies de animales y merece particular
atencion en este trabajo de tesis.

En humanos la N-acetil glucosaminidasa fue implicada en la interaccion de los

espermatozoides con la ZP (Miranda y col., 2000; Perez Martinez y col., 2008).
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Miller y col. (1993a) reportaron la existencia de N-acetil glucosaminidasa en el
acrosoma de los espermatozoides de raton, que es liberada durante la reaccion
acrosomica, y que facilita el pasaje del espermatozoide a través de la ZP removiendo las
uniones estables espermatozoides-ZP. La N-acetil glucosaminidasa fue también
encontrada en los granulos corticales de los ovocitos de raton (Miller y col. 1993b). Esta
enzima es liberada durante la reaccién cortical y participaria del bloqueo de la
polispermia inactivando residuos de N-acetil glucosamina en los oligosacaridos de ZP3
que serian reconocidos por el espermatozoide. En héamster, una N-acetil
glucosaminidasa de espermatozoides estaria implicada en la interaccién inicial con
residuos N-acetil glucosamina de la ZP (Zitta y col., 2004; Zitta y col., 2006).

En los géneros Ascidia y Phallusia la N-acetil glucosaminidasa es sefialada como
la glucosidasa responsable en la union de los gametos y de la prevencion de la
polispermia (Lambert, 1986; Lambert, 1989a; Lambert, 1989b; Matsuura y col., 1993;
Godknecht y Honegger, 1991; Godknecht y Honegger, 1995).

En D. melanogaster fue encontrado que una N-acetil glucosaminidasa de la
membrana plasmatica del espermatozoide ubicada en la zona que cubre al acrosoma es
indispensable para la fecundacion. Machos mutantes para esta N-acetil glucosaminidasa

(mutantes casanova) son infértiles (Perotti y col., 2001).

Caracteristicas bioquimicas y estructurales de la N-acetil-B-D-glucosaminidasa

A pesar de su rol asociado a la fecundacion, la N-acetil-B-D-glucosaminidasa es
una glucosidasa de origen lisosomal. Es clasificada como una [(-N-acetil
hexosaminidasa o -hexosaminidasa (Hexosaminidasa o Hex) debido a muchas de ellas
pueden catalizar la remocion eficiente tanto de residuos de N-acetil glucosamina
(NacGlIc) como de residuos N-acetil galactosamina (NacGal) terminales desde los
extremos no reductores de glucoconjugados; como ser glucolipidos, glucoproteinas,
proteoglucanos, etc. (Beeley, 1985).

En los mamiferos 3 isoformas de la Hex han sido caracterizadas; cada una de ellas
compuesta por la homo o heterodimerizacién no covalente de dos subunidades proteicas
distintas denominadas o y B. Estas isoformas son denominadas HexA (heterodimero
af), Hex B (homodimero ) y Hex S (homodimero o).

En humanos la Hex ha sido profundamente estudiada dado que su deficiencia

causa un conjunto de enfermedades neurodegenerativas letales denominadas GM2
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gangliosidosis (Tay-Sachs, Sandhoff y variante AB). Los genes que codifican las
subunidades o y B fueron identificados y caracterizados en humanos (Proia y Soravia;
1987; Proia, 1988). Fue encontrado que HEXA (codificante para la subunidad o) y
HEXB (codificante para la subunidad B) se encuentran ubicados en distintos
cromosomas (HEXA en el cromosoma 15 y HEXB en el cromosoma 5) y que presentan
la misma estructura exon-intron (14 exones interrumpidos por 13 intrones). El analisis
de las secuencias gendmicas reveld la conservacion, en ambos genes, de los sitios en
donde las secuencias intronicas interrumpen a las secuencias codificantes. Estos
hallazgos, junto a la elevada homologia de secuencia encontrada entre las subunidades
a Yy B (>50% de identidad de aminoacidos), hacen suponer que ambos genes tienen un
origen evolutivo comdn a partir de la duplicacién y divergencia de un gen ancestral
(Proia, 1988).

Las subunidades o y B son sintetizadas como pre-pro-precursores glucosilados
que dimerizan en el aparato de Golgi (Proia y col., 1984) y alcanzan el lisosoma por la
ruta de la manosa-6-fosfato (Sonderfeld-Fresko y Proia, 1989). La obtencién de las
subunidades maduras requiere primero la ruptura proteolitica del péptido sefial de
anclaje al reticulo endoplasmico rugoso (RER) y luego la protedlisis de regiones
estructuralmente expuestas en el lisosoma. Estudios realizados en humano demuestran
(Mahuran y col., 1988) que la subunidad o es sintetizada como un pre-pro-polipéptido
de 60,5 kDa. Luego de la ruptura de su péptido sefial (~2,3 kDa), el pro-polipéptido o es
finalmente procesado mediante la ruptura proteolitica de un pro-péptido N-terminal de
~7,8 kDa dando origen a la subunidad o madura (~50,4 kDa).

El precursor de la subunidad B (61,8 kDa) sufre dos modificaciones proteoliticas
importantes luego de la eliminacion de su péptido sefial (~2,3 kDa) en el RER. Al igual
que en la subunidad o, el pro-polipéptido B sufre la ruptura proteolitica de un pro-
péptido de ~10 kDa en su extremo N-terminal. Ademas, el precursor de la subunidad 3
sufre la protedlisis adicional de un tri (en HexB) o tetrapéptido (en HexA) interno dando
origen a dos mitades, denominadas Bb (mitad amino terminal) y Ba (mitad carboxilo
terminal), que se mantienen unidas por enlace disulfuro (Mahuran y col., 1988; Hubbes
y col., 1989). Schuette y col. (2001) demostraron que los pro-péptidos removidos de las
precursores de las subunidades o y B se mantienen unidos covalentemente por enlace

disulfuro en las subunidades maduras.
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En la figura 8 se muestra un diagrama de los procesamientos proteoliticos que

sufren los precursores de las subunidades o y B de humano.

A'NHZ-| I L COO-
P——
B- Bb Ba

NHA ] [
Ls—sd  Ls—s-

FCOO-

Figura 8. Esquema de los polipéptidos estructurales que componen las distintas isoformas
de la Hex de humano. A- subunidad o madura. B- subunidad $ madura. En canela se indican
los pro-péptidos.

La estructura molecular de las isoformas A y B de la Hex fueron obtenidas por
difraccion de rayos X (Mark y col., 2003; Lemieux y col., 2006). Un analisis de estas
isoformas reveld que tanto la subunidad o como la B poseen un sitio activo funcional
(Kytzia y Sandhoff, 1985) compuesto por 12 residuos de aminoécidos end6genos mas
un residuo de tirosina (Tyr) exdgeno aportado por la subunidad apareante. El anélisis de
los residuos de aminoacido que componen el sitio activo en ambas subunidades revel6
que comparten la identidad de 10 de los 12 residuos de aminoacido endégenos que los
constituyen. Entre los residuos de aminoacidos disimiles, fue encontrado que la
subunidad o posee un residuo de asparagina (Asn423) y uno de arginina (Arg424) que
son reemplazados por un residuo de aspartato (Asp452) y uno de leucina (Leu453) en la
subunidad B. Estos residuos de aminoacido otorgan diferenciales de cargas a los sitios
activos de ambas subunidades que cambian la especificidad de los sustratos que las
distintas isoformas de la Hex (A, S o B) pueden metabolizar. Mientras que las isoformas
A(ap) y S(ae) pueden metabolizar residuos de NacGlc y NacGal terminales tanto de
sustratos neutros como de aquellos negativamente cargados (como por ejemplo los que
poseen sulfatos o acido sialico en su estructura) debido a la presencia de subunidades o
en su estructura, la isoforma B (homodimero BB) solo puede metabolizar sustratos
neutros. Esto es debido a que el residuo de Asp452 le confiere carga negativa al sitio
activo de la subunidad B haciendo que repela el ingreso de sustratos negativamente
cargados. La figura 9 muestra un diagrama estructural de los sitios activos encontrados

en las subunidades a y 8 de la HexA de humano.

30



I. Introduccion

Figura 9. Estructura cristalografica de los sitios activos de las subunidades a. (en verde) y
B (en rosa) de la HexA de humano enlazados al inhibidor N-acetilglucosamina tiazolina.
Las letras simbolizan los residuos de aminoacido que los componen (W: triptéfano; R: arginina;
Y: tirosina; D: aspartato; L: leucina; N: asparagina; E: glutamato; H: histidina). La posicién de
los residuos de aminoacido en el polipéptido correspondiente se indica con numeros. Figura
tomada de Lemieux y col., 2006.

Glucosidasas y carbohidratos en la fecundacion de los anfibios

Vo y Hedrick (2000) encontraron que los residuos N-acetil glucosamina y fucosa
terminales de los oligosacaridos complejos de ZPC estarian involucrados en la
interaccion de los gametos en X. laevis. En Bufo japonicus residuos de N-acetil
galactosamina y/o acido sialico estarian involucrados en la interaccion de la EV con los
espermatozoides (Omata y Katagiri, 1996).

En R. arenarum, las principales proteinas que componen la EV (gp120, gp75,
gp41 y gp38) mostraron la presencia de oligosacaridos en sus estructuras (Barisone y
col., 2003). Estudios realizados con lectinas sobre estas glucoproteinas, tanto en EC, EV
como en EF, mostraron la presencia de residuos de N-acetil galactosamina, acido sialico
y/o N-acetil glucosamina en todos ellas. Interesantemente, los residuos de N-acetil
galactosamina encontrados en gp75 se pierden durante la conversion de la EV en la EF,
sugiriendo que su hidrolisis podria estar catalizada por el producto de los granulos
corticales (Barisone y col., 2003).

Los mismos estudios fueron realizados con ovocitos o embriones enteros. En ellos
se observd que los residuos de manosa (o glucosa), galactosa y N-acetil galactosamina
estarian expuestos sobre su superficie. Los residuos de acido sidlico o N-acetil
glucosamina y fucosa no fueron accesible a las lectinas en estos experimentos (Barisone
y col., 2003).
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La Hexosaminidasa ha sido vinculada a la fecundaciéon también en los anfibios.
En X. laevis, una Hex presente en los granulos corticales de los ovocitos fue vinculada a
la prevencion de la polispermia (ver prevencion de la polispermia en anfibios) (Grave y
col., 1985; Prody y col., 1985; Vo y Hedrick, 2003).

En R. arenarum la Hex fue la principal glucosidasa presente en el contenido
acrosomal de los espermatozoides. Ademas, un pequefio porcentaje se encontro
asociada a las membranas de los espermatozoides reaccionados (Martinez y col. 2000).
La adicion de los azucares NacGlc o NacGal (inhibidores competitivos de la Hex) a
concentraciones 100mM en el medio de fecundacion redujo la tasa de fecundacion a
~1% en este anfibio. Resultados similares fueron encontrados cunado la Hex fue
competida con otra Hex exdgena a modo de lectina o con anticuerpos a-Hex (Martinez
y col., 2000). Estos hallazgos fuertemente sugirieren la participacion de esta glucosidasa
en la fecundacion de R. arenarum. Sin embargo, la etapa de la fecundacion en la que
interviene (union inicial de los gametos, pasaje de la cubierta vitelina o prevencion de la
polispermia), la participacion de otras glucosidasas en la fecundacion de este anfibio, y

los residuos de azucares involucrados, aun se desconocen.
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OBJETIVOS

En los animales, incluyendo a los equinodermos, anfibios y mamiferos, el
reconocimiento y la interaccion entre los gametos es un paso decisivo para garantizar una
fecundacidn exitosa que lleve a la generacion de un nuevo individuo. De esta manera, la
caracterizacion de las moléculas involucradas en estas interacciones ha sido tema de estudio
en numerosas especies animales. Como se desprende de la introduccion, en muchos de
ellos, abarcando desde el humano hasta las ascidias, fue encontrado que las glucosidasas,
los carbohidratos y sus interacciones juegan roles esenciales durante la fecundacion, no
solo en la interaccion entre los gametos sino, ademas, en el pasaje del espermatozoide a
través de las cubiertas del ovocito como en la prevencion de la polispermia.

Las glucosidasas son encontradas en los gametos de casi todas las especies
estudiadas. De este modo, la comunicacién entre los gametos mediado por interacciones
proteina-carbohidrato parece ser un mecanismo ampliamente distribuido en el reino animal.
Sin embargo, los mecanismos moleculares involucrados en estas interacciones, como el rol
que juegan las glucosidasas en cada uno de ellos, ain no son completamente conocidos en

los vertebrados.

En este trabajo de tesis se planted como objetivo general la identificacion y el estudio
de glucosidasas asociadas a la fecundacion de los anfibios anuros X. laevis y R. arenarum
como un prerrequisito para ahondar en la caracterizacion de los mecanismos moleculares
involucrados en la fecundacién de los vertebrados. Se pondra especial énfasis en el estudio
de la Hex puesto que trabajos previos desarrollados en nuestro laboratorio la vinculan

potencialmente a la fecundacion R. arenarum.

Se plantearon como obijetivos particulares:

- Caracterizar estructural y funcionalmente la Hex de anfibios.
- Desarrollar anticuerpos especificos anti-Hex como paso previo a la caracterizacion

inmunoquimica de la Hex de gametos de X. laevis y R. arenarum.
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- Evaluar la presencia de la Hex y de otras glucosidasas en los gametos de estas especies y
determinar su localizacion subcelular como un prerrequisito para vislumbrar su posible rol
en la fecundacion.

- Determinar la existencia de diferentes isoformas de la Hex en los gametos de Anfibio y si
alguna de ellas esta relacionada con la fecundacion.

- Identificar glucosidasas de R. arenarum que participen en la fecundacion y las etapas en la

que estarian involucradas.
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CAPITULO 1I: MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) a
menos que de otro modo se diga. Los reactivos 4-metilumbeliferil-N-acetil-p-D-
glucosaminida (MUG) vy 4-metilumbeliferil-N-acetil-B-D-glucosaminida-6-sulfato
(MUGS) fueron obtenidos de la empresa Calbiochem (San Diego, CA). Los adyuvantes
de Freund completo e incompleto fueron adquiridos de Bio-Rad (Hercules, CA). La
membrana de nitrocelulosa, los anticuerpos a-l1gG de conejo conjugados a peroxidasa y
las placas de rayos X fueron compradas en Amersham Biosciences (Buckinghamshire,
UK). La resina de Glutation Sepharose™ 4 fast flow fue adquirida de Amersham
Biosciences (Uspalla, Suecia). Los filtros de centrifuga Centricon YM-10 fueron
comprados a Amicon (Bedford, MA). Los anticuerpos a-lgG de conejo conjugados a
Cy3 0 Alexa Fluor® 488 se obtuvieron de Chemicon International (Temecula, CA). La
2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona se adquirio en Santa Cruz Biotechnology.

Buffers y soluciones utilizadas

- Buffer de fosfatos salino (PBS 1X): NaCl 137mM; KCI 2,7 mM; Na,HPO4 10mM;
KH,PO4 1,76 mM; pH=7 4.

- Buffer Tris Salino (TBS 1X): Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM; pH=7,5.

- Buffer TEN: (Tris-HCI 50 mM; NaCl 200 mM; EDTA 1 mM; pH=8,0.

- Solucién de tripsina/EDTA (en PBS 1X): Tripsina 0,05% p/v; EDTA 1,25 mM.

- Solucion Ringer: NaCl 110 mM; KCI 2 mM; CaCl,: 1,4 mM.

- Solucién Ringer-Tris: solucion Ringer, Tris-HCI 10 mM, pH=7,6.

- Solucion Ringer 10%: solucion Ringer diluida 10 veces en H,Od suplementada con
Tris-HCI 10mM, pH=7,6.

- Solucion de extraccion de envolturas vitelinas: NaCl 110 mM; KCI 2 mM; EDTA

10 mM; Tris-HCI 10 mM pH 7,6.

Medios de cultivo para células bacterianas
Los cultivos de E. coli fueron crecidos en medio Luria Bertani (LB): peptona de
caseina (10 g/l), extracto de levadura (5 g/l), NaCl (10 g/l). Cuando el medio se

necesito en estado sélido fue adicionado agar al 1,5% p/v.
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Animales

Especimenes adultos de R. arenarum (~150g) fueron recolectados en las
cercanias de las ciudades de Rosario y Laguna Paiva (Santa Fe, Argentina), entre los
meses de marzo y noviembre. Los animales fueron mantenidos en condiciones
saturadas de humedad a 16 °C hasta su uso. Los experimentos fueron realizados de
acuerdo a la guia para el uso y mantenimiento de animales de laboratorio de la
facultad de Ciencias Biogquimicas y Farmaceuticas de la Universidad Nacional de
Rosario.

Trozos ovario de una hembra adulta de X. laevis fueron obtenidos siguiendo los
protocolos aprobados por la facultad de Ciencias de la Universidad de Chile y
gentilmente suministrados por el Dr. Francisco Romero.

Los ovocitos depuestos y cigotos de X. laevis fueron gentilmente suministrados
por el Dr. Manuel Aybar (Departamento de Biologia del Desarrollo - INSIBIO;
Conicet-UNT).

HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS
- Analisis, alineamientos de secuencias, y busquedas por homologia, en bases de
datos de libre acceso

Las busquedas por homologia en bases de datos de secuencias de libre acceso
(GenBank, NIBB, etc.) fueron realizadas usando los programas tblastn y blastx. Los
alineamientos de secuencias fueron realizados usando el programa ClustalW?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). EI anélisis de las secuencias fue realizado
usando los programas y herramientas ofrecidas en Expasy Proteomics Server
(http://www.expasy.org/). El analisis del indice antigénico y la traduccién in silico de
las secuencias de ADNCc se realizaron con los programas Protean y EditSeq (DNAstar,
Inc.).

El analisis de los dominios proteicos de la Hex de X. laevis AEJ87970 fue
realizado en la base de datos Pfam 27.0 (http://pfam.xfam.org/). Los péptidos sefial de
anclaje al reticulo endoplasmico rugoso fueron predichos con el programa SignalP 4.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
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- Obtencion de cebadores para PCR
Los cebadores utilizados para la secuenciacion completa del ADNc XL250c1lex

y las reacciones de PCR realizadas en esta tesis fueron disefiados con el programa

Primer3Plus (www.bioinformatics.nl/primer3plus).

- Obtencion de la secuencia completa del ADNc JN127371

El marco de lectura abierto (ORF; del inglés Open Reading Frame), codificado en
el ADNc JN127371, fue obtenido de manera completa secuenciando el inserto del
plasmido del clon XL250c11ex provisto por el Instituto Nacional de Biologia Bésica de

Japon (NIBB) utilizando los cebadores mostrados en la siguiente tabla:

Tabla I11. Cebadores utilizados para obtener la secuencia completa del ORF JN127371

Cebador Posicion Secuencia5” 3 pb Tm (°C)

SP6 vector pCS2p+ | TATTTAGGTGACACTATAG 19 42,0
(0o pcDNA3)

Directo Interno al ADNc | GCTGGAGACTTTCAGTCAAC 20 53,4

Reverso | Internoal ADNc | AATTGGTTGGTTCAACTCTG 20 50,8

T7 vector pCS2p+ | TAATACGACTCACTATAGGG 20 47,0
(0o pcDNA3)

Las secuencias obtenidas en las reacciones de secuenciacién fueron analizadas y
solapadas con la ayuda de los programas BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/
bioedit.html) y MEGA 5.0 (http://www.megasoftware.net/).

Para los andlisis de identidad y similitud de residuos de aminoéacidos realizados
con la Hex AEJ87970 (ORF JN127371) se utilizaron las siguientes Hex de vertebrados
caracterizadas: subunidad  de humano: UniProt ID: P07686; subunidad o de humano
UniProt ID: P06865; subunidad (3 de ratén: UniProt ID: P20060; subunidad o de raton:
UniProt ID: P29416; subunidad B de rata: UniProt ID: Q6AXR4; subunidad o de rata:
UniProt ID: Q641X3; subunidad  de gato: UniProt ID: P49614; subunidad 3 de cerdo:
UniProt ID: Q29548; subunidad o bovina: UniProt ID: QOV8R6.

- Obtencion del gen de la Hex de X. tropicalis
Las basquedas de secuencias en el genoma de X. tropicalis (ensamble

JGl14.2/xenTro3-noviembre de 2009) y los analisis genomicos fueron realizados
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utilizando las herramientas bioinformaticas (Blat search genome, etc.) ofrecidas en
UCSC Genome Bioinformatics (https://genome.ucsc.edu/).

TECNICAS APLICADAS A ACIDOS NUCLEICOS
- Aislamiento y purificacion de ADN plasmidico

Para la obtencion de ADN plasmidico puro a partir de células bacterianas (E. coli)
se utilizo el kit comercial Wizard plus Minipreps DNA Purification System (Promega,
EEUU), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. EI ADN plasmidico

obtenido fue resuspendido en H,Od estéril y conservado a -20 °C hasta su uso.

- Electroforesis en gel de agarosa

La separacion de las moléculas de ADN se llevo a cabo por electroforesis en gel
de agarosa. Los geles se prepararon en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40mM; EDTA 2
mM). La concentracion de agarosa utilizada varid de 0,7% a 2% p/v segun el tamafio de
las moléculas de ADN a separar. Las muestras se sembraron mezclando previamente el
ADN con el siguiente buffer de siembra 6X: Tris-HCI 10mM pH=7,6, glicerol 50%,
EDTA 1mM, azul de bromofenol 0,25% p/v; xileno cianol 0,25%, en proporcién 6:1
(ADN/buffer). Las corridas electroforéticas se realizaron a 35-80 mA en buffer TAE
1X. Los geles fueron corridos con Bromuro de Etidio o GelGreen (Biotium, EEUU),
segun el caso, y visualizados empleando un transiluminador UVP M-20 (302 nm) o un
transiluminador Safe Imager (Invitrogen, EEUU). Los geles fueron fotografiados con
una camara digital Olympus C-60 Zoom.

- Estimacion de la concentracion de &cidos nucleicos
La cuantificacion de ADN se realiz6 por medidas espectrofométricas a 260 nm y
se calculo la concentracion segun el valor leido, teniendo en cuenta que 1 unidad de

absorbancia a 260 nm corresponde a 50 ug/ml de ADN doble hebra.

- Aislamiento y purificacion de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa

Para aislar fragmentos de ADN para su posterior clonado, las muestras de ADN
provenientes de reacciones de PCR o cortes con enzimas de restriccion fueron resueltas
por electroforesis en gel de agarosa como se describio anteriormente. La zona del gel

conteniendo el fragmento de interés se extrajo por corte con bisturi estéril y el ADN se
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purifico con el kit QiaexIl Gel Extraction (Qiagen, Alemania) siguiendo el protocolo
desarrollado por el fabricante.

- Digestion con enzimas de restriccion

Las condiciones de corte y buffers utilizados fueron las recomendadas por los
proveedores de las endonucleasas de restriccion. En términos generales, se utilizo 1 U
de enzima por ug de ADN a digerir. Los digeridos fueron verificados por electroforesis
en gel de agarosa, estimando el tamafio de los fragmentos por comparacion con

marcadores conocidos.

- Ligado de moléculas de ADN

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo utilizando una relacién 1:3 vector
inserto, y se realizaron en un volumen final de 20 pul usando 1 U de ADN ligasa del
bacteri6fago T4 (Promega, EEUU), 2 ul de buffer especifico para la enzima y las
cantidades necesarias de inserto y vector requerido en cada caso. La reaccion se incub6
1ha22°Cyluego16ha4-°C.

- Reaccion de la polimerasa en cadena

Para las reacciones de amplificacion se utilizaron los termocicladores
Mastercycler personal (Eppendorf, Alemania) y Gene Amp PCR System 2400 (Perkin
Elmer, EEUU). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 o 50 pl
conteniendo buffer comercial 1X suplementado con la cantidad éptima de MgCl,
requerida para cada reaccion (en general la concentracion utilizada fue de 2,5 mM); 0,1
mM de cada uno de los dNTP, 20 pmol de cada cebador utilizado y 1U de ADN
polimerasa Taq (en general Invitrogen, EEUU o Fermentas, EEUU). Los perfiles
térmicos aplicados para las distintas reacciones realizadas variaron segun el ADN molde

y el par de cebadores utilizado.

TRANSFORMACION DE CELULAS DE E. COLI
- Induccion del estado de competencia y transformacién con plasmidos

Las celulas a transformar fueron crecidas hasta fase estacionaria en medio LB, se
diluyeron 1/100 en el mismo medio y se cultivaron hasta llegar a fase exponencial,

evaluada por medida de Absgoonm hasta alcanzar una DO~0,4. El cultivo posteriormente
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se fraccion6 (1 ml de cultivo por reaccion de transformacion) y las células se
cosecharon por centrifugacion durante 5 min a 3.000 rpm. a 4 °C usando una centrifuga
Universal 32R (Hettich-zentrifugen, Alemania). Posteriormente, el pellet celular se
resuspendio en 1,5 ml de CaCl, frio (0,1 M) y las células se centrifugaron nuevamente 5
min a 3.000 rpm a 4 °C. Las células se resuspendieron otra vez en solucion de CaCl,
fria (100 ul), se afadio una cantidad adecuada de la mezcla de ligacion o plasmido de
interés y se incubaron por 1 h en hielo. Posteriormente, las células se sometieron a
tratamiento térmico a 42 °C por 90 segundos y fueron nuevamente incubadas en hielo
por 2 min. Finalmente, se les agreg6 0,90 ml de medio LB fresco y se incubaron 1h a 37
°C. Alicuotas de 100 ul de cada cultivo transformado fueron sembradas en placas de
Petri conteniendo LB-agar suplementado con el antibiotico selector correspondiente en
la concentracién adecuada (en general ampicilina). En los casos que fue necesario
chequear el plasmido clonado, éste fue secuenciado por el servicio de la Universidad de
Maine (DNA Sequencing Facility at University of Maine).

SOUTHERN BLOT
- Obtencion de ADN gendmico de X. laevis

Para la obtencion de ADNg de X. laevis se utilizé una hembra adulta de X. laevis.
El animal fue sacrificado por exposicion a benzocaina por 10 min (250 mg/l) siguiendo
los protocolos aprobados por la facultad de Ciencias. Bioquimicas y Farmacéuticas
(UNR).

ADNg de alta calidad fue obtenido como se describe en Sambrook y Russell
(2001) a partir de 1 gramo de musculo de X. laevis. Brevemente, el tejido fue congelado
en Ny (I) y homogeneizado en mortero hasta obtener un fino polvo. Seguidamente, el
polvo fue disuelto e incubado por 1 h a 37 °C con 10ml de buffer de lisis (L0mM Tris-
HCI pH=8,0; SDS 0,5%; EDTA 0,1M y ARNasa pancreatica 20ug/ml). El lisado fue
luego incubado con proteasa K (10 pg/ml) por 16 h a 50 °C. Finalmente, el digerido fue
enfriado a temperatura ambiente y el ADNg fue extraido y purificado por tratamiento
con una mezcla de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico (25:24:1) seguido de
precipitacion con etanol en presencia de acetato de sodio 2M.

La integridad del ADNg obtenido fue determinada en gel de agarosa, y por

comparacion con ADNg comercial de raton (Promega) (fig. 10).
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Figura 10. Obtencion de ADNg de X. laevis. La integridad del ADNg se determind por
electroforesis en gel de agarosa al 0,7% p/v tefiido con SYBR green. Calle 1: Marcador de
tamafio molecular (ADN del bacteriéfago A digerido con la enzima de restriccion HindllIl).
Calle 2: ADNg comercial de raton. Calle 3: ADNg de X. laevis.

- Obtencion de la membrana de hibridacion

El ADNg de X. laevis fue digerido en forma separada con las enzimas de
restriccion Avall, BstXI, EcoRl, Hindlll, Ncol y Pstl. Para ello se utilizaron las
composiciones de las mezclas de reaccién, buffers y temperaturas recomendados por los
fabricantes de las enzimas. La concentracién de ADNg utilizada en las mezclas de
reaccion fue 0,05 pg/ul. Se utilizaron 5U de enzima por pg de ADNg a digerir y un
volumen de reaccion equivalente a 20 ul/ug ADNg. Las digestiones se realizaron por
16h. EI ADNg digerido se resolvio6 en gel de agarosa al 0,7% p/v (18h a 20 mA). Luego
de la corrida electroforética los fragmentos de ADNg generados fueron transferidos por

d™-N* (Amersham) como se describe en

capilaridad a una membrana de nylon Hybon
Sambrook y Russell (2001). Brevemente, luego de la corrida electroforética el gel fue
incubado en una solucion conteniendo NaOH 0,5 N y 1,5 M NaCl por 45 min.
Posteriormente, el gel fue lavado 2 veces (30 min y 15 min) con una solucion
conteniendo Tris-Cl 1M y NaCl 1,5M; pH=7,4. Todas las incubaciones y lavados fueron
realizados con agitacion constante. La membrana fue previamente hidratada en H,Od
estéril y luego enjuagada por 5 min en buffer SSC 20X; el cual fue también utilizado
para realizar la transferencia capilar. Luego de la transferencia (24 h) la membrana fue
lavada en buffer SSC 6X y los fragmentos de ADNg transferidos fueron unidos
covalentemente a la membrana por horneado a 80 °C durante 2 horas.

Como controles de especificidad se digirié 10 ug de ADNg bacteriano (Serratia

marcescens) con la enzima de restricciobn BamHI (control negativo de hibridacion); y se
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linealiz6 una cantidad equivalente en numero a la cantidad esperada de fragmentos
conteniendo el gen de la Hex (considerando 1 copia del gen por genoma haploide de X.
laevis) de un plasmido (pCS2p+: 4,10 kpb) conteniendo el ADNc JN127371 (1,7 kpb)

(control de hibridacién y de sensibilidad).

- Obtencion de la sonda de hibridacion

La sonda radioactiva (1 x 10* cpm/ml) utilizada en el experimento de Southern
blot (fig. 25; capitulo 111) fue marcada con **P mediante el kit Random primers DNA
labeling system kit (Life technologies) segin el protocolo suministrado por el
fabricante. Como ADN molde se utiliz6 un fragmento de ADN (252 pb)
correspondiente al primer exdn del gen de la Hex de Xenopus caracterizado, que fue
amplificado por PCR desde el ADNc JN127371 <con los cebadores
5 CGAGTCGCTGTCCTAGGGAT y 5"GCATCCTGCAGCATCACACA.

- Hibridacion, lavado de la membrana y deteccion de bandas

La membrana fue hibridada con la sonda anteriormente descripta por 16 h a 65°C.
Posteriormente, la membrana fue lavada a 60 °C con buffer SSC 2X conteniendo SDS
0,1% p/v y luego a 65 °C en buffer SSC 0,1X conteniendo SDS 0,1% p/v. Finalmente,
la membrana fue secada y las bandas de hibridacion fueron evidenciadas con un escaner

Storm™ 840 (Amersham Biosciences).

EXPRESION TRANSCIENTE DE LA HEX DE X. LAEVIS AEJ87970 EN
CELULAS DE OVARIO DE HAMSTER CHINO
- Adecuacion del ORF JN127371 para su expresion en células eucariotas

El ORF contenido en el ADNc JN127371 fue acondicionado para su expresion en
células eucariotas a través de su amplificacion por PCR utilizando los cebadores directo

y reverso mostrados a continuacion:
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Directo: 5 TGAATCGATAGATCTAAGCTTGCCACCATGGCTCTGCGGCGAGT

Clal Bglll  Hindlll Kozak
Reverso: 5 TGTTCTAGACCCGGGTGGTGCAAGAATTGCAGTGT
Xbal Smal

Figura 11. Cebadores directo y reverso disefiados para adecuar el ORF JN127371 para su
expresion en células eucariotas. En cursiva se muestran las secuencias de restriccion
adicionadas en cada uno de los cebadores. Por debajo se indican las enzimas de restriccion que
las reconocen. La secuencia sombreada en gris en el cebador directo sefializa la secuencia
Kozak gue introduce el codon ATG (en negrita) en el sitio y contexto adecuado para sefializar el
comienzo de la traduccidn. El resto de las secuencias hacia los extremos 3" de ambos cebadores
describen las secuencias de anillamiento con el ADNc JN127371.

La temperatura de anillamiento utilizada para la reaccion de PCR fue 65 °C. El
fragmento resultante (ORF JN127371Met; fig. 27, capitulo. I11) fue aislado del gel de
agarosa, purificado y ligado en el vector pGEM-T Easy segun los procedimientos
detallados en el apartado técnicas aplicadas para acidos nucleicos. El plasmido
resultante (pGEM-Hex) fue clonado en células de E. coli DH5a siguiendo el protocolo
descripto en el apartado Transformacion de células de E. coli. El plasmido pGEM-Hex
fue obtenido en forma pura desde los cultivos bacterianos transformados (seccién
aislamiento y purificacion de ADN plasmidico) y utilizado para subclonar el ORF
JN127371Met en el plaésmido de expresion para células eucariotas pcDNA3
(Invitrogen). Para ello se utilizaron las enzimas de restriccion Hindlll y Xbal. El vector
resultante pcDNA3-Hex fue clonado en células de E. coli DH5a y obtenido en forma

pura segun los protocolos descriptos anteriormente para el plasmido pGEM-Hex.

- Transfeccion de las células por el método de lipofectamina

Esta técnica permite la transferencia de material genético a células animales en
cultivo. Para los experimentos de transfeccion se utilizé la linea celular k1 de células de
ovario de hamster chino (CHO-k1). Las celulas se crecieron en el medio MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino a una densidad de 3x10* células por placa
de 35 mm de manera de alcanzar una confluencia de ~70%. Las células se cultivaron en
estufa gaseada (5% CO2) a 37 °C durante aproximadamente 24h previo a realizar la
transfeccion. Se prepar6 una solucion conteniendo 0,75 pg de ADN plasmido
(pcDNA3-Hex o pHR-GFP) en 50 ul de medio Opti-MEM sin suero (Invitrogen,
EEUU), sobre la cual se agregé una segunda mezcla conteniendo 2pl de Lipofectamine®
2000 (Invitrogen, EEUU) en 50 ul de medio opti-MEM sin suero. La mezcla resultante

se incubo durante 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla obtenida se
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agrego a las células a las que se les habia agregado medio fresco. Se incub6 durante 6
horas, tras lo cual se agregé medio fresco. Las células se incubaron 48 h en estufa

gaseada a 37 °C.

- Obtencion de los extractos celulares totales

Las células fueron colectadas mediante la adicion de tripsina (100 ug/ml) en
buffer PBS 1X seguido de centrifugacion a 4.000 rpm por 15 min (4 °C). La obtencion
de los extractos celulares totales fue realizada mediante 4 ciclos de congelamiento y
descongelamiento segun se describe en Sinici y col. (2006). Brevemente, los pellet
celulares fueron congelados a -70° C y luego resuspendidos en 200 ul de buffer fosfato
de sodio 10 mM (pH=6,0) conteniendo 5% de glicerol y un coctel de inhibidores de
proteasa (Sigma) mediante pipeteo suave y ciclos de agitacion en vortex.

TECNICAS APLICADAS A PROTEINAS
- Determinacién de la concentracién de proteinas
La concentracién de proteinas se determind por el método de Sedmak y Grossberg
(Sedmak y Grossberg, 1977). Se utiliz6 albumina sérica bovina (ASB) como patron
proteico para realizar una curva de calibraciéon. Brevemente, volimenes apropiados de
la muestra proteica 0 ASB se mezclaron con 500 ml de reactivo de Sekmak y Grossberg
0,06% (Coomasie Blue G250 0,06% p/v en écido perclorico 3% p/v) y la mezcla se
incub6 durante 5 min. Posteriormente se midié la absorbancia (Abs) a 620nm y 465nm,
y el cociente Abs620nm/Abs465nm fue relacionado a la cantidad de proteina en ug.
Alternativamente, la concentracion de proteinas se determiné con el fluorémetro

Qubit™ (Invitrogen) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

- Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes
(SDS-PAGE)

Las muestras proteicas fueron analizadas mediante SDS-PAGE. Se utilizaron
minigeles verticales del sistema MiniProtean Il (BioRad, CA, USA) de 0,75 6 1
mm de espesor. La electroforesis en condiciones desnaturalizantes se llevd a cabo
segun Laemmli (1970). Antes de la siembra las muestras fueron desnaturalizadas por
calor (100 °C) durante 5 min en buffer de siembra 1X (Tris-HCI 100mM, pH=6,8; SDS
2%; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,002% p/v). Cuando la electroforesis se realizd
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en condiciones reductoras se adiciond 2-mercaptoetanol al 5% v/v a la mezcla proteica
previo a su tratamiento térmico. La concentracion de acrilaminda:bisacrilamida 30:0,8
fue de 5% p/v para el gel de concentracion y de 10-15% p/v para el gel de separacion
dependiendo de la mezcla proteica a separar. Las corridas electroforéticas se llevaron a
cabo en buffer de corrida 1X (Tris 25 mM pH=8,4; Glicina 192 mM, SDS 0,1% p/v) a
temperatura ambiente y una corriente constante de 20 mA.

Los geles de SDS-PAGE preparativos fueron preparados como se describid
anteriormente excepto que se colocd un peine de siembra con un solo diente abarcando
casi la totalidad del ancho del gel. Este pocillo permitié la siembra de aproximadamente

0,8 ml de muestra.

- Deteccidn de proteinas en gel de poliacrilamida

Una vez finalizadas las corridas electroforéticas, las proteinas fueron fijadas y
tefiidas por incubacion del gel en una solucion de &cido acético/etanol/agua 10:40:50
conteniendo Coomasie Blue R-250 al 0,025% p/v. Luego de la tincién, el gel fue
decolorado hasta la aparicion de las bandas proteicas con una solucién de acido acético/
etanol/agua 10:40:50.

- Experimentos de Western blot

Las proteinas separadas por SDS/PAGE se electrotransfirieron a membranas
de nitrocelulosa (Hybond, Amersham Life Sciences, CA, USA) segln el procedimiento
descripto por Towbin y col., (1979). Los geles fueron previamente equilibrados con
solucion de transferencia (metanol 20%, glicina 192 mM, Tris 25 mM) durante 10
minutos, y luego transferidos con intensidad de corriente constante de 150 mA
durante una hora a 4°C. Alternativamente la transferencia se realizd por 16 h a 25mA a
4 °C. Luego de la transferencia la membrana fue enjuagada con agua destilada y
preincubada durante 1 hora en buffer de blogueo: PBS 1X suplementado con 5% p/v
de leche descremada y Tween 20 al 0,05% v/v. Para la incubacion con los antisueros
primarios (en general 1h a temperatura ambiente o alternativamente 16 h a 4 °C) se
aplicaron los siguientes protocolos:

- antisuero a-GST/Hex con mezclas de proteinas provenientes de ovocitos de X.

laevis, o de los extractos celulares totales de células CHO transfectadas con

pcDNA3-Hex: dilucién 1/2000 en buffer de bloqueo.
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- antisuero a-GST/Hex con mezclas de proteinas provenientes de ovocitos de R.
arenarum: dilucion 1/1000 en buffer de blogueo.

- Suero preinmune: dilucion en buffer de bloqueo en la misma proporcion que la
utilizada para el antisuero a-GST/Hex en el experimento correspondiente.

- anticuerpos a-GST purificados: dilucion 1/20 en PBS 1X o buffer de blogueo
segln corresponda.

- anticuerpos o-actina (Santa Cruz Biotechnology, CA): dilucion 1/5000 en
buffer TBS 1X suplementado con Tween 20 al 0,05%.

Posteriormente, la membrana fue lavada 3 veces en buffer de bloqueo e
incubada con anticuerpos secundarios a-1gG de conejo conjugados a peroxidasa de
rabanito (Amersham, dilucion 1/5000 en buffer de bloqueo o PBS 1X) por 45 min a
temperatura ambiente. Finalmente, la membrana fue lavada con PBS 1X y se revelo
utilizando el reactivo para quimioluminiscencia SuperSignal™ West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce, Rockford, IL) siguiendo las recomendaciones
del proveedor. Se realizd la exposicion de las membranas en placas radiograficas de
baja (Kodak) o alta sensibilidad (Amersham) segun la intensidad de la sefal
quimioluminiscente.

Cuando fue necesario inmunodetectar actina como control de carga de siembra
de los ensayos de Western blot las membranas fueron reutilizadas previo lavado con
0,2 N NaOH durante 5 min (“striping™).

- Electroforesis de proteinas en condiciones nativas

Los geles nativos fueron preparados con una concentracion de
acrilamida:biscrilamida 30:0,8 del 5% p/v para el gel de concentracion y del 8% p/v para
el gel separacion. En ningun caso se adiciond0 SDS. Las muestras proteicas fueron
preparadas para la siembra por mezcla con buffer de siembra nativo 1X (Tris-HCI
100mM, pH=6,8; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,002% p/v) sin someterlas a
desnaturalizacion térmica. La corrida electroforética fue realizada en buffer de corrida
nativo 1X (Tris 25 mM pH=8,4; Glicina 192 mM) con una corriente constante de 8 mA
a4 -°C.
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- Elucién de proteinas a partir de geles nativos

Las bandas proteicas con actividad Hex en los geles nativos fueron detectadas
como se describe en Medidas de actividad Hex total o Hex A/S en gel nativo (pagina
49). Las bandas fueron extraidas del gel mediante corte con un bisturi estéril. Las
proteinas contenidas en ellas fueron eluidas por incubacion de los fragmentos del gel en
10 volimenes de buffer de extraccion de EV diluido al décimo suplementado con coctel
de inhibidores de proteasas durante 16 h a 4 °C con agitacion constante. El eluido
obtenido fue posteriormente concentrado por ultrafiltracion en tubos Centricon YM10 y

guardado a -20 °C hasta su uso.

OBTENCION DEL ANTISUERO a-GST/HEX
- Obtencion y purificacion de la proteina GST/Hex a partir de cultivos de células
de E. coli transformadas con el vector pGEX-Hex

Un fragmento del ADNc JN127371 (~761 pb) previamente clonado en el vector
PRSET-C (Invitrogen) fue subclonado en el plasmido pGEX-3X (GE Healthcare), como
fusion a la proteina glutation S-transferasa (GST), utilizando las enzimas de restriccion
BamHI (perteneciente al sitio de multiple clonado) y EcoRI (interno a JN127371) y
células de E. coli DH5a. (Invitrogen). Las colonias transformantes fueron seleccionadas
en placas conteniendo medio LB-agar suplementado con ampicilina 100 pg/ml. Para
obtener GST/Hex en cantidad una colonia transformante fue inoculada en 200 ml de
medio LB liquido conteniendo ampicilina. El cultivo bacteriano fue crecido a 37 °C
hasta una DOgoonm de ~0,6. La induccion de la expresion de la proteina de fusion fue
realizada mediante la adicion de 0,1 mM IPTG. El cultivo fue posteriormente mantenido
a 25 °C por 90 min con agitacion constante y las células fueron luego colectadas por
centrifugacion a 5.000 r.p.m por 15 min a 4 °C. El pellet celular fue resuspendido en
buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, DTT
5mM; Triton X-100 0,5% v/v; pH=8,0) y posteriormente sonicado sobre hielo en un
sonicador Branson Sonifier 250 ultrasonic cell disruptor para provocar la ruptura celular
(5 ciclos de 20 segundos de sonicado a 40% de amplitud interrumpidos por descansos
de 60 segundos). El lisado fue centrifugado a 20.000g por 30 min (4 °C) y la proteina
GST/Hex fue purificada en batch desde el sobrenadante (fraccion celular soluble) con
resina de glutatién Sepharose™ siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
Brevemente, la fraccion soluble del lisado celular fue incubada por 1 h con una cantidad
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adecuada de resina de glutation Sepharose a 4 °C manteniendo agitacion suave y
constante. Luego la resina fue lavada con buffer TEN (Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM,
EDTA 1 mM, pH=8,0) y la proteina GST/Hex fue eluida por incubacion de la resina

con un volumen adecuado de buffer TEN suplementado con glutation reducido 10 mM.

- Electroelucién de GST/Hex pura

La proteina GST/Hex purificada con resina de glutation Sepharose fue sometida a
SDS-PAGE preparativo (12% p/v) para su purificacion a homogeneidad. Luego de la
corrida electroforética GST/Hex fue evidenciada sin fijacion previa por incubacion por
20 min a temperatura ambiente con una solucién conteniendo Coomasie Blue R-250
0,25% p/v y metanol al 10% p/v. La fraccion del gel conteniendo a la proteina GST/Hex
fue cortada con un bisturi estéril y electroeluida en un electroelutor modelo 422 (Bio
Rad) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. La proteina electroeluida
(GST/Hex pura) fue guardada a -20 °C hasta su uso.

- Obtencion de anticuerpos policlonales a-GST/Hex

Para obtener anticuerpos policlonales especificos anti-Hex se desarrollo un
protocolo de inoculacion de la proteina GST/Hex en conejo. Para ello 100 pg de la
proteina electroeluida fue emulsionada con adyuvante completo de Freund e inoculada
en un conejo. Luego, a las 3, 8 y 14 semanas 50 pg de proteina electroeluida
emulsionada con adyuvante incompleto de Freund fue reinyectada cada vez en el mismo
conejo. A los 10 dias posteriores a cada inoculacién se colectdé sangre del conejo
inmunizado. La sangre fue coagulada por incubacién a 37 °C por 1 h y el coagulo fue
retirado por centrifugacion a 2.500 rpm. El suero sanguineo conteniendo los anticuerpos
anti-Hex (denominado antisuero a-GST/Hex) fue guardado a -20 °C hasta su uso. El
suero preinmune fue obtenido de igual modo previo a la inoculacion del conejo con la
proteina GST/Hex y fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

Como un control se obtuvo un antisuero a-GST siguiendo el protocolo de
inoculacion anteriormente descripto pero inoculando un conejo distinto con la proteina
GST pura.

Para obtener anticuerpos a-GST purificados, la proteina GST fue previamente
transferida a una membrana de nitrocelulosa mediante SDS-PAGE vy
electrotransferencia. La membrana fue blogueada con PBS 1X suplementado con leche
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descremada al 5% p/v e incubada con el antisuero a-GST. Luego de realizar lavados
con PBS 1X, los anticuerpos a-GST fueron eluidos desde los inmunocomplejos por
exposicion de la membrana a una solucion conteniendo NaCl 100 mM vy glicina 100
mM y pH=3,0. El eluido conteniendo los anticuerpos o-GST purificados fue

rdpidamente neutralizado con Tris-HCI 1M pH=8,0 y guardado a -20 °C hasta su uso.

MEDIDAS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
- Medicion espectrofotométrica de la actividad de distintas glucosidasas

Las actividades enzimaticas de las glucosidasas evaluadas en esta tesis fueron
medidas usando como sustrato los p-nitrofenil glucésidos correspondientes a cada una
de ellas. ElI medio de reaccion contenia una concentracion final de p-nitrofenil glucésido
de 3 mM vy buffer citrato 10 mM pH=3,6; a menos que otro pH sea especificado. La
reaccion fue iniciada por el agregado de la enzima, incubada por 30 min a 37 °C y
finalizada por la adicion de 2 volumenes de solucion de Glicina 0,2 M a pH=10,4. Las
actividades enzimaticas fueron lineales durante el tiempo de reaccion implementado. El
p-nitrofenol liberado fue medido espectrofotométricamente a traves de su absorbancia a
400nm. Para cada reaccion se descont6 la Abssoonm proveniente del control realizado sin
la adicion de enzima.

Se definié una unidad enzimatica (U) como la cantidad de enzima que cataliza la

liberacion de 1 umol de p-nitrofenol por hora en las condiciones especificadas.

- Medidas de actividad Hex total o Hex A/S en gel nativo

La actividad Hex total o Hex de tipo A y/o S en los geles de poliacrilamida
nativos fue medida con los sustratos 4-metilumbelliferil N-acetil-B-D-glucosaminida
(MUG) o 4-metilumbelliferil  N-acetil-B-D-glucosaminida-6-sulfato  (MUGS),
respectivamente. Luego de la corrida electroforética el gel fue equilibrado a pH=4,0 con
una solucién amortiguadora de citrato/acido citrico 400 mM de ese pH, e incubado a
temperatura ambiente con los sustratos MUG o MUGS a concentracion 1 mM disueltos
en el mismo buffer por 15 min. Las bandas con la actividad Hex fueron visualizadas con
transiluminador UVP M-20 a 302 nm.
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- Ensayos continuos de actividad Hex total o Hex A/S

Las medidas continuas de actividad Hex total o Hex A/S fueron realizadas en un
espectrofluorémetro Cary Eclipse (Variant; Australia) termostatizado con los sustratos
MUG o MUGS. La concentracion final de sustrato fue 1 mM. La reaccion fue cursada a
37 °C en buffer citrato/fosfato 10 mM, pH=5,0. La actividad Hex fue inferida midiendo
la fluorescencia emitida desde la metil-umbeliferona liberada (excitacion: 345nm;

emisién: 450 nm) desde el sustrato correspondiente.

- Ensayos de actividad Hex total o Hex A/S discontinuos

La actividad Hex total o Hex A/S fue determinada con los sustratos MUG o
MUGS. La reaccion fue iniciada mediante el agregado de enzima en medio buffer
citrato/acido citrico 10 mM, pH=3,6 conteniendo el sustrato MUG o MUGS a
concentracion final 1 mM. Luego 45 min de incubacion a 37 °C la reaccion fue
finalizada por el agregado de 2 volumenes de solucion de glicina 0,2 M, pH=10,4. La
actividad Hex total o Hex A/S fue inferida midiendo la fluorescencia proveniente desde
la metil-umbeliferona liberada (Aex: 345nm; Aem: 450 nm) desde el sustrato

correspondiente en un espectrofluorémetro Varinat Cary Eclipse.

TECNICAS DE HISTOQUIMICA
- Experimentos de inmunohistoquimica en cortes de ovocitos de X. laevis y
R. arenarum

Ovocitos de ovisaco de R. arenarum desprovistos de su cubierta gelatinosa, u
ovocitos depuestos de X. laevis desprovistos de su cubierta gelatinosa, u ovocitos
recientemente fecundados de X. laevis desprovistos de su cubierta gelatinosa (cigotos),
0 secciones de ovario de X. laevis, segun corresponda, fueron lavadas/os en PBS 1X y
fijadas/os en paraformaldheido (4% p/v) por 4 h. Posteriormente fueron embebidos en
parafina y cortados en secciones de 5 um de espesor que fueron coladas sobre
portaobjetos. Para realizar las inmunodetecciones los cortes fueron hidratados y
permeabilizados con Triton X-100 al 0,5% v/v en TBS 1X por 30 min. Se realizaron
lavados en TBS 1X y los cortes fueron blogqueados con una solucion de albumina sérica
bovina al 5% p/v en TBS 1X suplementado con Tween 20 0,02% v/v y suero de
carnero por 60 min. Seguidamente, los cortes fueron incubados con una dilucion del

antisuero primario en solucién de bloqueo (a-GST/Hex 1/200, suero preinmune 1/200 o
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anticuerpos o-GST purificados 1/50) por al menos 60 min. Los anticuerpos no
adheridos fueron lavados con TBS 1X y los cortes fueron incubados con anticuerpos
secundarios a-1gG de conejo conjugados a Cy3 o Alexa fluor 488 (dilucion 1/5000)
segun corresponda. Finalmente se realizaron lavados con TBS 1X y los cortes se
montaron con solucion DABCO (Sigma).

- Deteccion de granulos corticales con la lectina de Dolichos biflorus

Las detecciones con la lectina de Dolichos biflorus conjugada a FITC se
realizaron incubando los cortes blogueados de ovario de X. laevis con la lectina (20
ug/ml) en buffer TBS 1X suplementado con CaCl, 1ImM y MgCl, 1mM por 60 min.
Como control los cortes blogueados fueron incubados con la lectina previamente tratada
con N-acetil-D-galactosamina 0,2 M en el mismo buffer. Luego de la incubacién con la
lectina, o la lectina preblogqueada con su azlcar hapteno, los cortes se lavaron en buffer
TBS 1X suplementado con los mismos cationes y se montaron.

Todos los experimentos fueron examinados por microscopia de campo claro y de
fluorescencia utilizando un microscopio Olympus BH2 acoplado a una camara Nikon
Digital Sight DS-Fil. En el caso de los cortes de ovocitos depuestos de R. arenarum se

utilizé un microscopio Nikon Eclipse E800 acoplado a una camara Andor Clara.

OBTENCION DE GAMETOS DE R. ARENARUM
- Obtencion de espermatozoides vivos

Las suspensiones de espermatozoides fueron preparadas por dilaceracion
testicular como fuera previamente informado (Valz-Gianinet y col., 1991).
Brevemente, testiculos extirpados de un macho adulto de R. arenarum, previamente
sacrificado por destruccion medular, fueron dilacerados en solucion Ringer-Tris en
una placa de Petri sobre hielo. Se verifico la motilidad de los espermatozoides bajo
microscopio diluyendo una alicuota de la suspension diez veces en agua destilada. La
suspension original se centrifugd a 130 g durante 10 min a 4 °C para descartar globulos
rojos y restos tisulares. El sobrenadante se centrifugé nuevamente a 650 g durante 10
min a 4 °C y el sedimento, conteniendo los espermatozoides, se resuspendid en
Ringer-Tris frio hasta concentracion final de 1x10%-1,4x10® células/ml. La suspension

se conservd en hielo por un periodo maximo de hasta 4 h. La estructura del
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espermatozoide no se modifica luego de 4 h de incubacién en Ringer-Tris (Diaz
Fontdevila y col., 1988).

- Obtencion de fracciones subcelulares espermaticas

Para obtener las distintas fracciones espermaticas primero se provocd la ruptura
del acrosoma de los espermatozoides por shock hipoténico (Raisman y col., 1980). Para
ello los espermatozoides fueron liofilizados y luego resuspendidos en solucion Ringer
10% suplementada con EDTA 5mM vy coctel de inhibidores de proteasas. Luego de
incubar 30 min sobre hielo, la suspension fue centrifugada a 650 g por 10 min a 4 °C
para separar el sedimento, conteniendo los espermatozoides reaccionados, del contenido
acrosomal soluble y las fracciones de membrana liberadas desde la cabeza del
espermatozoide (sobrenadante). Las fracciones membranosas proveniente de la cabeza
de los espermatozoides (membrana plasmaética apical y membrana acrosomal externa)
fueron luego separadas del contenido acrosomal soluble sedimentandolas por
ultracentrifugacion a 100.000g durante 1 h a 4 °C (Martinez y col., 2000).

Para obtener las proteinas contenidas en las membranas de los espermatozoides
reaccionados (membrana plasmatica y/o acrosomal interna) y en la fraccion
membranosa proveniente de la cabeza de los espermatozoides (membrana plasmatica
apical y membrana acrosomal externa) los espermatozoides reaccionados y el sedimento
de las fracciones membranosas provenientes de la cabeza del espermatozoide fueron
exhaustivamente lavados en solucién Ringer 10% suplementada con EDTA 5 mM y
coctel de inhibidores de proteasas; y luego incubadas con un buffer conteniendo NaCl y
Triton X-100 (Tris-HCI 20mM, NaCl 0,4M; Glicerol 15%, DTT 1 mM, PMSF 1 mM,
Triton X-100 1,5%, pH=7,6) durante 1 h sobre hielo con agitacidén suave y constante.
Las extracciones fueron centrifugadas a 14.000 rpm por 30 min a 4 °C vy los
sobrenadantes conteniendo las proteinas extraidas de las membranas correspondientes

fueron almacenados a -20 °C hasta su uso; al igual que el contenido acrosomal soluble.

- Obtencion de extracto crudo de espermatozoides
Los espermatozoides fueron obtenidos por dilaceracion testicular como se indico
anteriormente. Luego de la centrifugacion a 650 g por 10 min (4 °C) en solucion
Ringer-Tris el sobrenadante fue descartado y el pellet con los espermatozoides
sedimentados fue liofilizado. Los espermatozoides liofilizados fueron luego
resuspendidos en el buffer utilizado para extraer las proteinas de las membranas de los
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espermatozoides reaccionados y de la fraccién de membrana provenientes de la cabeza
de los espermatozoides (Tris-HCI 20mM, NaCl 0,4M; Glicerol 15%, DTT 1 mM,
PMSF 1 mM, Triton X-100 1,5%, pH=7,6). La suspension fue incubada sobre hielo con
agitacion suave y constante por 1 h, periodo durante el cual fue agitada cada 10 min con
10 segundos de vortex. Finalmente, la suspension fue centrifugada a 14.000 rpm por 30
minutos a 4 °C y el sobrenadante (extracto crudo de espermatozoides) fue almacenado a

-20 °C hasta su uso.

- Obtencion de ovocitos

Especimenes hembra fueron mantenidos a 20-22°C en condiciones adecuadas de
humedad durante 2 dias antes de la estimulacién por inyeccion del homogenado de
una hipofisis homologa en el saco linfatico dorsal (Houssay y col., 1929). Luego de
10-12 horas los animales fueron sacrificados por destruccion medular y los ovocitos
recogidos de ambos ovisacos (Barisone y col., 2002).

- Obtencion de los factores difusibles de la cubierta gelatinosa (EW)

Los factores difusibles de la cubierta gelatinosa fueron obtenidos como se
describié previamente (Diaz Fontdevila y col., 1991). Brevemente, las tiras de
ovocitos obtenidas de ovisacos se incubaron tres veces, durante 20 minutos cada vez,
con agua destilada (peso equivalente de agua y ovocitos), con agitacion ocasional a
20-22 °C. Las fracciones conteniendo los factores que difundieron al agua fueron
juntadas y guardadas a -20 °C (llamado EW: del inglés Egg Water). La concentracién

de proteinas en EW fue aproximadamente de 0.3 mg/ml (Arranz y Cabada, 2000).

- Obtencion de ovocitos sin cubierta gelatinosa

La tiras de ovocitos fueron desprovistas de la cubierta gelatinosa mediante
tratamiento quimico con un agente reductor (Barisone y col., 2003). En resumen,
luego de las incubaciones para la obtencion de EW (ver Obtencion de los factores
difusibles de la cubierta gelatinosa), las tiras de ovocitos fueron incubadas con
agitacion ocasional en solucion Ringer-Tris pH 8 conteniendo 2-mercaptoetanol 0,26%
v/v hasta disolucion de la cubierta gelatinosa. Las células fueron luego lavadas

exhaustivamente en solucion de extraccion de EV.
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- Obtencion de extracto crudo de ovocitos

Los ovocitos de R. arenarum o X. laevis, segun corresponda, desprovistos de su
cubierta gelatinosa fueron homogeneizados sobre hielo en Potter-Elvehjem (Thomas
Scientific, Swedesboro, NJ, USA) en solucion fria de extraccion de EV 2X
suplementada en el momento con PMSF 1 mM y DTT 0,050 mM. Se agreg6 1 ml de
esta solucion por cada mililitro de ovocitos procesados. El extracto crudo de ovocitos
(sobrenadante) fue obtenido luego de la centrifugacion del homogenado a 10.000 rpm
por 1 h a 4 °C con la finalidad de eliminar por sedimentacién los granulos de

pigmento, EVs, y material no roto.

- Obtencion de producto de granulos corticales

El producto de granulos corticales (PGC) fue obtenido desde ovocitos
desprovistos de su cubierta gelatinosa como se describié en Barisone y col. (2003).
Brevemente, la activacién de los ovocitos fue inducida por incubacién durante 30 min
con 2 volumenes de solucién Ringer-Tris suplementada con ion6foro de calcio A-
23187 (Sigma) 1 puM en agitacion suave. Este reactivo facilita el ingreso de Ca™ al
interior del ovocito gatillando, entre un conjunto de eventos conocidos como
“activacion” del ovocito, la reaccion cortical. Una vez ocurrida, la reaccion cortical
libera el contenido de los granulos corticales al espacio periplasmico, desde donde
difunde a través de la EV al medio circundante. La activacion de los ovocitos fue
verificada con la ayuda de una lupa estereoscépica siguiendo el cambio consecuente que
ocurre en su forma (fig. 12). Los ovocitos activados fueron luego decantados por
gravedad y el sobrenadante conteniendo el exudado de los granulos corticales fue
colectado, centrifugado (40.000g; 30min; 4 °C) y finalmente concentrado por
ultrafiltracion en tubos Centricon YM-10. El concentrado fue denominado PGC vy fue

almacenado a -20 °C hasta su uso.
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e,

Figura 12. Activacion de ovocitos de R. arenarum con ionoforo de calcio. A- Ovocitos
maduros inactivos de R. arenarum desprovistos de su cubierta gelatinosa. En la fotografia se
observa su aspecto abollado. B- Los ovocitos luego de media hora de incubacion en buffer
Ringer-Tris suplementado con ionéforo de calcio 1 uM. Se observa el aspecto redondeado y con
la EV engrosada caracteristico de los ovocitos activados. Las imagenes fueron tomadas con una
lupa estereoscopica Olympus MV X10.

- Obtencidn de envolturas vitelinas aisladas

La EV aislada para los ensayos de unién de espermatozoides fue obtenida a
partir de ovocitos desprovistos de cubierta gelatinosa. Los mismos fueron lavados
exhaustivamente en solucién de lavado de EV a 4 °C y homogeneizados en Potter-
Elvehjem (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA) en la misma solucion. Las
envolturas se aislaron por filtracion del homogenado a través de una malla metélica
de doble hoja (poro de 30 pum)y fueron extensivamente lavadas con la solucion
antes indicada (Valz-Gianinet y col., 1991). Todos los procedimientos se llevaron a
cabo a 4 °C. Las EV aisladas fueron almacenadas a -20 °C en solucion de extraccion

de EV conteniendo glicerol al 50% v/v.

ENSAYOS BIOLOGICOS
- Experimentos de fecundacion in vitro

Las fecundaciones in vitro fueron llevadas a cabo a temperatura ambiente (20-
25°C) con ovocitos libres de cubierta gelatinosa (~50 ovocitos por réplica). Las
inseminaciones fueron realizadas con 1 x 10° espermatozoides/ml en medio Ringer
10%. EI medio de fecundacion fue suplementado con EW 50% vy el reactivo a evaluar
(2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona, D-manosa o L-fucosa) en la
concentracion deseada. Luego de adicionados los espermatozoides se dejaron transcurrir
20 min y los ovocitos/embriones fueron transferidos a medio fresco Ringer 10%. El
porcentaje de ovocitos fecundados fue determinado contando bajo lupa estereoscopica
(Olympus SZH) el nimero de embriones en estadios de dos o cuatro celulas y por

comparacion con el experimento control (realizado en Ringer 10% y EW 50%). Los
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anélisis estadisticos utilizados para comparar los tratamientos, la significancia (p) y el

namero de repeticiones realizadas fueron incluidos en las leyendas de las figuras.

- Ensayos de union de espermatozoides a envolturas vitelinas aisladas

Lotes de ~50 envolturas vitelinas (EVs) aisladas fueron incubadas a temperatura
ambiente (20-25 °C) con una suspensién de espermatozoides (1 x 10° - 5 x 10°
células/ml) durante 10 minutos en medio hipotonico: Ringer 10% (control) o Ringer
10% suplementado con el reactivo a evaluar (2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-
lactona o L-fucosa o D-glucosa o D-manosa o N-acetil- D glucosamina o N-acetil-g D
galactosamina) en la concentracién indicada en las figuras correspondientes. Las EV
fueron posteriormente lavadas por caida gravitacional a través de una columna liquida
de solucion Ringer-Tris, y los espermatozoides no unidos y aquellos débilmente
adheridos a las EVs fueron eliminados por aspiracion del medio liquido hasta dejar un
volumen minimo conteniendo las EVs lavadas con los espermatozoides firmemente
unidos a ellas. Durante los lavados por caida gravitacional, la concavidad de las EV
hace que expongan su cara externa al medio fluido y como consecuencia los
espermatozoides débilmente adheridos a ellas son arrancados por la corriente liquida.
Los espermatozoides no unidos a las EVs y aquellos lavados caen a menor velocidad
que las EVs por la columna liquida y entonces pueden ser facilmente retirados por
aspiracion de la parte superior del fluido. Finalmente, las uniones estables
espermatozoide-EV, como fue establecido que ocurre durante la union primaria de los
espermatozoides con la EV o la ZP (Dario Krapf, trabajo de tesis; Omata y col., 1996;
Zitta y col., 2004), fueron fijados por la adicion de formaldehido al 3,7% v/v.
Alternativamente, los nucleos de los espermatozoides fueron tefiidos por incubacion
durante 5 min con Hoechst 33258 200ug/ml (Sigma). Las EV fueron nuevamente
lavadas por caida gravitacional y aspiracion de la columna liquida y finalmente fueron
montadas en portaobjetos utilizando una lupa Olympus SZH. Los espermatozoides
adheridos a las EV fueron contados por microscopia de campo claro o de fluorescencia
utilizando un microscopio Olympus BH2 acoplado a una camara Nikon Digital Sight
DS-Fil. Experimentos similares fueron realizados para estudiar la union de
espermatozoides a ovocitos enteros de X. laevis (Tian y col., 1997).

Para obtener EVs aisladas tratadas con Hex pura las EVs fueron primeramente
equilibradas a pH=5,0 por ciclos de resuspension y sedimentacion (500g y 4 °C) en
buffer fosfato/citrato 10 mM. Luego, las EVs fueron tratadas con 2 U/ml de Hex de
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Canavalia ensiformis (jack bean; Sigma) por los tiempos indicados en la figura 62
(capitulo VI) con agitacion circular constante. Finalmente, las EVs fueron lavadas por
caida gravitacional en columna liquida de Tris 10 mM (pH=7,6) seguido de aspiracion y
utilizadas para los experimentos de union. Como control se utilizaron EVS que no
fueron sometidas al tratamiento con Hex.

Los anélisis estadisticos utilizados para comparar los tratamientos, la
significancia (p) y el numero de repeticiones realizadas fueron incluidos en las leyendas
de las figuras.
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y MOLECULAR DE LA
HEXOSAMINIDASA DE ANFIBIOS

INTRODUCCION

Como se describio en la introduccidn, las glucosidasas, los carbohidratos y sus

interacciones han sido relacionados con el proceso de fecundacion en los anfibios.

En Xenopus laevis residuos de N-acetil glucosamina y de fucosa de la EV fueron
vinculados a la interaccion entre gametos (Vo y Hedrick, 2000). En Bufo japonicus
residuos de N-acetil galactosamina (NacGal) y/o de &cido sialico estarian involucrados
en la interaccion de la EV con los espermatozoides (Omata y Katagiri, 1996). Estudios
previos de nuestro laboratorio sugieren que, en Rhinella arenarum, residuos de NacGal
y/o de manosa podrian estar involucrados en la fecundacién (del Pino y Cabada, 1987;

Barisone y col., 2003; Krapf, trabajo de tesis).

Entre las glucosidasas, la Hexosaminidasa (Hex) ha sido vinculada al proceso de
fecundacidn tanto en X. laevis como en R. arenarum. En X. laevis, una Hex presente en
los grénulos corticales es liberada al exterior celular luego de la fecundacion, durante la
reaccion cortical, participando en el bloqueo de la polispermia (Grave y col., 1985;
Prody y col., 1985; Vo y Hedrick, 2003). En R. arenarum la Hex fue encontrada tanto
en la matriz acrosomal de los espermatozoides intactos como asociada a las membranas
de los espermatozoides reaccionados. La Hex de espermatozoide de R. arenarum,
ademas, fue capaz de interaccionar a modo de lectina con EV homologa solubilizada.
En ensayos de fecundacion in vitro, la competencia de la Hex con sus azucares sustrato
N-acetil glucosamina o N-acetil galactosamina, o con una Hex heterdloga pura
(Canavalia ensiformis), redujo significativamente la tasa de fecundacién (Martinez y
col., 2000).

En términos generales, estos estudios sugieren la participacion de la Hex en la
fecundacidn de los anfibios. Sin embargo, ain no se conoce la estructura molecular de
la Hex en ellos, su actividad sobre sustratos neutros o cargados, ni se ha precisado en

R. arenarum la etapa de la fecundacion en la que participa (interaccion inicial entre los
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gametos, avance del espermatozoide reaccionado a través de la EV y/o prevencion de la

polispermia).

En la primera etapa de este trabajo de tesis se pretende identificar secuencias de
ARNm (ADNCc) que codifiqguen Hexs de Xenopus, para avanzar en la caracterizacion

molecular y bioquimica de la Hex de anfibios.

RESULTADOS

A- OBTENCION DE LA SECUENCIA POLIPEPTIDICA DE LA HEX DE
ANFIBIOS
Al- ldentificacion del ADNc codificante para la Hex de X. laevis por similitud de
secuencias

Con el objetivo de ahondar en la estructura y funcion de la Hex de anfibios nos
propusimos como primer objetivo identificar en bases de datos de secuencias de
anfibios, de libre acceso, transcriptos que codifiquen para putativas Hexs, deducir su
secuencia polipeptidica y su estructura génica, y realizar la caracterizacion molecular y
bioquimica de las mismas.

Considerando que no existen proyectos de secuenciacion en R. arenarum, y
teniendo en cuenta que X. laevis es un modelo anfibio ampliamente difundido entre la
comunidad cientifica internacional para estudios de fecundacion y desarrollo
embrionario, del cual existe una gran cantidad de secuencias nucleotidicas disponibles a
través de bases de datos de libre acceso (GenBank), decidimos comenzar con la
caracterizacion molecular de la Hex de X. laevis.

Para lograr este objetivo se alinearon las secuencias polipeptidicas de varias
subunidades (o y ) de Hexs de vertebrados caracterizadas (humano, bovino, raton, rata
y gato) y se seleccionaron tres pequefios péptidos, pertenecientes a la regiones N-
terminal, central y C-terminal, conservados en todas ellas (fig. 13). Estos péptidos
fueron luego utilizados como sondas para identificar in silico secuencias de ESTs de X.
laevis que los codificasen en alguno de sus seis marcos de lectura posibles (GenBank;
tblastn).
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Figura 13. Alineamiento de subunidades o y B de distintas Hexs de vertebrados. Los
asteriscos indican los residuos de aminoécido conservados en todas las secuencias alineadas.
Sombreados en rosa, y transcriptos por debajo del alineamiento, se destacan los péptidos
seleccionados para realizar la blusqueda de secuencias de ESTs codificantes para putativas
polipéptidos correspondientes a Hexs de X. laevis. Subunidad o de humano: UniProt 1D
P06865; subunidad o bovina: UniProt ID QOV8R6; subunidad o de ratén: UniProt ID P29416;
subunidad o de rata: UniProt ID Q641X3; subunidad 3 de raton: UniProt ID P20060; subunidad
[ de rata: UniProt ID Q6AXR4; subunidad 3 de humano: UniProt ID P07686; subunidad 3 de
gato: UniProt ID P49614.

Los ESTs identificados fueron traducidos in silico y los polipéptidos resultantes
fueron comparados por similitud con la secuencia polipeptidica de Hexs de vertebrados
caracterizadas (dato no mostrado) para determinar cudles codificaban para putativas
Hexs. Los polipéptidos codificados en la secuencia directa y reversa de los ESTs
presentes en los clones XL250cllex y XL163021 anotados en la base de datos del
Instituto Nacional de Biologia Béasica de Japén (NIBB) mostraron homologia con estas
Hexs y fueron seleccionados como codificantes para putativas Hex de X. laevis. A modo
de ejemplo, se muestra el alineamiento de estos polipeptidos con la secuencia
polipeptidica de la subunidad B que constituye las isoformas Hexs A y B de humano
(fig. 14).
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Figura 14. Alineamiento de la subunidad B constituyente de las isoformas Hexs A y B de
humano y de los polipéptidos codificados en los ESTs de los clones XL250cllex y
XL163021 del NIBB de Japon. Los asteriscos indican los residuos de aminoécido conservados
en las tres secuencias alineadas. f y r indican si los polipéptidos alineados fueron obtenidos a
partir de la traduccion in silico de la secuencia directa () o reversa (r) de los ESTSs.

El analisis de este alineamiento muestra que los fragmentos polipeptidicos

codificados en las secuencias directas de ambos EST poseen un porcentaje de identidad

en sus aminoacidos del 47% con el fragmento correspondiente en la subunidad [ de

humano, mientras que los codificados en las secuencias reversas presentan un 64% de

identidad. Ademas, el alineamiento muestra que las secuencias directas y reversas
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provistas por el NIBB para ambos ESTs codifican tanto el extremo N-terminal como
C-terminal de una putativa Hex de X. laevis, permitiendo predecir que contienen la
secuencia de su ORF completa.

EL plasmido conteniendo en el clon XL250cllex (pXL250cllex de aqui en
adelante) fue solicitado al NIBB de Japdn y se utiliz6 para transformar células de E. coli

DH5a para su preservacion en nuestro laboratorio.

A2- Obtencion del marco de lectura abierto completo de la Hex de X. laevis

Para obtener la secuencia del ORF completo codificante para la putativa Hex de
X. laevis identificada se secuencio la totalidad del inserto contenido en el plasmido
pXL250cllex. Para ello se utilizaron dos cebadores internos complementarios a las
secuencias directa y reversa provista por el NIBB para el inserto de pXL250cllex, y
dos cebadores externos provistos en el plasmido de clonado (tabla IlI; materiales y
métodos). Las secuencias parciales obtenidas (~700pb cada una) fueron analizadas y
solapadas in silico con la ayuda de los programas BioEdit y Mega 5.0. Como resultado
se obtuvo la secuencia completa del EST contenido en el plasmido pXL250c1lex (1956
nucleotidos (nt)), que fue publicada para su libre acceso en la base de datos GenBank
con numero de acceso JN127371. El analisis del EST JN127371 mostré un ORF de
1669 nt codificante para un polipéptido de 556 residuos de aminoéacido (fig. 15).
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P S L C L R S H S HGELULDAET QUL T
CCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGCACGGGGAGCTGCTGGATGCGGAGACGCAATTGACTG

VvV A ED S P ¥ G S L WP L P QT V T F S A D
TAGCCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCTGTGGCCGCTGCCTCAAACAGTGACTTTCTCTGCCGA

T F R I P P S A F S I V HG S G S T V G A
TACTTTCCGCATCCCGCCGTCCGCCTTCAGCATTGTGCATGGCTCGGGCTCCACAGTGGGCGCT

s ¢C v M L Q DA F RURY Y D Y I F G Y S K
TCCTGTGTGATGCTGCAGGATGCCTTCCGCAGGTATTACGATTACATATTTGGCTATTCCAAAT

W K H L S K K P S D A G QL L Q L Q vV I I L
GGAAACATTTGTCTAAAAAGCCCTCTGATGCTGGCCAGTTGCTGCAGCTTCAGGTTATAATTCT

S Q D H ECHO QY P TV K S DE S Y E L S
TTCTCAGGATCATGAATGCCATCAGTATCCCACTGTTAAATCAGATGAATCATATGAACTGAGT

V G E NV A VL KA K OQV WG ATULIRGTULE
GTTGGAGAGAATGTCGCTGTCCTGAAAGCAAAGCAAGTTTGGGGCGCTCTCAGAGGGCTGGAGA

T F S Q L I ¥ E D S F G A F L I N KT H I E
CTTTCAGTCAACTCATCTATGAAGACAGTTTTGGAGCTTTTCTGATCAACAAGACTCATATAGA

D S PR FA HR GV L L DT S R HY L P L
GGATTCCCCAAGGTTTGCACACAGAGGAGTTCTACTGGACACTTCCAGGCATTACCTGCCGCTC

K T I F L N L D A MA F NKPF NV F H W H
AAAACCATTTTTCTGAACTTGGACGCAATGGCGTTTAACAAGTTTAATGTGTTTCACTGGCATA

I v D D P S F P Y Q s v TV F P DL S D K G S
TTGTTGATGATCCATCTTTCCCCTACCAGAGTGTTACTTTTCCTGATCTAAGTGACAAGGGTTC

Y H P ¥ T H V ¥ T P I DV R MV I E F A R
TTATCACCCATACACACACGTTTATACCCCCATTGATGTCCGGATGGTGATTGAATTTGCTAGA

M R G I RV V P EF D S P G HTD S W G K
ATGAGAGGAATTCGTGTTGTACCAGAGTTTGATTCACCGGGACATACGGATTCTTGGGGTAAAG

G Q Q N L L TP CUFNI KEI KT LTGTVF G P V
GGCAACAAAATCTTTTAACTCCTTGCTTCAACAAAGAAAAGCTGACCGGTACATTTGGCCCTGT

N P I L N DT Y N F M Y T F F Q E V S8 K V
CAATCCCATCCTAAATGATACTTACAATTTCATGTACACGTTTTTTCAAGAAGTCAGCAAAGTT

F P D Q ¥ I H L G G D E VD VF S CWUR S N
TTCCCTGATCAATACATCCACTTAGGAGGGGATGAAGTAGACTTTTCTTGCTGGAGATCAAATC

P D VT K F M TD R G F G T D Y C K L E S Y
CGGATGTTACCAAATTTATGACTGACCGTGGCTTTGGCACAGACTACTGCAAGCTAGAATCATA

Y I 9 Q9 I L G I V S S L KKGUVYMVTUWOQE
TTACATCCAGCAAATCTTGGGCATAGTCTCATCTCTTAAGAAGGGCTACATGGTCTGGCAGGAG

v F D NNV KL NUPDTI I E V W K E K L
GTCTTTGATAACAATGTAAAGTTGAATCCAGACACCATAATTGAAGTGTGGAAGGAGAAGCTGT

Y Q E EMAA VYV T AAGVF QAL L S S P W Y
ATCAAGAGGAAATGGCAGCTGTTACAGCTGCCGGCTTCCAAGCCCTTCTTTCCTCTCCTTGGTA

L N R I S ¥ G Q DW I Q VY RV E P TN F
TCTAAATCGCATCTCATATGGTCAGGACTGGATCCAGGTCTACAGAGTTGAACCAACCAATTTT
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N G T A Q Q K Q L vI GGG E A CULWGE F 490
AATGGAACTGCCCAACAGAAGCAGCTTGTGATTGGAGGGGAAGCCTGTTTGTGGGGTGAATTTG 1472

V D A TNIULT?PIRULWP R AS AV A E R L WDH512
TGGACGCCACCAATCTTACTCCAAGACTATGGCCTCGAGCGAGTGCTGTAGCTGAAAGATTATG 1536

S S Q S v T s vV G DAY NRULV K HUR C R 533
GAGCAGCCAGAGTGTGACGTCGGTGGGAGATGCTTACAATCGGCTTGTGAAACATCGCTGCCGC 1600

M V. R R G I A A EPL Y V G Y CDHE L D 554
ATGGTCAGGCGCGGAATAGCAGCTGAGCCTTTATACGTGGGCTACTGTGACCATGAGCTGGATG 1664

v . 555

TCTGAATTGGTCACATGACACTGCAATTCTTGCACCAATCAGCAAGGGAGCAGCTGTGGGATGT 1728
AGAGGGCCAAACAATGCACTGAATTCTTTTCCTGATCATATTGTTAAGGAGGTGTGTCTCCAAG 1792
CTGCAGCCTTTCATGGTGGCATTGCCTTTGCCAGAGTCCCATGTCAGCTGATGAGCCACGTTTG 1856
GTGCCCTTGTGCACATTTTTTTTTTTTCAAATAAATCATGATCTACATAGAGCGATATTTACAT 1920
AATAAAATTCTCTATTTAAAATAAAAAAAAAAAAAA 1956

Figura 15. Secuencia de la putativa Hex de X. laevis (GenBank ID: JN127371)
correspondiente al clon XL250c1lex (NIBB, Japon). Por encima de la secuencia nucleotidica
se muestra la traduccion in silico del ORF encontrado.

A3- Obtencidén del codon AUG que sefializa el inicio de la traduccién de la putativa
Hex de X. laevis

El polipéptido codificado en el ADNc JN127371 no muestra en su extremo amino
terminal un residuo de metionina (M o Met) que indique el comienzo de la traduccion,
como en la mayoria de los polipéptidos eucariotas caracterizados. Ello podria deberse a
errores producidos en alguna de las etapas enzimaticas necesarias para la obtencion del
ADNCc a partir de ARNm o a errores en la interpretacién de los cromatogramas
obtenidos en las reacciones de secuenciacion. El andlisis del cromatograma de
secuenciacion correspondiente al extremo N-terminal del polipéptido codificado en el
ADNc JN127371 no mostro indeterminaciones (dato no mostrado). De este modo, para
descartar posibles errores ocurridos durante la obtencién y clonado del ADNCc
JN127371 en el plasmido pXL250cllex se buscaron otros ESTs de X. laevis que
codificasen para el fragmento N-terminal de la putativa Hex identificada. Nueve ESTs
con estas caracteristicas fueron encontrados en bases de datos de libre acceso (NIBB;
GenBank). Estos ESTs fueron luego alineados para analizar la identidad entre sus
secuencias (fig. 16).
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gb|JN127371  —mmmmmmmmm— e GGC—————————m——— AC----- GA----GG---- 9
gb|CBI83347.1  —mmmmmmmm e AGCAGGAGACCGGTTGA 17
NIBB| fXL094h02 —=—-=—-—-—mmm e
gb|CF519640.1 ——-----m—moo AGCGGCAGTCCAGTTAGTGACAGCAGGAGACCGGTTGA 38
gb|CF271502.1 -=-=-——- AGARGTAGCGGCAGTCCAGTTAGTGACAGCAGGAGACCGGTTGA 44
gh|BI446931.1  —ommm oo ACCGGTTGR 9
gb|BU903627.1 =  ———mmmmmm e AGCAGGAGACCGGTTGA 17
gb|BI446586.1 --TGAGAGARGTAGCGGCAGTCCAGTTAGTGACAGCAGGAGACCGGTTGA 48
gb|BG407326.1 TCTGAGAGAAGTAGCGGCAGTCCAGTTAGTGACAGCAGGAGACCGGTTGR 50
gb|CD811271.1 —————mmmmm— - GGEG-—--—- AGTTAGTGACAGCAGGAGACCGGTTGA 31
M A L R R V A V L G I L § L S F
gb|JN127371 -—--GGCTCTGCGGCGAGTCGCTGTCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTT 56
gb|CB983347.1 TATGGCTCTGCGECGAGTCGCTGTCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTT 67
NIBB|£XL094h02 -ATGGCTCTGCGGCGAGTCGCTGTCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTT 49
gb|CF519640.1 TATEGCTCTGCGGCEAGTCGCTGTCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTT 88
gb|CF271502.1 TATEGCTCTGCGGCGAGTCGCTGTCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTT 94
gb|BI446931.1 TATEGCTCTGCGGCEAGTCGCTGTCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTT 59
gb|BU203627.1 TATGGCTCTGCGGCGAGTCGCTGTCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTT 67
gb|BI446586.1 TATESCTCTGCGGCEAGTCOCTETCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTT 98
gb|BG407326.1 TATEGCTCTGCGGCGAGTCGCTGTCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTT 100
gb|CD811271.1 TATGGCTCTGCGECGAGTCGCTGTCCTAGGGATTCTCTCCCTGTCCTTTT 81
hhhkhkhrhbdrbrrhhbrhdbhrhrrhbhrhbhrrhbrbrhbhbrhdbrrbrrdrhirk
Y L s P SLCILRSUHSHTGETL L
gb| JN127371 ATCTGTCCCCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGCACGEGGAGCTGCTG 106
gb|CB983347.1 ATCTGTCCCCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGCACGGGGAGCTGCTE 117
NIBB | fXL094h02 ATCTGTCCCCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGCACGGGGAGCTGCTG 99
gb|CF519640.1 ATCTGTCCCCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGCACGGGGAGCTGCTG 138
gb|CF271502.1 ATCTGTCCCCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGCACGGEEAGCTGOTG 144
gb|BI446931.1 ATCTGTCCCCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGCACGGGGAGCTGCTG 109
gb|BU903627.1 ATCTGTCCCCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGCACGGGGAGCTGCTE 117
gb|BI446586.1 ATCTGTCCCCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGUACGGGGAGCTGCTG 148
gb|BG407326.1 ATCTGTCCCCGTCCCTCTGTCTGCGCTCTCACTCGCACGGGGAGCTGCTG 150
gb|CD811271.1 ATCTGTCCCCGTCCCTCTETCTGCGCTCTCACTCGCACGEGGAGCTCCTG 131
A d Ak Fh A A A A A A A A A AT A AT A A A A A A A A A A A A A kA H Ak
D AETOGQTLTJ VA AETDSTZPZYGCS L
gb|JN127371 GATGCGGAGACGCAATTGACTCTAGCCGAGGACTCACCCTACGETTCTCT 156
gb|CB983347.1 GATGCGGAGACGCARTTGACTGTAGCCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCT 167
NIBB|£XL094h02 GATGCGGAGACGCAATTGACTGTAGCCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCT 149
gb|CF519640.1 GATGCGGAGACGCAATTGACTGTAGCCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCT 188
gb|CF271502.1 GATGCGGAGACGCAATTGACTGTAGCCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCT 194
gb|BI446931.1 GATGCGGAGACGCAATTGACTCTAGCCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCT 159
gb|BU203627.1 GATGCGGAGACGCAATTGACTGTAGCCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCT 167
gb|BI446586.1 GATGCGGAGACGCAATTGACTGTAGCCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCT 198
gb|BG407326.1 GATGCGGAGACGCAATTGACTGTAGCCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCT 200
gb|CD811271.1 GATGCGGAGACGCAATTGACTGTAGCCGAGGACTCACCCTACGGTTCTCT 181

PR S E S E R SRS SR SRS SRR SRR EEEEREEEEEEREEEEEEEEEEEE S

wW P L P Q T V T F 8 A DT F R I

gb | JN127371 GTGGCCGCTGCCTCAARACAGTGACTTTCTCTGCCGATACTTTCCGCATCC 206
gb|CB983347.1| GTGGCCGCTGCCTCAAACAGTGACTTTCTCTGCCGATACTTTCCGCATCC 217
NIBB| fXL094h02 GTGGCCGCTGCCTCAAACAGTGACTTTCTCTGCCGATACTTTCCGCATCC 1899
gb|CF519640.1| GTGGCCGCTGCCTCARACAGTGACTTTCTCTGCCGATACTTTCCGCATCC 238
gb|CF271502.1| GTGGCCGCTGCCTCAAACAGTGACTTTCTCTGCCGATACTTTCCGCATCC 244
gb|BI446931.1]| GTGGCCGCTGCCTCARACAGTGACTTTCTCTGCCGATACTTTCCGCATCC 209
gb|BUS03627.1| GTGGCCGCTGCCTCAAACAGTGACTTTCTCTGCCGATACTTTCCGCATCC 217
gb|BI446586.1]| GTGGCCGCTGCCTCAAACAGTGACTTTCTCTGCCGATACTTTCCGCATCC 248
gb|BG407326.1| GTGGCCGCTGCCTCARACAGTGACTTTCTCTGCCGATACTTTCCGCATCC 250
gb|CD811271.1| GTGGCCGCTGCCTCARACAGTGACTTTCTCTGCCGATACTTTCCGCATCC 231

LR e R R R R

Figura 16. Alineamiento de distintos ESTs de X. laevis codificantes para el extremo
N-terminal de la putativa Hex codificada en el ADNc JN127371. Los ESTs alineados son
identificados por su nimero de acceso. Los asteriscos indican los nucleétidos conservados en
todas las secuencias alineadas. Por encima de las secuencias nucleotidicas se muestra su
traduccion in silico (igual para todos ellas) para facilitar la comparacion con la figura 15. En
negrita y sombreado en gris se resalta el codén ATG que sefializaria el inicio de la traduccion.
Por razones de espacio solo se muestra el alineamiento de la region 5°de las secuencias de los
ESTs.
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El anélisis de este alineamiento muestra que el ADNc JN127371 posee su region
5 UTR incompleta y que carece de los dos nucledtidos iniciales (AT) que componen el
codén ATG que codificaria para la Met que sefializa el inicio de la traduccion de la

putativa Hex de X. laevis identificada.

B- CARACTERIZACION MOLECULAR DE POLIPEPTIDOS CON
IDENTIDAD HEX EN XENOPUS
B1- Asignacion de identidad Hex por métodos bioinformaticos

La asignacion de identidad al polipéptido codificado en el ADNc JN127371 se
Ilevo a cabo en una primera instancia mediante estudios bioinformaticos.

Como mencionamos en el apartado anterior, el ADNc JN127371 present6 un ORF
(1662 nt) que codifica un polipéptido de 553 residuos de aminoacido (teniendo en
cuenta la asignacion in silico de la Met que sefializaria el inicio de la traduccién). El
andlisis bioinformético de este polipéptido mostrd que tiene tres regiones principales:
una region N-terminal de 23 residuos de aminoacidos, predicha como péptido sefial de
anclaje al reticulo endoplasmico, con un sitio potencial de ruptura proteolitica entre los
residuos de Cys23 y de Leu24 (fig.17); un dominio B-acetil hexosaminidasa-like
comprendido entre los residuos de aminoacido 50 y 173; y un dominio catalitico
comprendido entre los residuos de aminoacido 195 y 513. Los dominios [-acetil
hexosaminidasa-like y catalitico son comunes a todos los miembros de la familia 20 de
las glucosido hidrolasas a la cual pertenecen las Hexs.

El andlisis comparativo entre esta secuencia polipeptidica y las de las
extensivamente caracterizadas subunidades o y B que componen las Hexs de humano
mostré que al menos el 56% de los residuos de aminoacido son idénticos, y el 71% de
los residuos son similares, en todas ellas. El 54% de los residuos de aminoacido resultd
idéntico cuando se la compardé con la Hex de Phallusia mammillata, un animal

filogenéticamente distante de X. laevis (Koyanagi y Honegger, 2003) (tabla 1V).
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Tabla IV. Similitud de la putativa Hex de X. laevis con otras Hex caracterizadas.

Organismo % de identidad % de similitud
subunidad 3 de humano (P07686) 62 (318/507) 78 (397/507)
subunidad o de humano (P06865) 56 (289/510) 71 (365/510)
Hex de P. mammillata (Q7YTB2) 54 (281/529) 70 (369/529)

Los porcentajes de identidad y similitud aminoacidica encontrados con otras Hexs
de vertebrados caracterizadas (subunidad o y B de ratdn; subunidad o y B de rata;
subunidad 3 de gato; subunidad 3 de cerdo; subunidad o bovina) fueron similares a los
encontrados en la comparacion con las subunidades que constituyen las Hexs de
humano (datos no mostrados).

En la figura 17 se muestra el alineamiento del polipéptido deducido para la
putativa Hex de X. laevis identificada (ADNc JN127371) con los precursores de las
subunidades o y B que componen las Hexs de humano y con la Hex deducida de P.

mammillata (Koyanagi y Honegger, 2003).
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Xenopus laevis ----- MALRRVAVLGILSLSFYLSPSLCLRSHSHGELLDA{ETOLTV%%@%%G SIWPLP| 54
Humano: subunidad p ~ MELCGLGLPRPPMLLALLLATLLAAMLALLTQVALVVOVAERRRA PALWPLPb60d d
Humano: subunidad o = ——-—- MTSSR———-- LWESLLLAAAFAGRAT-———————————————————=== 2THERE Rl @
Phallusia mammillata ~—-----—-———————~ MKSVALFSLFLFCVGANANSQIKGEKVEINVRELGSPG SVWPQP 44
- o kKR K
v
Xenopus laevis [QTVIESADTERIPPSAFSIVHGSGSTVGASCVMLODAFRRYYDYIFGYSKWRKALSKKESD 114
Humano: subunidad B LSVKMTPNLLHLAPENFYISHSHNSTRGPSCTLLEEAFRRYHGY IFGFYKWHHEPAEFQA 120
Humano: subunidad ¢c  QNFQTSDQRYVLYPNNFQFQYDVSSAAQPGCSVLDEAFQRYRDLLFGSGSWPRPYLTGKR 87
Phallusia mammillata QHYSSTTQTYAVVAEAFQFVYSSTSHK———CDLLTEAFKRYETLIYNNVATIKLKYFPRD 101
* H T, * * :* J(* * *
V | —
Xenopus laevis [AGQLLOLOVITILSODHECHQYPTVKSDESYELSVGENVAVLKARQVWGALRGLETFSQLI] 174
Humano: subunidad B KTGVOOLLVSITIOS- ECDAFﬂEDE TLLVKEPVAVLKANRMWGALRCLETFSQLV 179
Humano: subunidad e HTLEKNVLVVSVVTP- GCNQLPlTL LT INDDQCLLLSE GALRGLETFSQIV 146
Phallusia mammillata ~ VASIKTLEVD-LMSP--CEDYPSDHMKESYALDVADK-ASLTSD 157
- * * * * * * . - * .
v recuadro 1
Xenopus laevis [YEDSFGAFLINKIHIEDSPRFAHRGVLLDTSRHYLPLKTIFLNLDAMAFNKENVEHWHIV 234
Humano: subunidad B YODSYGTFTINESTIIDSPRFSHRGILIDTSRHYLPVKIILKTLDAMAFNKENVLHWHIV 239
Humano: subunidad ¢« WKSAEGTFFINKTEIEDFPRFPHRGLLLDTSRHYLPLSSILDTLDVMAYNKLNVFHWHLY 206
Phallusia mammillata ~ WASDSNQVVVNKTNIIDYPRYAFRGVMIDTARHYLPINATLOTLDAMSYNKFNVLHWHIV 217
H . . . ‘*:: * * ** . *«): -*-* *****:‘ *: **_* ** ** *** *
\4 \
Xenopus laevis DDPSFPYQSVTFPDLSDKGSYHPYTHVYTPIDVRMVIEFARMRGIRVVPEFDSPGHTDSW 294
Humano: subunidad B DDQSFPYQSITFPELSNKGSYS-LSHVYTPNDVRMVIEYARLRGIRVLPEFDTPGHTLSW 298
Humano: subunidad ¢ DDPSFPYESFTFPELMRKGSYNPVTHIYTAQDVKEVIEYARLRGIRVLAEFDTPGHTLSW 266
Phallusia mammillata ~ DDQSFPYVSDVYPDLSIKGAYDDRTHIYTREDIAAVIEFARLRGIRVIPEFDSPGHSTSW 277
* ok kok ok k * :*:* -k*:-k :-k:-k-k -k: -k-k*:-k-k:-k*-k-k-k:.*-k-k:-k-k*: * ok
. v v
Xenopus laevis  GKGQONLLTPCFNKEKLTGTE PIINDTYNFMYTFFQEVSKVFPDQYIHLGGDEVDFE 354
Humano: subunidad B GKGQKDLLTPCYSRQMKLB é?’%@%"ﬂYSFLTTE‘FKEISEVFPDQFIHLGGDEVEF 358
Humano: subunidad ¢ GPGIPGLLTPCYSGSEPSGTFGPVNPSINNTYEFMSTFFLEVSSVFPDEFYLHLGGDEVDE 326
Phallusia mammillata ~ GKGQPGLLTPCYSNGKPDGTFGPINPTINSTYTFVKNLFGDVKQVFHDNY IHLGGDEVQF 337
* * ***-}:*:l C *** * ok * * ko -k .:-k - -k* * :******* *
v \
Xenopus laevis SCWRSNPDVTKFMIDRGFGTDYCKLESYYIQQILGIVSSLKKGYMVWQEVFDNNVKLNPD 414
Humano: subunidad B KCWESNPKIQDFMROKGFGTDFKKLESFYIQKVLDIIAT INKGSIVWOEVFDDKAKLAPG 418
Humano: subunidad ¢« TCWKSNPEIQDFMRKKGFGEDFKQLESFYIQTLLDIVSSYGKGYVVWQEVFDNKVKIQPD 386
Phallusia mammiliata NCWQSNPNITKWMSDKNITGDYSKLEQVYIQNVIDISETIGYSYIVWQEVIDNGVKVQSD 397
** *** . L Lt *: ** B . : :*k*** * ‘*_ ..
\ vw
Xenopus laevis TIIEVWKEKL---YQEEMAAVTAAGFQALLSSPWYLNRISYGODWIQVYRVEPTNENGTA 471
Humano: subunidad B TIVEVWKDSA---YPEELSRVTASGEPVILSAPWYLBLI SYGQDWRKYYKVEPLDFGGTQ 475
Humano: subunidad ¢ TITIQVWREDIPVNYMKELELVTKAGFRALLSAPWYLINRI SYGPDWKDEYVVEPLAFEGTP 446
Phallusia mammillata ~ TVVEVWKNNHP---DQEVAKVTAMGLRATVSAPWYLMI ISYGQODWHKYYQYDPSNENGTR 454
*:::**::_ :*: * Kk *: :*:***‘k:: * k kK * * . * :* * * K
VvV recuadro 2 v
Xenopus laevis QQKQLVIGGEACIWGEFVDATNLTPRLWPRASAVAERLWSSQSVTSVGDAYNRLVKHRCR 531
Humano: subunidad B KQKQLFIGGEACLWGEYVDATNLT PRLWPRASAVGERLWSSKDVRDMDDAYDRLTRHRCR 535
Humano: subunidad ¢~ EQKALVIGGEACMAGEYVDNTNLVPRLWPRAGAVAERLWSNKLTSDLTFAYERLSHFRCE 506
Phallusia mammillata 514

EQKALVMGGEACIWGEYVDATNLSPRLWPRASAVAERLWSAESVNDVDAAYPRLDQQRCR

sk k ekkkhkkakkkekk Khkk khkkkdhkk kk kkk ki hkk  kk . kK

Xenopus laevis MVRRGIAAEPLYVGYCDHELDV- 553
Humano: subunidad p  MVERGIAAQPLYAGYCNHENM-- 556
Humano: subunidad o LLRRGVQAQPLNVGFCEQEFEQT 529
Phallusia mammillata 537

MIRRGIPAQPLYIGFCPHEWKNY

‘**: *:** *:* :*
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Figura 17. Alineamiento multiple del polipéptido codificado en el ADNc JN127371 de
X. laevis y otras Hexs caracterizadas. Los asteriscos indican los residuos de aminoacido
conservados en todas las secuencias alineadas. Los péptidos sefial de anclaje al reticulo
endoplasmatico se muestran subrayados. En las secuencias de humano se indica el comienzo de
los pro-péptidos y de las subunidades maduras. Las flechas rojas sefialan los residuos de
aminoacido que componen el sitio activo de las subunidades o y B que constituyen las distintas
isoformas de la Hex de humano. Las flechas grises del mismo tono indican los residuos de
cisteina unidos por enlace disulfuro en las subunidades maduras de humano. El recuadro 1
muestra una region peptidica altamente conservada en la regién N-terminal de las Hexs. El
recuadro 2 muestra los dos residuos de aminoécido que varian entre los sitios activos de las
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subunidades o (NR) y B (DL) de humano. Los sitios de N-glucosilacion (humano) o potenciales
de N-glucosilacion (X. laevis y P. mammillata) se muestran sombreados en amarillo. La region
polipeptidica utilizada para obtener los anticuerpos o-GST/Hex (capitulo 1V) se muestra
sombreada en rosa.

Como fue mencionado anteriormente, y referido en la tabla IV, en el alineamiento
se puede observar la similitud existente entre las secuencias polipeptidicas de las
subunidades constituyentes de las Hexs de humano, la Hex deducida de P. mammillata
y el polipéptido codificado en el ADNc JN127371. Este alineamiento también permite
deducir que la region N-terminal es la region mas variable de las Hexs. Sin embargo,
esta region contiene un pequefio péptido de 10 a 14 residuos de aminoacido de longitud
que estd conservado aun en las Hexs de especies filogenéticamente distantes como P.
mammillata (fig. 17, recuadro 1). Todos los residuos de aminoacido identificados en el
sitio activo de las subunidades de humano (Lemieux y col., 2006) estan conservados en
la putativa Hex codificada en el ADNc JN127371 (fig. 17, flechas rojas). Ademas, el
analisis comparativo con los dos residuos de aminoacido que varian entre los sitios
activos de las subunidades o (NR) y B (DL) de humano muestra que el polipéptido
caracterizado conserva los residuos de NR correspondiéndose con un polipéptido de
tipo o (fig. 17; recuadro 2). Tres sitios potenciales de N-glucosilacion fueron
encontrados en la putativa Hex de X. laevis identificada (fig. 17, secuencias sombreadas
en amarillo). Dos de ellos estan conservados con los sitios de N-glucosilacién
encontrados en las subunidades de humano (Schuette y col., 2001), y predichos para
otros vertebrados (datos no mostrados), mientras que el tercero esta conservado sélo en
la Hex de P. mammillata (Koyanagi y Honegger, 2003). Todos los residuos de cisteina
que forman enlaces disulfuro en las subunidades o y B maduras que constituyen las Hex
de humano estan conservados en la putativa Hex de X. laevis.

Basados en la elevada similitud del polipéptido identificado con las Hexs
caracterizadas de humano y de organismos filogenéticamente distantes como P.
mammillata, y en la conservacion a nivel molecular de todas las caracteristicas
estructurales que poseen estas Hexs, podemos concluir con un elevado grado de certeza
que el ADNc JN127371 codifica un polipéptido correspondiente a una Hex de X. laevis
que podria ser de tipo a. La secuencia polipeptidica de esta Hex fue anotada en el
GenBank con numero de acceso AEJ87970 y representa la primera secuencia
polipeptidica de una Hex de anfibio presentada en la literatura (Morales y col., 2012).
Debido a que no es conocida la estructura de ninguna Hex en anfibios los polipéptidos
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caracterizados de aqui en adelante seran denominados como Hex de tipo o 0 B (y no

como subunidades) segun lo definan los residuos de aminoécido de sus sitios activos.

B2- Identificacion y caracterizacion del gen codificante para la Hex en Xenopus

Como se describio en la introduccion, los genes que codifican para las
subunidades o y B gque constituyen las distintas isoformas de la Hex en humano han sido
extensivamente caracterizados (Proia y Soravia, 1987; Proia, 1988). Sin embargo, a
pesar del profundo conocimiento que existe sobre estos genes, ningin gen codificante
para Hex habia sido caracterizado en los anfibios.

Con el objetivo de identificar el gen que codifica para la Hex de X. laevis
caracterizada (ADNc JN127371), se llevd a cabo un estudio bioinformatico utilizando
bases de datos gendémicas de libre acceso (UCSC Genome Browser). Sin embargo,
debido a que el Unico genoma de anfibio actualmente secuenciado y disponible para su
libre acceso es el de Xenopus tropicalis (Hellsten y col., 2010), y teniendo en cuenta la
elevada homologia que existe entre las secuencias nucleotidicas y polipeptidicas de X.
laevis y de X. tropicalis debido a su cercania filogenética (>90 % de identidad), se
utilizé a X. tropicalis como primer modelo para realizar estos estudios.

Como una primera aproximacion se buscaron en el genoma de X. tropicalis
secuencias gendmicas que poseyeran fragmentos con un elevado porcentaje de identidad
con el ADNc JN127371. Una Unica region en el scaffold 113 del genoma de X.
tropicalis fue encontrada (posicion GL172749: 1.795.244 — 1.819.981; ensamble
4.2/xenTro3; noviembre de 2009). Esta region esta catalogada como codificante para
una putativa Hex de X. tropicalis y presenta un tamafio aproximado de 24,7 kpb (UCSC
Genome Browser; genoma de X. tropicalis). El analisis de similitud de esta secuencia
genomica con la de los genes HEXA y HEXB (codificantes para las subunidades o y 3
que constituyen las Hexs de humano) mostro en su estructura la existencia de 15 exones
interrumpidos por 14 intrones. Sin embargo, solo 14 de los 15 exones presentes en el
gen de la Hex de Xenopus serian necesarios para codificar al transcripto identificado

JN127371 (fig. 18A). La secuencia gendmica de este gen es mostrada en la figura 18B.
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A

X. tropicalis-ensamble JGI 4.2/xenTro3-Nov. 2009-GL172749: 1.795.244-1.819.981 (24,736 bp)

gen hex de X. tropicalis¢4—m——————t++—+—HF+t+———"#+4+—"~+H+———8——H—

Exones de los genes HEXA y HEXB de humano homélogos a los exones del gen hex de X. tropicalis
HEXA (subunidad a%: . S0 ¢ 484 } ! ¢ >
HEXB subunidad B MWWWWWWW
Regiones de homologia entre el ADNc JN127371 y el gen hex de X tropicalis

GenBank ID: JN127371 & » S8 Eas | + +-+ » - }

B

caagtcttgtggctccecgectgttecggactgtagecggecggcagtgtagectaATGGCTCTGCGGCGAGTCGCACTGCTAGGGATTCTCTC
CCTGTGTCTTTCCCTGTGTGTCTGTGAGCGCTCCCACTCACACCGGCAGTTACGGGGCAGGGAGGAGCAGCTGGATGCGGATACAACT
GACTGTAGCAGAAGACTCACCCTTCGGGTCTCTGTGGCCGCTGCCTCAAACTGTGATATTGTCCGCCGACTCCTTCTACATCCCGCCG
TCCGGCTTCAGCATTGTGCATGGCTCCGGCTCCACCGCCGGCACCTCCTGTGTCCTGCTCCAGAGCGCCTTCCGCAGgtgagtgeccga
ctgccggggggatcctgtgccccacctgecccggggggatecctgtgecccacctgeccgggggtgatectgtgecccacctgeccecgggg
gtgatcctgtgccecccacctgececcgggggggatcctgtgeecccacctgececcgggggtgatecctgtgeecccacctgeeccgggggtgatee
tgtgccccacctgeccecgggggggatcctgtgececcacctgeccgggggtgatectgtgecccacctgececgggggggatectgtgece
cacctgcccgggggtgatcctgtgecccaccteccecctgattttatagattgtatctgtatttecccacacatcacatgaaccgctttaac
tggggctcattcactatcagggcaaaagcaaactagcacaggaacccatggcagctaattccatttttagecttttgttatttttectyg
gacaacgttaaacgctaattggttgctgtgggttgctgtccagggcatattggcttagggatagtaaatatgagccagtectgtgtttt
gtaaaacatatttgttacttgagccatctaatacaggaactgtcacgctgctttaatcattgtcacatactgtaaactatgggcaaag
tgcagaaagagttgtttgtgggttccggcagtgctgaggacatctacagacctgtatttccccagtageteccectgttectgttattac
atagttttactgtagagcaggcacatttcatgcagctgaagcacacagtgggcccccatactageccccagggaatgtgatcataggtt
cagtgatccccaaccagtggctcaggggtaacatgttgctceccccagteccgttggatgectgectecccagecggectcaaagcagggtccaa
tttttgaattcctggctgggaggcaagttttggttgcataaataccagectgtactgacaaacagagecctecctgtaggctgeccagtceca
cacggggctacctaatagtcgattacagccctttttggcacccccaggaaattttttttttacggttgtgttgectectcaactetttt
aacatttgaatgtggctcatgggaaaaaaggctggggatctctgggttagaatttcaccaaaacaccagctttccccaaatgactcat
ttatagttcactttattcgtgacaatgcacttgcttgccctataattgctagctctcactatctctgacttgtcactgectecgectaagg
gttcaatattattgtgttgggttgaaaaccccacagactgttcttccactttagecttattcttccgettecttecttecttecttecttageg
ccccecccattttctaaacgctactcecctcecctacagttttaggggtacaacacccaaactceccccacacatcttecgecctatagecggagecag
gttacttgtgcttttctaagcaatcctgccceceecgtetttttgtggegectgecteccgaaccececccaattttecccattgactttgacagg
gaagattttcaaactgctgccacacttacagctgtgaagctacagcccccaaacttgaataacataatcatggggtcacceccgaatga
agcagcaacatttgttggatgaccccaaagtgggaggggccaacaacagccaatcaaattttaatcattgactttaatggggaaattyg
aaactgctgccaatcttacagttttgaggctacactccccaaacttgaatcacatagtcatgggctcagectgaatgaaaataggatg
attattggatgcccaaaagtgggtggagctgtgaacagccaatcagattttacctattgatttggcggaaattcaacctgectgecagt
ctcacagtaataacgtcggggtccccaaactttttacacttggtcactaggggactgtagtttaagtttttaaaagtgggcggagcca
ccaacagccaatcagatttcacctattgatttttattggtttgatgccagattttcaaaactttgcacagtcactgggtgactacgceca
ttcaggttttttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaccacaaagtgggaggggccaacagcagccaatcatattgtacccattgactttt
atggggaaattgaaactgctgccaaacttacagctttgagactacactccccaaacttgaatcacacagtcatgggctcagectgaat
gaaaatatgatgattgttggatgcccaatcagatttcacccattgaattttattggtttgatgccagagtttgcaaactttgcacagt
cagtcactgcatgactttgtacccaaggttagaaaaagtgggcgggccgctaaaagccaatcacatttectttcattgttttcagtggg
aaaattttaactgctgccattcttacatgtttaatgtcagggtccccaaactttgcacagtttgtcactgggtgactatgttccaagt
ttagaaaagtgggtggggccaacaacaaccaattagatttcacctatagacttcatatgtttaaatttaaactgcggccattctttaa
ctattaatattaaggtctccaaactttgcagagctcatcacctggtaactgcagttcaaagttagaaaaagtgggtggagccaacaac
agccaatcagattttacctattgattttcaatgggaaattcaacctgctgccattctcacagtattaacaccagggtcactagggaac
tgcatttgtaggttttaaaaagtgggtggagccaccaacagccaatcagacttcacctattaaatttttttggtttatatttaaaatyg
ttgctttgctcacactatttatgtcagggttcccaaacaagtgggaggagccaccaacagccaatccatttccacccattagatttee
ttggtttatatttaaactgatgccattatttaaatattaattccagggttgttaaagtttccagagttagtcactgggtattttccat
tcaaagttagaaaaaaagtgggcggagccaccaacagccaataacatttcacctatttactttcaatggtgaagtgtaaaatgectgte
agcctcacaatgaatgcctgagtccccaaaattggcaatgttggtcactgggggactgcagttcaaaaataggaaaagtaggttggge
cactaacagccaatcagccaattcatccattgaattttattggtttaaatttaaaatgctgtcattctcaaactatttataccagggt
gcccactgtttgtcactgggtgacttcgactcaaggttagaaaaagtgggcggaaccaccaatcacaattcacctattgacttttatt
ggtgtaattgctgccgttctttaactattaatcccagggtccctaaacttcgcagagttagtcactgggtaactgcagttccaggtta
gaaaaagggggtggagccaccaaccgccaatcagatgtcgttgactttcagtggggaaatttaagttgctgeccattcagacactatta
aaaccagggtccccaaactttgcacagtggtttttactgtataactgttgtccatggttagagaaagtgggcagagecccattcagtga
ctatgtttttcaacccaacatgaagttttttctcaaacttccctttctagttgttattgctacttttttattgctcatctttgtatta
aagccctctecttttcattttccagectctecatttaaatcagggtctggttgectggtaacecctagcaaccagataactgttgagatte
caaagtgaagagctgttgtataactcaacagctaaataactcaaagaccgcaaataaaaaaacaaaaaacaaaagatcaattgcaaat
tgactgaatatcccctttaatatccectttaaattgtgtctgtaaagctcacacaagcacatatagectggtttttecttettttecatge
tatgaagctgtgtggaatttaccctgcaatgactgttttgtttttttatttaagggttctgtatttactgcaacacacacctctecatt
gctttgtttattgacagaacctactttttcaagtgctctctccagatgtaatgtggatttgtttcgtgttttgaacatctcatagaca
cctgagtaggagggtatacgtagagcaccaccaggcctggactggcaatctgtgggttcaaatgccagaggggectgctgtaagatgece
acaggcagtcactatttattgggctggtggggggatagtttgggectctgtgtacttataatgccagggectattttgaatcccagte
cctgagcaccacagatgcaattagagagtggcggcacagtttgggacttgattaagcatataacctacttttceccctttacctgttcac
caaacactgtactgagcaggagtggctgtttggatgcatcaagtctatgtggcagtgatcactgtcactgacctggtcatgtttttca
gtgcgtttttttccagctcctgtaacactggagaaattaaattatgaacttgttttcttttgcaccatccecctatageccaaaatattt
ccattttgctaatgagcttgccctttccacctatatctgatcactgataatacatttaaaaaaaaaaaaagattgtcattagtctttg
caagtgaatagtgatagttttccactttccaacaacttcttatcgectgtgccatgecgttctgatcceccattttactcaaacttectgg
gcagtggcataaatacaaggagcttggggtgcgactgcacggggcactgctggttctaggtgcagagccaatcctgcaaatgttgecce
cagaaaatgagttgcgctactgcctcgggcacattaatgttgectgeccagettgtacattgtttactgectgettaggectctgacttett
gttctgccttttctgctggttaatcecctttaacctcgeccaccectactatgecccatgtececececgtgtacecctatecttecatactcetceac
tgtccagcttaaaatctagcatcaagcaaatgtattatttagcattggaatgcaagcggcagactacccagttcactgggtaccaatt
ctcttttccaaactaattcaaagcgaggtgtaatttaaagggatataagtgtttaatgttgtcattttcattgcattgattcattcaa
cagactgtagtctttaaatagctaagggaagcagtggctttgtgccataaatattgggcaagcecctgaaacatacagtggatgecttt

-
-
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ttaatgtgctctttatgccagttgaaagggttgaaacctatggcttgcaagaatgtgecctagggtcgagtgtttcagetgacctgtgt
tgccattttccatgttatccagtgctaaagaaaaagcaaattatgatcagtgaaacatttttttttaagcagctataaataggggcta
caaatctccctgtgatttcccatgtgaactataggggtaatgtgcaaagtttgctgcaggtctagtaacccatagcaacaaatcatca
ggaagcatttactggtctcctgtttaaaacaaacattgtattgctatgggttactgctagtgatgagtgaatctgtctcattttgett
tgccgaaaaaaaaatgtaaaaagtcagtggctgacatttttttttgcaagaaaaacacccattcacacattggaatctataagcactt
ttttgtggcaaaacctaatgagaaatttcagttggttgccatggtgatattaagaaagtcctgataaagcattataaaaaaaaccgte
cctttaaatcagtactaatcataaaaactggtttattgcaggcagggaaagggcttgtattgtttgtgcaaagtacctaggaaaatgce
ttctacgggtcatggccacttggcatagagccatggctgacttgecttcatttecctgatctgtcatgtgttcattagcaagaacattgg
caatcagccttcacttttatatgcacagactgggattactgtatatttgtaatgtgggcacaaaaaatgagaatataggcaacaggca
ttatggttggagcaccagtataagggccaaggtagtatctttcaggatgcacagtttcactatatgtatgcaggccaaacatcttcce
ctgggaattgctacttgggagttcataaaataaaaagtcaagttttacagtagatatttgttttatttatatataataaatatatata
attttttttttttttttttgcaaagacatgaacatatgtaattatttaacattataaaattatgtcatttaacatttttatatgtgtt
ttctccttatctctgcagGTATTAGACTACATGTTTGGCTATTCCAAGTGGAAACGTGCATCCGCAAAGCCCTCAAATGCTGGCCAGT
TGCTGCAGCTTCAGGTTGTAATTCTTTCTAAGGACCATCAATGTCATCGTTATCCCACTGTTCAATCTGATGAATCATgtaggtattt
ttcctgttcactttagttctgcaaaatgctaggtgtatttaaagggaaagtaactcaaaaaatgaacagcctttgcacacaatgaaca
caaacatacatcatacttatttctaaatagtaattatatctttattactttccatttttccgggtcttccagcaacacccagcatgge
aacataaaatgattaaaaataagttgggctttgtagggcttcagtggttgtcataaaaatgaaacattgcattatattattcaatttt
atttatatttattttccaatcttgactttacagggaagtacccgtgtgtgtgtatacatccagagacacccaagatttacctaaactt
gtcttctctgctccttggccatcgeccatcacactgacaaatgeccgeccccecccacactgacctagectcaccecgttgatattgtecectgta
gcaatgtagttgagtacaggtttacttgttcagcagtatagcatttttatcaccagttaaattaacctttaaattgcttttgtctttg
cagATGAATTAAGTGTTGGAGAGAATGTAGCTGTCCTGAAAGCCAATCAAGTTTGGGGTGCCCTCAGAGgttagtaaatgaaagagtyg
aaaatatctaaaaaataactatttaaaggtgtgagagtctgacaaacaggtgatttatgatatgcttgtatatggcttactgtaagce
cagatgtacagctgccctgtgacaggaaatctaaagttgtccacacatgtgtggctteccttctgaaaccataaaggecctggtgtcagt
ggaactgtatatgctccgcttgcttgcagtggtttttactggtcatgecctecggttagtacacactggggcatattttttaaaccgtge
aagctaacatcaccggtaatatttccatagaaaccaatcagattttttattttgttttctaactcgtaggtgaccattaattgecgtat
tggtggctatggtggcttacacactgtgtatgtttggggatataatcagcaggggttgggaaaaatactacataaggatatgattttt
ttttatttatttttttaaattactgtctgagggctccggtatcttcagggtggtccaggggctgaagatacattcattttagectaat
tgcttgtggtgtctgaattgctcttcagtaccceccecectaacattcccaagtggcagatgatttctaaacactagtaaggaatattac
tattatcctttatttcacgtagcaccatataaatatcttttagacattatacatgagtttgtgtccattttcattatgatgatatgag
agcccaacagttttctaattcctcttcaaataaactatgtggcagagcatcttgtectttttgttttttcttactcaatggacatgat
taaaacacccgatattggccttaagcccatggcactacatgcatgtgttttgctcaccgectgtaactttagcagcaggcageccttcaa
ggtaacagcaaatggaataacttaaaagcatcaaaactgacaatgtatatacactttttaacagtataaaatcatgtgatctcttttt
cagtgctggcattttcataagattcctattgctagtaattcatagatttagatgctaaatttggttccaggaaataccaatgtggcag
gtgaattgtgtgttgcatagacctaatccatctgctgatcctgtttgttttgaactgtttaaaccatgcattgtaagtagttagggag
tgctgatggcaggttactgaaccaatatatatatatatattttttttttttcaggaaggcttagtatctaggcagattaataggcagt
tattgttcttgtgctgcttgatgtgtagagtcaacaatgcagacttgtgactgttgttctagccagggtgtgtaggactatggggaag
ttgcctcagtgttactggtaaaaaaaacgtttttgacattttgttgttaatcatttttaaagGGCTGGAGACTTTTAGTCAACTTATC
TATGAAGACCGTTTTGGAGCTgtaagtatttttataaaagagaaatgtaataaatactgtaagatgctagaggaatcatttgtttcag
cacattaatatagggaaggtaatataaatgttaaataatacttcagttattatgcagttttactttgttctcatggactaaaggcaac
tgtataataatcaatatgtttaaacacacacttggcttttaagagatattatacccccttttectttttctaatgagtgcaatgaaat
aaggactcagctgaacatacttcttgcctggtttaattaggaaatatgtatgtatggttgattttatttcatacactaagctggtcga
aagctgcaaaattgaaagtaaagtcacattctacttcctggcttgtacaagcccaagcaaaacacatgaacagtccactgagaagcect
ttgtataatgatttgctccttatcacaacgcctaaagctggccataccctgacagataaaggctgeccecgectcagececcteccaggatga
gttggcagagcccttataaaatctgacagaattgattaaaacccatcagatgagaatcgcatcaacaggccacggtggtgectecggttg
atgggttttcttttaaacctgcccggcagatatctgtagagtctgcagecttttatcagectecgggtatgggcagetttecgettgtgaaa
taaacagcaggtcattatacaggggcttgtcagtggactgctaatttattttgattctactggtatgagccaggaagcagaatataac
tttggtttctttattgctagaaacaactaatttaaacaataggcaaaaagtatgttcagtgcaagccctatttattgatcttttgtta
aaaaacaaggtatactgccccttcaatttgaaaaagaaatcatcatgtaccactgaataattttacagttttttttattttaaaaaaa
caaactaaagtgaaatcttctgttttaaaagaaatgtgctagtaaatgtaaaattgcaatagcttcttcattcctectaaatttattt
tatgttccgttaaacagTTCCTAATCAACAAAAGTTATATAGAGGATTTCCCAAGGTTTGCACACAGAGGAATTCTGCTGGACACGTC
CAGGCACTACCTACCACTGAAGACCATTTTTCTGAACTTAgtaagttggctgagggaactgtaatgtgtttgtaattgctecgeccttt
aaactccgtctgtgcacccaaggcataaaggttactttttccataacaagtaacttccatatcagaaatacatatgaggtttgttagt
gcctcccaaaattcagtatagaggcacaaagcatgacaaaggggctactttgtgectcgaaacgttgcagtteccgtaatagattttta
aagggcttgtcccgtatacagctccagagtgccagtgctaattcttctataccttactaccttgggecttgetatgtttcatgttget
tatgtacagatagatcatgttactatattttatcagttattctcttaaactgatagcattctctttgcttaacctecctgactctgtte
ctgacttgtcactcattattttcttccagGATGCAATGGCCTTTAACAAATTTAATGTGTTCCACTGGCATATTGTTGATGACCCATC
TTTCCCCTACCAGAGTGTTACTTTTCCTGATCTTAGTGACAAGgtgagacactgaaagtgagctgagcacatttgctgggactttatyg
tattctgaggtacagtggtgtgtgggtgctgctgcagatgttgttgtgttgagcaactgtgattatttttattgtggtcacagtgcag
ttcacttgtagtgactgtcagccttattaaaggaacagtaacaccaaaaaatgaaagagctttaaagtaataaaaatatacagtgccg
gactggcccaccaggataccaggaaaactcccggtgggecccaggtgtcaatgggecctecttgettctaactatttagectatttecatg
gtcattccctgtttctgtatgggaagaagaaagcttgatagatggaagaatagagtatagtatgtagagaaaagagactaggataaat
aaagagtttgagggaggaattcaattttgaatgtgggcccatggtccagggttttctggtgggecccctgecatctcagteccgacactg
aaaatataatgcactgttgccctgcactggtaaaactggtgtgtttgctacagtaacactactatagtttatataataagctgctgtg
tagccacgggggcagccattcaagctgaaaaaaaggagaaaaggcacaggttacatagcagataacagataagttctgtagaatacaa
tagtgttttatctgctatgtgecctgtgecttttctcctttgaatggctgecteccatggectacatagcagecttatttatataaattata
gtagactttctgaagtaaacacacaacttttaccagtgcagggcagcagcacattatattttagttacttttatacactttcattttt
tgctgttactgttcctttaaggattgggcttatcactaccatcatctttcaagcactcggaattcaggtgcagagagatgttgatttyg
tggtaatttatttttattgggatgttttagctgtctcattcagtttatcaagttcttcttaagaattattttgaggtttgtgattcca
aactgactacatttgattgcaaatatgcctgtttgtggaaactagcaaggccatgcaggcecccgttggctacagaccctgcacagtaa
aatataattttgtggttataaattttctaacagcaaagggggagagatggcatgggtggagatgaggaactagaaaagggctctgtgg
agcttaataaaatatagctagtgtgtataaatagctgaatattcaaattaaaagggcaagtgttccagtaaacactatacatttaatg
tatagtgcactgaatatacttttatcctattgttttaggaaatatatgtatggtttttgttattatcttgcacttaacagtgcagaaa
cagcaagtaaagtcacgttctacttcctggttcatatgagcaaaatcaaaacaaatcaccagtccacggagaagccctgtataaacaa
accccttgcttcatctagatgccacttgtgttaggecctcaagataatgatcagectcattattcaaaccgettcttagtgaattgatga
cttgttttgtacaattcagggctgtggagtcggaggcaattttgggtaccgactccgactcctactaaatttaaatgggaataaaaaa
aaaaaaaataaagcaagtttaaatgtcccaattcacaaagtcaaaattaattacttctctgctataagaataaagcccaatgcacgcea
gtgcataaacgaacacgttgagtgaccatgaagcttttcattgactgtatgcttcactaaatgggacgtaacgcacagttaaggtgeg
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gcagctccactgcgtcgtgttecctcectgttacagggaacccaatgcccactgggaacctagectaactctcactgataactaattaagt
aaaaaaaaattgcaggactagaaatatttgtataagtgaagggaatggatagtcaatagtttaaaggaacagtaacaccaaaaaatga
aagtgtataaaagtaaataaaatataatgtgctgctgccctgcactggtaaaagttgtgtgtttacttcagaaaatctactataattt
atataaataagctgctgtgtagtatgggggcagccattcctgcactggtacagectggggtgtttgectacagaaaccctactatagttt
atataaataccccgctgtgtagcceccgggggcagecattectgecactggtacagetggggtgtttgectacagaaaccctactataatt
tatataaataagctgctgtgtagccatggaggcagccattcaaaggagaaaaggcacaggcacatagcagataacagataaaacacta
ttgcattctacagaacttgtctgttatctgctatgtaacctgtgccttttcteccttttttceccagettgaatggectgecceecgtggceta
cacagcagcttattatataaattatagtagtgttactgtagcaaacacaccagttttacctgtgcagggcaacagtgcattttatttt
tattactttaaagctcttttattttttggtgttactgttcctttaagactgaagctttaaaacatttgaaaaactgctgtaattcage
tgtaatgttagcttaaactttaaacatgactatgggattctagggaaatcattagtaggagtatagataaaattgtctatcagtttat
tatcagttcagttgtgttttaagtgccccttccccectgececcttectggatgtataaaatacattagcatattaaaaacagaggaat
cggagtcgtggagtcggagtcggaagtatcagaaacggagaatttatctaccgactccacagccctggtacaattcatgtacctgaaa
ctagaatgtgacttttatttagattttgtattttaagtgccagactagctaacaaaaaccatacatgttttttacgttttgtctgttg
ttttagttacgttcagcacaaggcccaatttatagaattaatgttgaaagagagggtatattgcccctgtaaggttagtttaggattt
ttgtagggtttagcaaggagttagcacaggaataatttgcccaagtgtttatcactgtgcttagtgttaatgactagtgggaaaaaca
tattgcgaaactgacttagctgaaccgttcagagaagttgaagaggcagctgtttttatagagtcggctgccaagacaagcagcagga
ataactggttattactgaggtgttctgttcattatctctgcaaacactaagtataaagtacctgatgaaagcactcccatctctatgg
aataaccgtaaatctaaggaaatgtctgatttttggatcagtctaacttttttccattttaaatattttttctttagttgtctctcte
atttaaatgtctgtatggttaactatgtaacgtgtgcttccagGGTTCTTATCACCCATACACACATGTTTACACACCAGTTGATGTC
CGGTTAGTGATTGAATATGCTAGGATGAGAGGAATTCGTGTTGTACCAGAGTTTGATTCACCAGGACATACGGATTCTTGGGGTAAAG
gtgagtaatagaatttccacgtttattctttgtgccgctccaacataacattacataacataacccattacataataatgacctttcce
cacatagcaagaaggtagtctggagatagcttaatccatgagagagaattatttagacttcagecctcttataatacttaataattcte
ttctatattcaacattacgagccttataactgtattgcatcaattcactttccttactgtggacatatagctttatggcactctggge
aattttaggtactttttgtgcatcaatttttttggaagagtgeccttttttttctttgttctttaataaagtattaacagaggattcct
ttttcttgcagGGCAGCAAAATCTTCTAACTCCTTGTTTTAACAAAGGACAACTGAGTGGTGCATATGGCCCTGTGAATCCCATCCTC
AATGATACCTACAATTTCATGTACACATTTTTTCAAGAAATCAGCAACGTTTTCCCTGATCAATACATCCATTTAGGAGGGGACGAAG
TAGACTTTTCTTGCTGgtatgttgcaaatgtccaatggacaaaacacaagctaaattttaccttcatgtctttatgttctgtcacate
atcatcatcatcatcatcattattaacatgaagttttaaaagtcaacatatttagcagcaaccagtagcgtatatatgtataatatgt
atattcttacatccaggtaaaataaatgtagcagaaaaccatttagtgtaggagatgtttattgagaatccattgtgtaatagctcat
aattgtttgacctgccctgtgagtgttagttttgttttacttgtacagattttttgctgectttctgaacccaattgettttcecttttta
tagGAAATCAAATCCTGATGTTACCAAATTCATGACTGACCATGGTTTCGGCACAGACTACTGCAAGCTAGAGTCTTATTATATCCAG
CAgtaagttgttaatgattcagaattttggtatgtgttcacatgtccagcttactgctcccattatattaattatgcagctatcaatg
tgaggcagcagttaggaccaccaaaatataatccctttactagggatgcatagaatccataactggatctactgactggatcctegtce
agtagattcatcatgagtatgggtatactctaaatttgcatcttctttttttttttttttttttttataaatcaccttgaccttgecce
attgaattctgtttagctaaactgcatcctggatttgccacattctgcectttacaaagcattggtacagectgcatctaaaatatgceca
gtgtaaatttcatctctattactgaaaagggactcagaaacaagagaaaaatatacaagaaatgtctcaataaataaataaattatag
ggtaaaaaaggtcacagtttattattacataataacattataaatggcattttttactgactagaagatcttgtcagtcgtggtatag
attaagagcagaggttttattattgtttggagtttgagcccactccttagtggaagagcactacagttctagtacaaccccatacttt
accctgaatggcctgcaggttgggtttcccagatgataaaaacaagcattcacctcagatgtcatggtaagtgatcttcagtectgece
ctcctccecctctgaactaaaggtaaggtattgtaagattttattcccececcgaggeccaaatggttctatctgaatgtacagtatttcaaa
atatttttgaaaacaggcttataacctgatttgccctagtgatgaaatcttcctgtataatgtgaaaactatttttaaactgagettt
cattgtgaatagcatctctacataatcgcagttcattaaatgcccaagttgtggecctgcaagattacaaacttacaaatgcacgtect
ttgtattttataattaatcagactgttctatatttcttaagctggccatacacataatgtcagtgtatgtcagttgtaatccggacca
aggagaaagttcagctaagaggttaagcaagtctcttggttgaattaaggcaaaagtttgtagcaaatggcaatcagcgtagtcagaa
acaaagcagaaagtcaggaactggtagatcaagccaacatagtaatttaagcacacccaggaacttcacagtgaaagacatgtattcg
gactttaaacccgggtctctggcaactatttattttgaatttttggattccaactaatagaattataaatgtctatgtgtattcatta
ttatattctgtatgtatatcttgctttataagttatgggatacggcacccatggtgtgctgattggaatctactgtgccattggcaga
tggaatgtaactttgcgtgtatttttttctctagAGTCTTGGGCATTGTCTCATCTCTTAAGAAGGGCTACATGGTCTGGCAGGAGGT
CTTTGATAACAATGTAAAGgtatgtacatatttcagagacacgtgtttaaccctttttacttgcccecececccececececcccatacatgtaa
caacagataatataaatattatgcacaagatacatatagggcattttttatttgacaatacaaagatcacataatcacccaggttcgt
tataacagattttaaaagttttagaaaagttttgttagtttctcttattttgaggttctgatttaaaaaatttttatgtatataaatt
ataaattcaacgcatccattttacttaccctctgtccaggttttaatatgttcttacattccagaacctgettgtttttattactgee
agttggggtctgcaggtggcaaacacaagccaagttggatgggtattgtgtgatttttggccatcagecctgatgggectgatctgatag
aaaatgaggagttgctgccactgactctcctcccttcaacaaaggaattgacttgtaatgtaatgagactgacttctaactaactgta

I N p DT I V E V W M G Q N C Y E E L Y
atttcagatatctgttgtaatctttccas

kK v T AA G F P A I MA AP WY L DY I S Y G Q D W Q K Y

Yy K v E P L S F N

gttcgttaacttgcttttaataacttatacctataaaaaagaattgataattgtttggcce
ttaatatgttattttataagtagaacagtaaacagttagcagtatggagtaatagtgttgtactatctgctttagagctgecctgaage
attattcattatgttctaaacagggggttagtgtttctggaagttgccattgtttttgtttttcaagaactggaagctgttgtgtagt
agatggaattccatgtaaatggcaacatacagttttgtcatttgttgggctttgagggccaactgctttgttgtatgtttggettcta
cataaaacagatcagcctgtggcaaaagtgcaaatggccaattgctcaatgtcggactgatcatataatattttgeccagattgtgcecta
ttttattaattacattgcaaagctgaaaacccctgtttctaataacgtaaagcaattaaggatgcaccgaatccagggttcagtttgg
gatttggcctttttcagcatctggctaaaacgaattggagtccttaaaatcacataacttttggttaggtgaacacagaaataaaaca
ttttttagcccttccgtaggttaatttgtataatcaaattcgaattccggcggaacccaaaaataatggatttggtacatcectaaaa
gtaatgcccattttgatgccagtgggtggggaacagactggaaacaaacattaagaaggcgttggtaaggcatgttgggctgacctcce
tcctgtgtgtacctgcactcaggcagaagcttttgactgcaggtacacggagctgecttatggaggctaatccacttctctcageccaa
agaaaaatgcaggctgggctccttgtgecccttagggataatactcttgtttggcacacaattttcaaccagatattggtcggcagget
atcagtagagcacaatacaaggtcggtctgtaggggccaagccatctgecttttactggccactttttcaccacatgattaaatcactt
tatgagtaaaatgtaggttgttatttactgtttttttcgttatgtgtttaacacactgcccttgggaatagcactttttcttgaccaa
acagaacacaatggaaatttgtgcatatgtgaacagaatgcatgtccacactgaacttaaactttatatgtgctgcttctgcagaatt
ctcttttgtaccactttaaaacccttatttataagtacagcagataaagcagccatgtttgttctgttgagccattcttacatgaacg
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taagggtaggcagctagtttaggatgttaaattgagacccatgcccatgtctcagctaagatgaacaatatggtggctcacattctge
agtatgaccagtggtgccatgttcactttaagctttgcatttgttctttaatgttaaaaggaaaataaaatgtaactcagccagtgtt
ggtttgataatccaatgtcttcataaactatttctattcatttttgttttgtggctactttaattggtcctcacagtageccaggaaca
caggagatcagcgatgttatttacttctcggtcccagtgeccgtatgtagettcectgtcaagtagatgtgtgectcattcataaaactate
tgaatctaattctatatgagtgttgtgatttgcagtgattgttgtgattcaggcgagccacagaaggaagcctactggcatacagggt
ggtctgtctgagcttctagatattgccttcacctgcagcagtggtctgtttcattttgectggacttgaccaaagttteccttacatctyg
ggccagaatctatatagaacattggtatgagcagaccaacacagacagctgaaccagagttcttccctggageccagggctaggtagge
tgtaacaaaacatgtaaaatggccactaactatacaaactagaaacactgattatggaggaagggcttaaacggttaaaatgctaget
tcctggagectatggggagagggtaaaggagaaaatacaagggctacagcacacaactcaatctaaagctgtgtaacataacgagcaga
gaggctcccaaacgaagcttcccagataaattgtccctcacagtaatgcacagtcecccatatcattatacctaataaagttcatgtata
cttaaatatctattttatttctgctcagtggatgcagtgtatctaaacctgctattttgcttacttgcagaatggtccaaattagtat
gtgcctgaataatatccgatcctagagctatatgggctttacatttcttaaatatccectttactgttactgtttattctttcacttt
gtatacatctaatcgtgaaatggtgccagcatttattgagggcttttgtattttgtaaatttttgtaaatgaggcagtttagggtact
gactgggttatctccagtcagtaccaactgctgtgatttttggttttttattttcaccattactcaaaatgcecctagatcacctgatce
accctcaatcagggccgaactggcaatctgtggattctggcaaatgccagtggggectgectgtaagatgccatagacagtcacttttta
gtgggctgggggggttttgggccctacttacaatgcccactgttaggatcatgtgactgtattagcacagttctcecectgtgtttgac
tgtaagcttatgaatctccccactcacgttcccatttgtaagaagectttccatttaaaaaaaaactactctttggaatattaatgtac
attaaacattatctgtagtttcacgttattgactgctttgccaaactttacctttccatggatgagtgacagttctattcattataaa
catgtcttcattagtaggttctgatatatgaaggtgaattttaagatttttatatggcatttattgtaataatgtgtaattcttccca
tctctgcagtgtttctatttcataaatcaaattgttttctctagtggatgtggttgggcaggatttggeccattgcaggatatagtgag
ataccagctagtttttttttttttttttttttaccataaggttaaaaaacaagattttccaattaaacagtgcaaaagtaacattttg
tgcaaagactttttgctccaacactgtctaacctaaatctatggagttctgtaattgacataatggacatcttcttcccatacacaga
tggttggcgcaggagttccgggagcactttatatatttttttttttecccaaaccaattcaataactagacctttttatgttttcagg

L N P D T I I
gtgaggttaattggatttgatttccaaatgtcattgattaaataaaggecgtgtgtttaaattccccagTTGAATCCAGACACCATAAT

E v w K E QL Y Q E EMAA AV T A AGUF QATL L S S P W Y
TGAAGTGTGGAAGGAGCAGCTGTATCAAGAGGAAATGGCGGCTGTTACAGCTGCCGGCTTCCAAGCCCTTCTTTCTTCCCCTTGGTAT
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CTAAACCGCATCTCTTATGGTCAGGACTGGATCCAGGTCTACAAAGTTGAACCAGCTAATTTTAATGgtgcgtccctggtacctgatt
tgctgctgaatcaaaactaaacatgggcagcttggcatggcttggcatattattctctttectttctaatatctcecctataaaaagca
gagactcgcaaggagaatgaatggtggttaacatgggcaggtttacatatttttaataccactagagctaaggcaatgtaactaaaac
aggagtaatagagggtgataaaggacatgcagggtgtcatacaaaatgcacttgatttgtactttgcccecgggecatcttggtatctac
aagagaatctgccaagggcttatttatctaaaatacctaaagttcagccatgccaactagtacacaggaaggaatggaattagtttga
cttttaggagagcagatataaagatcattctgtgtgtgtattggctctagaggtcatttcatgagcagtaaaggcaagccataaatta
gcagccagacaggatatctagcaggttcattggacggataccatacaagggctatgcgcagcatgggtgectttctagatttttgetg
tttcgggctaagccgtactccatatctgctaataaaccaaattacacaatctagatatgattttcagctatgecccaaatgacattttt
accaacatggagaccattcaggtttattggattatattataattacactgaaaatctcaaacattcttctcagcaatgtttattagta
cctgttgtcacctggccactgcagaactgtgtgggatatgtgcaggtacattccatttgtctttagttatcttcactagtgctgaaac
aagtgtgcatagaatctacagtaggtggcaaggaaagtgctatagaaccatgttccataaaccttgttttgaaatgtatatatattat
gcatttatgtatgcctagtaaaattatatggcttacattaggtttgcagctgtctggeccaagectttacatattacatgctaggcatag
gctcagtttttattctctatcctgttgccaggatggttatggagaagattaattcttttgcattatgagcagagaaagacattcgggg
gtcatttatagcagaaaaagacatgcataatagggagcattaaaagtgtaagaccattaaaagtgtagtcagtaggtggggagaagag
ggtaaaaaaaagttgacgggcaaatagtagagaatgagagaagggaagagtagagttgcacttcaatgcaatatgagtatttgctgcece
accaatattagtattcaatagaaagtaaagaatatggtattccgtaggaaatgccacggttatgcttcataataagttcatagtggac
agtgtaggacttggttatttggatggagtgatcttctgtgaaaaattattggtaccctattacacgtggctaaatctaacggccctct
taggttgaatagttagtgtggccatgaaggcaagtattgtaatttgttctggtctttctcccaccatagtgtagttatttctaagtat
acattctccttectgcectttagccaacatggcagctcaataaacctectgectgecttcagggecttctggetggetaatacctggetecag
agcaagcatggcatatcatggcatgaggaactggcaaaggggccccatgcatgctgggtaacatttgcagtgeccagggatattcagea
ctctaggaaactggagaatttaattctctgtttataaaaggccctactgtaccattcttatgccatgcaggaagcttgecttggaatyg
gtttttacaacatggaacagatcatttctcatctgtgaaattgtctcatgttctatttttgcaggcactgtataatgtaaagttaggg
ctgtatcattgtagagcagttctgtgatatctattccatgaactgtaatgggtggtgtacccccagectggaatccataatgcacccta
gtgcattgagcttgtgccattttagactcttgtgatttttttttagtattcttatatacttttggtggcacattaacccatgecggtac
ataaataatattgctgattgtggagaaggttctccttacatgcattgttgtccagtacactgtagccataaagttggggggcttgata
ccatagatacggataagcaaggccaatagatgctgggattcattcccattaaacttaattttttaatttttttacagGGACTGCTGAA
CAGAAGCAGCTTGTGATTGGAGGTGAAGCCTGTATGTGGGGTGAATTTGTGGATGCCACTAATCTTACTCCAAGACTATGgtatgtct
gtgccattctgtattctgecctgacacatgtatatgctatatttgccatagtatgtattggataaaggcacacattgecttgetgggtyg
caatctatggcagtgaatccatctgaatgtcaatttgacaattccttcccecctgtatcccgcagGCCTCGGGCGAGTGCTGTAGCTGA
GAGACTGTGGAGCAACCAGAATGTGACGTCAGTGGGAGATGCTTACAATCGGCTTGTCAAACACCGCTGCCGTATGCTCAGgtacagt
ccgtgcgtaactcactagtctcactgctcaaacagcatggtatcaatgcagggaggcaggaattgacttagecttagaataatccctga
ttcatagagcagcgcagtcaccatattgtactgtgagtttggactccagagttcecttttgtaatgtgaaatttcttecctacaatagaa
ggtattcatagaatattaataaaatacaagcagtgtaactgttttcagtctaatctttgggccecccaagcaataagggcaaggtgett
attagcactagaggaggggagctgggttgtatctaggatcaccaggaactactatagcggctgaatagagatgtgaataaaatgttaa
tacactttacattacaagtctgatgaattgtagacgtggaggcattttattcatgtaaaatccagccactttggttttctctttcatt
tattccatgccacatgcctggcaagattctgtactttaaacactgtacagcaggtaagcggttaattttaageccgagttgettttttt
tcatctccagtataaatagctgcacatcatatttaaagggcatgtatcacagaaagtgcttcttgcactggtggctcgggggcagagce
actttgaataaaaaaaaaaatctaatgtttgccttattcagagtcacggctatgttagtgccagtgggaagaacttttacatgtggta
ggtgtccttgaagtgaaagtattagagcttttacacatgggcatttttcctgegttecctctatggtgaatgtttcatacgttectgect
caggaatgcaggaagaaactaagcctgtacttttcaatgaggtttcactggggctggagcatcctaaagtcatagecttggcaacaacg
gccaactttcagttttacttacctgacctatgatttgtttccctttcacagGCGTGGAATAGCAGCTGAGCCTTTATATGTGGGATAC
TGTGACCATGAGCTGGATGTCTAGtaatacatttgcttatttctcaacgtageccttgatttacagcagcacaac
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Figura 18. Gen hex de X. tropicales. A- Diagrama mostrando las regiones de homologia entre
las secuencias exonicas de los genes HEXA y HEXB de humano y el gen de la Hex de X.
tropicalis identificado; y entre este ultimo y el ADNc JN127371 (X. laevis)
(adaptado de UCSC Genome Browser). B- Secuencia gendmica del gen de la Hex de X.
tropicalis (xenTro3 refGene_NM001127137; rango=GL172749: 1795194-1820026). Los
exones se muestran en letras mayusculas y sombreadas en gris. Los exones que codifican los
fragmentos polipeptidicos que definen la identidad del sitio activo de la Hex como a o
(traducidos in silico por encima de su secuencia) se muestran sombreados en verde () o
amarillo (o). Las secuencias resaltadas en negrita en los extremos de cada intrén muestran los
sitios dadores (5" GT) y aceptores (3" AG) de splicing.

Como se describid en la introduccion, los sitios activos de las subunidades a y 8
que constituyen las distintas isoformas de la Hex en los humanos se diferencian en solo
2 de los 12 residuos de aminoacidos enddgenos que los componen. El sitio activo de la
subunidad o presenta un residuo de Asn (N) y uno de Arg (R) en las posiciones 423 y
424 que son reemplazados por un residuo de Asp (D) y una Leu (L) en el sitio activo de
la subunidad B (Lemieux y col., 2006). La presencia de estos residuos determina la
especificidad de carga de los sustratos que las distintas isoformas pueden metabolizar.

Un estudio comparativo entre los genes HEXA y HEXB y el gen hex de X.
tropicalis identificado mostré que los exones que codifican las regiones polipeptidicas
que contienen estos residuos de aminoacido variables (NR o DL) entre los sitios activos
de las subunidades o y  de humano (exén 11 del gen HEXA y HEXB, respectivamente)
estan contenidos en el mismo gen en X. tropicalis (fig. 19A). El alineamiento de estos

exones se muestra en detalle en la figura 20.
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A Gen hex de X. tropicalis
X. tropicalis-ensamble JGI 4.2/xenTro3-Nov. 2009-GL172749: 1.795.244-1.819.981 (24,736 bp)
exon B exon a
gen hex de X. tropicalis & — —— B 1 {i H—

Exones de los genes HEXA y HEXB de humano homologos a los exones del gen hex de X. tropicalis

. exon 11
HEXA gsubumdad u; 0
HEXB (subunidad B WMWWWWMWM
exon 11
ARNms de X. tropicalis secuenciados con ORF completo homdlogos a los exones dé:l gen hex de X. tropicalis
exon
D: BC16174OWPMWWWM
D: BC161249k ++ t -+ i+ t | sassannnnsss | e |
exon o
10 kbt !
1,800.000 1.805.000 1.810.000 1,815.000

GenBank |
GenBank |

escala
scaffold 113-GL172749

B

N V K I N P----5 F N L N P--—— N F N G T A
gtatg: : :tccagBTTAATCCAR: : : AGTTTCAATGgttcg:: : cccagTTGAATCCAG: :: : AATTTTAATGgtgeg : : : tacagEERCICoNE
exén 10 intrén exon intrén exén o intron exon 13

Figura 19. Caracterizacion del gen hex de Xenopus. A- Diagrama mostrando la estructura
exon-intron del gen hex de X. tropicalis; de los exones de los genes HEXA y HEXB de humano
homologos a los exones del gen hex de X. tropicalis; y de los ARNm secuenciados con ORF
completo que se predice que son transcriptos desde el gen de hex de X. tropicalis (BC161740 y
BC161249). Los exones codificantes para las zonas polipeptidicas que determinan la naturaleza
del sitio activo de la Hex como a o § son denominados como exdn 11 en los genes de humano y
como exon a y exon B en el gen de X. tropicalis. Diagrama tomado de UCSC Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu/) y levemente modificado para su mejor entendimiento. B- Diagrama
mostrando la secuencia de los intrones (en letras minusculas y subrayados) que flanquean a la
de los exones (en letras mayusculas y sombreadas) o y B del gen de la Hex de X. tropicalis. En
los extremos de cada intrén se resaltan en negrita los sitios dadores (GT) y aceptores (AG) de
splicing. Las secuencias internas de los exones e intrones fueron removidas por razones de
espacio y son sefializadas con puntos doble. Por encima de los exones se muestra su traduccion
in silico para facilitar la comparacién con las figuras 18B y 20.

A

\J vy
Exon « (gen hex de X. tropicalis) LNPDTIIEVWKEQL---YQEEMARVTAAGFQALLS SPWYLNRI SYGQDWIQVYKVEPANEN 58
Exon 11 (gen HEXA de humano) IQPDTIIQVWREDI PVNYMKELELV TKAGF RALLSAPWYINRIL SYGPDWKDFYIVEPLAFE 61

sk kkkkekkox o * .k k ok kkk ckkkk ckkARkKk Kk kkx k& .k kk ok *
recuadro 1
, . \ \
Exon B (gen hex de X. tropicalis) INPDTIVEVWMGQNCYEELY KV TAAGF PATMAAPWYLDYIS YGQDWOKY YKVEPLSFN 58
Exon 11 (gen HEXB de humano) LAPGTIVEVWKDSAYPEELSRVTASGF PVI LSAPWYIPI) S YGOOWRKY YKVEPLDFG 58
H *_‘k***** .. * kok :***:***'*::****** *******:********'*_
recuadro 1

Figura 20. Alineamiento entre los polipéptidos codificados en el exén 11 de los genes (A)
HEXA o (B) HEXB de humano y de los polipéptidos codificados en sus exones homdélogos
del gen hex de X. tropicalis (exon a y exon B en la figura 19). Los asteriscos indican los
residuos de aminoacido conservados en las dos secuencias alineadas. Las flechas rojas indican
los residuos de aminoacido que forman parte del sitio activo en las Hexs de humano. El
recuadro 1 muestra los residuos de aminoécido que definen la naturaleza del sitio activo de las
subunidades que constituyen las Hexs de humano como o (NR) o  (DL).

Estos hallazgos permiten suponer que en los anfibios se podrian sintetizar
polipéptidos con sitios activos con actividades enzimaticas similares a las encontradas

en las subunidades o 0 B que constituyen las Hexs de humano a partir de un mismo gen.
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Para confirmar la funcionalidad de los exones que definirian la especificidad del
sitio activo de la Hex de X. tropicalis como o 0 B se estudiaron las secuencias
nucleotidicas de los intrones que los flanquean para determinar la presencia de sitios
dadores (GT) y aceptores (AG) de splicing. Los tres intrones que flanquean a estos
exones muestran en sus extremos la presencia de los dinucleétidos GT a AG necesarios
para su correcta remocién por la maquinaria de splicing (fig. 18B y 19B), sugiriendo

gue ambos exones son funcionales.

Una buasqueda realizada por similitud de secuencias (UCSC Genome Browser)
entre los ADNc de X. tropicalis secuenciados a la fecha que contienen ORF completo, y
el gen hex de X. tropicalis identificado predijo que dos ARNm (GenBank ID BC161740
y BC161249) secuenciados a partir de una biblioteca de expresion de intestino de X.
tropicalis (Genetic and genomic tools for Xenopus research: The NIH Xenopus
initiative) podrian transcribirse a partir de este gen (fig. 19A). El alineamiento de los
polipéptidos predichos desde estos transcriptos (GenBank ID: AAI61740 codificado en
el ADNc BC161740 y GenBank ID: AAI61249 codificado en el ADNc BC161249) se

muestra en la figura 21.
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AAT61249 MALRRVALLGILSLCLSLCVCERSHSHRQLQGREEQLDTDIQLTVAQDSPFGSLWPLPQT 60
RATI61740 MALRRVALLGILSLCLSPCICERSHSHRQLRGREEQLDADIQLTVAQDSPFGSLWPLPQT 60
*hk ok ok ok ok ok wkkhkk ok ok okhkok *:**********:*******:*********************
\
AART61249 VILSADSEFYIPPSGFSIVHGSGSTAGTSCVLLQSAFRRYYDYMEFGY SKWKRASVKPSNAG 120
AAT61740 VILSADSEFYIPPSGFSIVHGSGSTAGTSCVLLQSAFRRYYDYMEFGYSKWKRASAKPSNAG 120
************‘k****************************************.***‘k**
AAT61249 QLLOLQVVILSKDHQCHRYPTVQSDESYELSVGENVAVLKANQVWGALRGLETFSQLIYE 180
AAT61740 QLLQLOVVILSKDHQCHRYPTVQSDESYELSVGENVAVLKANQVWGALRGLETFSQLIYE 180
Khkhkhkkhkhkhkrxhkhkhkhkhkhhkrkhkhbhbkhkhbhbhrkhkrrkhbhbhbkhkhrkdrhkrrrbkrbrhbhrdrhkrhbhbrrhhrkdkdhkkxdk
v v
AART61249 DRFGAFLINKSY IEDFPRFAHRGILLDTSRHYLPLKTIFLNLDAMAFNKENVEFHWHIVDD 240
AAT61740 DRFGAFLINKSYIEDFPRFAHRGILLDTSRHYLPLKTIFLNLDAMAFNKENVEHWHIVDD 240
LR R R R R i R R R R e e e R
AAT61249 PSFPYQSVTFPDLSDKGSYHPYTHVYTPVDVRLVIEYARMRGIRVVPEFDSPGHTDSWGK 300
AAT61740 PSFPYQSVTEFPDLSDKGSYHPYTHVYTPVDVRLVIEYARMRGIRVVPEFDSPGHTDSWGK 300
LR R R SRR LS EEESEEEEEEEEESEEREEEESEEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEEEEESS
\ vwoy
ART61249 GQONLLTPCFNKGQLSGAYGPVNPILNDTYNFMYTFFQEVSNVFPDQYTHLGGDEVDFSC 360
AAT61740 GOONLLTPCFNKGQLSGAYGPVNPILINDTYNFMYTFFQEVSNVEFPDOYTHLGGDEVDEFSC 360
khkkdhkkrdhkhhhhdhrhbhhdbhdbhdbrbdbhhhdhrhbhrrdhhhdhrbhhdhdbrhrhthhx
LNPDTT
RAAT61249 WKSNPDVTKFMTDHGFGTDYCKLESYYIQQVLGIVSSLKKGYMVWQEVFDNNVKLNPDTI[ 420
AAT61740 WKSNPDVTKFMTDHGFGTDYCKLESYYIQQVLGIVSSLKKGYMVWQEVFDNNVKINEPDTI 420
****-k-k****-k~k*********-k*****-k************-}e*************:*-k-k-k*
v pexona_ Y YV IENS

AAT61249 TEVWKEQLYQEEMAAVTAAGFOALLSS PWY

:‘*** * *‘k: * ok ok ok kK *::::‘k***
AAT61740

\A sexon B recuadro 1

ARTI61249 VIGGEACMWGEFVDATNLTPRLWPRASAVAERLWSNONVTISVGDAYNRLVKHRCRMLRRG 540
AAT61740 V1GGEACMWGE FVDATNT,T PRLWPRASAVAERLWSNCONVTSVGDAYNRLVKHRCRMLRRG 540

R T e e I S L e I L T e

\

ART61249 TAAEPLYVGYCDHELDV 557
AAT61740 TAAEPLYVGYCDHELDV 557

khkkkhkhrhhkkhhkhkkdhxk

Figura 21. Alineamiento de los polipéptidos deducidos desde los ARNms que se predice
que son transcriptos del gen hex de X. tropicalis. Los asteriscos indican los residuos de
aminoacido conservados en las dos secuencias alineadas. La region polipeptidica divergente
entre ambos polipéptidos se muestra sombreada en gris. Las secuencias de aminoécidos
predichas desde las secuencias nucleotidicas de los exones o 0 B del gen hex de X. tropicalis se
muestran sombreadas en amarillo o verde, respectivamente, por encima y por debajo de la zona
con la que se corresponden en el alineamiento. Las flechas rojas sefialan los residuos de
aminoécido que conforman el sitio activo de la Hex. El recuadro 1 muestra los dos residuos de
aminoacido variables del sitio activo de la Hex que definirian su especificidad como o 0 B. Las
flechas negras sefialan los residuos de cisteinas que se predice que formarian enlace disulfuro.
Los recuadros canela muestran los sitios potenciales de N-glucosilacion.

Llamativamente el alineamiento de estos polipeptidos muestra que existe una
elevada identidad de secuencia entre ellos (~95%) excepto en las regiones
polipeptidicas que definen la especificidad de sus sitios activos como o 0 B
(sombreados en gris en la fig. 21). El andlisis de los residuos de aminoacido que
componen el sitio activo de la Hex contenidos en estas regiones mostrd que el

polipéptido AAI61249 presenta los residuos de aminodcido NR que definen el sitio
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activo de tipo a, mientras que el polipéptido AA161740 presenta el residuo de D clave
que define el sitio activo de tipo B (fig. 21, recuadro 1). Interesantemente, las secuencias
nucleotidicas que codifican estas regiones divergentes en los ADNcs BC161249 y
BC161740, mostraron un 100% de identidad con las secuencias gendmicas de los
exones a (BC161249) y B (BC161740) del gen hex de X. tropicalis identificado (fig.

22), permitiendo deducir que son transcriptas a partir de ellos.

A

L ¥ P DTTI I EVWIEKTE G QTL Y QE E M A
Exon o (gen hex de X. tropicalis)  ---TTGRATCCAGACACCATAATTGAAGTGTGGARGGAGCAGCTGTATCAAGAGGARATGGE 47
ADNc BC161249 AAGTTGRAATCCAGACACCATAATTGAAGTGTGGAAGGAGCAGCTGTATCARAGAGGARATGGC 1300
e % Je ok ook sk d de de Jedk ok ok g ok gk e sk e ke de ok Sk ok e ok g ok g g ok e ok e ok e S S sk e ok e ok g ket sk ke ok e ok ke e ke e
AV T A AGT F QAL L S S P WY LNTRTI
Exé6n o (gen hex de X. tropicalis)  GGCTGTTACAGCTGCCGGCTTCCARGCCCTTCTTTCTICCCCTTGGTATCTAARCCGCATCT 97
ADNc BC161249 GGCTGTTACAGCTGCCGGCTTCCAAGCCCTTCTTTCTICCCCTTGGTATCTARACCGCATCT 1350
EE S S S SRS SRR R EEE R R R R R EEEEE RS EEE TSRS S EEEEE S S EEEEEE RS S EEE S
S YG QDWW I gV Y KV EZPANTF N
Exo6n o (gen hex de X tropicalis) CTTATGGTCAGGACTGGATCCAGGTCTACARAGTTGAACCAGCTAATTTTAATG-——————~ 147
ADNc BC161249 CTTATGGTCAGGACTGGATCCAGGTCTACARAGTTGAACCAGCTAATTTTAATGGGACTGCT 1400
B e o
B I N P DTTI V EV WMG Q N C ¥ E E L
Exon B (gen hex de X. tropicalis) —----- ATTAATCCAGACACGATAGTGGRAGTGTGGATGGGGCAGAACTGTTATGARGAACTA 57
ADNc BC161740 TARAGATTAATCCAGACACGATAGTGGRAGTGTGGATGGGGCAGARCTGTTATGAAGAACTA 1312
KA A AR AT A AR A A KA A A A A A AR AAANA A AR AT A AN AR A A A A A AR A A AR A A A A hk
Yy K Vv T A A G F P A I M A A P W Y L DY I
Exon 3 (gen hex de X. tropicalis)  TACAAAGTGACAGCTGCAGGGTTCCCAGCTATCATGGCCGCCCCTTGGTACCTAGATTACAT 119
ADNc BC161740 TACARAGTGACAGCTGCAGGGTTCCCAGCTATCATGGCCGCCCCTTGGTACCTAGRTTACAT 1374
PR RS L SRR RS SRR R R R RS RS E LSRR EEEEEEREEEEELEEE LTS
S Y G Q D W Q K Y Yy K VvV E P L S F N
Exon } (gen hex de X. tropicalis)  TAGTTATGGCCAAGACTGGCAGAAATACTACAAAGT TGAGCCGCTARGTTTCAATG--——-—- 175
ADNc BC161740 TAGTTATGGCCAAGACTGGCAGARATACTACAAAGT TGAGCCGCTARGTTTCAATGGGACTG 1436

KR A A kI A A A A A A A FA A A AR AR A A A AR A I I A A A K I A A KA AR A F R A KA AR KA A A K

Figura 22. Alineamiento entre (A) la secuencia nucleotidica del exén o del gen hex de X.
tropicalis y la secuencia nucleotidica que se corresponde en el ADNc BC161249
(codificante para AAI161249) y; (B) entre la secuencia nucleotidica del exén B del gen hex
de X. tropicalis y la secuencia nucleotidica que se corresponde en el ADNc BC161740
(codificante para AAI61740). Los asteriscos indican los nucleétidos conservados en las dos
secuencias alineadas. Por encima de los alineamientos se muestra su traduccién in silico para
facilitar la comparacion con la figura 21.

Polipéptidos altamente homélogos a los que se predice que son sintetizados a
partir del gen hex de X. tropicalis fueron encontrados en X. laevis: GenBank ID
AEJ87970 y GenBank ID AAI59343 (fig. 23).
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X.tr AAI61249
X.I AEJB7970

X.tr AAIG1249
X.I AEJ8B7970

X.tr AAI61249
X.I AEJB7970

X.Ir AAI61249
X.I AEJ8B7970

X.tr AAIG1249
X.I AEJ87970

X.tr AAI61249
X.I AEJ8B7970

X.tr AAIB1249
X.I AEJB7970

X.tr AAI61249
X.I AEJ8B7970

X.tr AAI61249
X.I AEJ87970

X.tr AAI61249
X.I AEJB7970

MALRRVALLGILSL--CLSLCVCERSHSHRQLOGREEQLDTDIQLTVAQDSPFGSLWPLP
MALRRVAVLGILSLSFYLSPSLCLRSHSHGEL-—--—--— LDAETQLTVAEDSPYGSLWPLP

*****‘k*:*‘k*‘k*‘k * .:* H ok ok ok ke :* **:: *****:***:*******

M
OTVILSADSFYIPPSGFSIVHGSGSTAGTSCVLLOSAFRRYYDYMEGY SKWKRASVKPSN
QTVITEFSADTFRIPPSAFSIVHGSGSTVGASCVMLODAFRRYYDYTIFGY SKWKHLSKKPSD

* Kk Kk s kA ke h KA hkhk KA A A A A A hhh ko hhhearh FAAFArAKesFhdhrhke K Hxkko

M
AGOLLOLOVVILSKDHQCHRYPTVQSDESYELSVGENVAVLKANQVWGALRGLETFSQLT
AGQLLOLOVIILSQDHECHQYPTVKSDESYELSVGENVAVLKAKQVWGALRGLETFSQLI

khhkhkhkhkhhk oekkk ohhohkkohhohdhoahh kb bk hkhhhkhhhhdhhdhokhhhhhkhkkhhkhhkhx

A
YEDRFGAFLINKS[YIEDFPRFAHRGILLDTSRHYLPLKTIFLNLDAMAFNKENVEHWHIV
YEDSFGAFLINKTHIEDSPRFAHRGVLLDTSRHYLPLKTI FLNLDAMAFNKENVEFHWHIV

hhk Khhkhhhhhks shkhkh Khhhhdhk o hhkhhdrdhdhhdrrrhhdhhrhrhhhr bk kb ok hkhx

v v
DDPSFPYQSVTFPDLSDKGSYHPYTHVYTPVDVRLVIEYARMRGIRVVPEFDSPGHTDSW

DDPSFPYQSVTFPDLSDKGSYHPYTHVYTPIDVRMVIEFARMRGIRVVPEFDSPGHTDSW

ok e ok ok ko Tk kS ke ok Tk ok sk ok sk ok S ok Sk ok ke ke Sk ok Sk . e ok e e sk Sk e S ok e o ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

\4 vy
GKGQONLLTPCFNKGQLSGAYGPVNPI NFMYTFFQEVSNVEPDQYIHLGGDEVDE
GKGQONLLTPCFNKEKLTGTEFGPVNPI NEMYTEFFQEVSKVEPDQY IHLGGDEVDE

Khkkkhhkhhkhkrkhkhkd ok ek e e kok ok ok ek ok sk sk ok ke ke ko ke ke ke ok ok ke ok ok ok ok ke sk ok ke ok ok ok ke ok

S!WKSNPDVTKFMTDHGFGTDYCKLESYYIQQVLGIVSSLKKGYMV%QEVFDNNVKLNPD
SCWRSNPDVTKFMTDRGEFGTDYCKLESYYIQQILGIVSSLKKGYMVWQEVEDNNVKLNPD
KKk H ***********:**************** H R e e e e e i e e e e
\ vw
TIIEVWKEQLYQEEMAAVTAAGFQALLSSPWY SYGODWIQVYKVEPANENGTREQK
TITEVWKEKLYQEEMAAVTAAGFQALLSS PWYﬁ SYGQDWIQVYRVEPTN QQK

hA A A A hHh ks kA A hd oAbk A Ak kb Ak h A A A A A r A A hhhhh e Ahk o A hxhkh ko Ak

recuadro 1

vy Y
QLVIGGEACMWGEFVDATNLT PRLWPRASAVAERLWSNONVTSVGDAYNRLVKHRCRMLR
QLVIGGEACLWGEFVDATNLT PRLWPRASAVAERLWSSQSVTSVGDAYNRLVKHRCRMVR

KAKKKKKFIK e KA FIK KK, K IR KFI Ak dh kI hhdhhhkdhhdAxx K FdhkArkrhkdhkhrkhrkdkx

v
RGIAAEPLYVGYCDHELDV 557
RGIAAEPLYVGYCDHELDV 553

hhkkhkkhhhhkrkhdhhhkkhx
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54

118
114

178
174

238
234

298
294

358
354

418
414

478
474

538
534
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X.tr AAI61740 -—-MALRRVALLGILSL--CLSPCICERSHSHRQLRGREEQLDADIQLTVAQDSPFGSLW 55
X.1 AAI59343 PVDMALRRVAVLGILSLSFYLSPSLCLRSHSHGEL——-—-—— LDAETQLTVAEDSPYGSLW 54
*******:****** ***.:* i :* ***: *****:***:****
X.tr AAIB1740 PLPQTVILSADSFYIPPSGFSIVHGSGSTAGTSCVLLOSAFRRYYDYMFGY SKWKRASAK 115
X1 AAI59343 PLPQTVTFSADTFRIPPSAFNIVHGSGSTVGASCVMLODAFRRYYDYIFGYSKWKHLSEK 114
* ok k kKK :ﬂ.—-kﬂ.—:-): ****.*.*******-}c'-k:-ki.--k:-ki.-‘********:*******: E
X.tr AAIB1740 PSNAGQLLQLQVVILSKDHQCHRY PTVQSDESYELSVGENVAVLKANQVWGALRGLETFS 175
X.I AAI59343 PSDAGQLLQLQVIILSQDHECHQYPTVKSDESYELSVGENVAVLKAKQVWGALRGLETFS 174
*J::*********:***:**:**:****: ******************:*************
\/
X.tr AAIB1740 QLIYEDRFGAFLINKS[YIEDFPRFAHRGILLDTSRHYLPLKTIFLNLDAMAFNKENVEFHW 235
X.I AAI59343 QLIYEDSFGAFLINKTHIEDSPRFAHRGVLLDTSRHYLPLKTIFLNLDAMAFNKFNVFHW 234
* K * kKK ******k*: :k*k * ok ok ok ok ok Kk : e I e I i I I I I I I i e
\d \
X.tr AAI61740 HIVDDPSFPYQSVTFPDLSDKGSYHPYTHVYTPVDVRLVIEYARMRGIRVVPEFDSPGHT 295
X1 AAI59343 HIVDDPSFPYQSVTFPDLSDKGSYHPYTHVYTPIDVRMVIEFARMRGIRVVPEFDSPGHT 294
ER R o i o e e e i H * KKk . * Kk Kk H *hkk kkkkkhkokkhkkkkhkh ok
A v
X.tr AAI61740 DSWGKGQQNLLTPCFNKGQLSGAYGPVNPIINDTYNFMYTFFQEVSNVFPDQYIHLGGDE 355
X.I AAI59343 DSWGKGQONLLTPCFNKEKLTGTFGPVNPIINDTYNFMYTFFQEVSKVFPDQYIHLGGDE 354
i i i i i i i i :*:*: :********************** . E i e e e i
\/
X.tr AAIB1740 VDEFSCWKSNPDVTKEMTDHGFGTDYCKLESYYIQQVLGIVSSLKKGYMVWQEVFDNNVKI 415
X AAI59343 VDFSCWRSNPDVTKEFMTDRGFGTDYCKLESYYIQQILGIVSSLKKCYMVWQEVEDNNVKT 414
* kK kKK . k*k*k******:*************k*k . E R R I I
\ yvw
X.tr AAIB1740 NPDTIVEVWMGONCYEELYKVTAAGFPAIMAAPWY ISYGQDWOKYYKVEPLS mn 475
X AAI59343 NPDTIVEVWKGENCYEELYKVTAAGFPAIMSAPWY I SYGQDWQKYYKVEPLS A 474
*khkkkkhkhkhkk K . kok ok ok ke k ok ok ok ok ok ke k ok ok ok k . khkkhkkkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkkhkhbhkhkhkhkhkhkhkkhkkhk
vy recuadro 1 v
X tr AAI61740 EQKQLVIGGEACMWGE FVDATNLT PRLWPRASAVAERLWSNONVT|SVGDAYNRLVKHRCR 535
X.1 AAI59343 QQOKQLVIGGEACLWGEFVDATNLT PRLWPRASAVAERLWSSQSVTSVGDAYNRLVKHRCR 534
:***********:k*k*k*k*k*k*k**************_ *_ R I
\
X.tr AAIB1740 MLRRGIAAEPLYVGYCDHELDV 557
X AAI59343 MVRRGIAAEPLYVGYCDHELDV 556

ke Kk Kkhk kA hkhkxdkhkkhkkkhkkkhkhk

Figura 23. Polipéptidos deducidos de X. laevis (X.I) homélogos a los polipéptidos deducidos
de X. tropicalis (X.tr) que serian sintetizados desde el gen hex. A- Alineamiento de los
polipéptidos AEJ87970 de X. laevis y AAI61249 de X. tropicalis y; B- alineamiento de los
polipéptidos AAI59343 de X. laevis y AAI61740 de X. tropicalis. Los asteriscos indican los
residuos de aminoécido conservados entre las secuencias alineadas. Las flechas rojas sefializan
los residuos de aminoacido que conforman el sitio activo de la Hex. El recuadro 1 resalta los
dos residuos de aminoéacido del sitio activo de la Hex que definen su especificidad como
o (NR; GenBank ID: AAI61249 y AEJ87970) o B (DY; GenBank ID: AAI61740 y AAI59343).
Las flechas negras sefialan los residuos de cisteinas que se predice que estarian unidos por
enlace disulfuro. Los recuadros canela muestran los sitios potenciales de N-glucosilacion.

Al igual que en X. tropicalis el alineamiento de estos polipéptidos de X. laevis
mostré una elevada identidad entre ellos (~96%) excepto en los fragmentos
polipeptidicos que definen la especificidad de sus sitios activos como o 0 B (fig. 24).
Interesantemente, estos fragmentos polipeptidicos disimiles (sombreados en gris en la

figura 24) presentaron una alta similitud (95% de identidad y 99% de similitud) con los
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fragmentos polipeptidicos deducidos desde los exones a. y B del gen hex de X. tropicalis
(fig. 24).

AEJ87970 ---MALRRVAVLGILSLSFYLSPSLCLRSHSHGELLDAETQLTVAEDSPYGSLWPLPQTVTEFSADTEFR 65
AAI59343 PVDMALRRVAVLGILSLSFYLSPSLCLRSHSHGELLDAETQLTVAEDSPYGSIWPLPQTVTFSADTFR 68

hohkhk hkhk hk hokh hokdk ko ok koo bk ko bk d bk hdhh dhdk ok Fdhh hdh Fdkd Fhkd ok bk d bhd kx oxx

v Y
AEJ87970 IPPSAFSIVHGSGSTVGASCVMLODAFRRYYDYI FGYSKWKHLSKKP SDAGQLLQLOVITILSQDHECH 113
AAI59343 IPPSAFNIVHGSGSTVGASCVMLODAFRRYYDYI FGYSKWKHLSEKP SDAGOLLQIQVIILSQDHECH 136

hhkhkhk hhk Fhkhk Ak hkhd hkhh hkh hkkhhkxd kb hkhkdhkhkrhhdhdbdhdhk sohh hdh kdhdk hhk dhk krk hkkhd kk kkx

AEJ87970 QY PTVKSDESYE LSVGEN VAVLKAKQVWGALRGLET FSQLI YEDSFGAF L II IEDSPRFAHRGVL 201
AAI59343 QY PTVKSDES YE LSV GEN VAVLKAKQVWGALRGLET FSQLI YEDSFGAF LINKTH IEDSPRFAHRGVL 204

Kk ohkhk KKk khkhk kX kkh hkk kk khkx kkh bk kkdk khkx hkk khdhhhk kkk khh kk kkd khkk kk khdk kkdh kk kkxk

AEJ87970 LDTSRHYLPLKT IFLNLDAMAFNKFNVFHWHIVDDPSFPYQSVTFPDLSDKGSYHPYTHVYTPIDVRM 269
AAI59343 LDTSRHYLPLKT IFLNLDAMAFNKFNVFHWH IVDDP SFPYQSVT FPDLS DKGSYHPYTHVYTPIDVRM 272

ek hkk hkk Fkhk hdk hokdh hokdh hok bk hkdh bk bk ok hkkd bk hdhdhhd Fhdk Fdhd hdh kd Fhkd ok kkd bhd bx okx

A \
AEJ87970 VIEFARMRGIRVVPE FDS PGHTDSWGKGQONLLTPCENKEKLTGTEFGPVNPIINDTYNEMYTFFQEVS 337
AAI59343 VIEFARMRGIRVVPE FDS PGHTDSWGKGQONLLT PCFNKEKLTGTFGPVNPILNDTY NFMYTEFFQEVS 340

Kk hkh khkk kA Ak hkA hhd hhkhkdhhkhddh vk rkdd A ddhddkhhkhrdhdhbhd bk khdhkd kx kkk

v \ \
AEJ87970 KVFPDQY IHLGGDEVDFSCWRSNPDVTKEMT DRGEFGTDY CKLES YYIQQILGIVS SLKKGYMVWQEVE 405
AAI59343 KVFPDQY IHL GGDEV DFS CWRSNPDVTKFMT DRGFGTDY CKLESYYI QQ ILG IVS SLKKGYMVWQEVE 408
hhkhhk khhk khhk hh hkhd bhd hh bbbk bhbh bbbk bbb bbb bbb bbb hdh hbhd bdhd bdh kbkdk bhk bk bkd bhkd bk kkk
V  rexénoade X tropicalis V¥ A/

LNPDTIIEVWKEQLYQEEMAAVTAAGFQALLSSPWYIE}R_FISYGQDWIQVYKVEPANFN
AEJ87970 DNNVHLNPDT ITEVWKEKLY QEEMAAVT AAGFQALL SSPWY IINR[ISY GOQDWI QVYRVEPTNENGTIAQQ 473
ek kok A ek Kk K ks k ok K *% hok kokk ok K oes ok sk kk e bekk kk Kk Koekokok ok k| xokr

AAI59343 DNNVHINPDT IVEVWKGENC YEELYKVT AAGFPA IMSAPWY IIDY|LSY GO DWQKYY KVEPL SENGTIAQQ 476
INPDT IVEVWMGQNC YEELYKVT AAG FPA IMAAPWY T}DY([TSY GQ DWQKYY KVEPL SEN
“exon B de X. tropicalis recyadro 1

AEJ87970 KQLVIGGEACLWGEF VDATNLTPRLWPRASAVAERLWSSQSVTSVGDAY NRLVKHRCRMVRRGIAAEP 541
AAIS9343 KQLVIGGEACLWGEF VDATNLTPRLWPRASAVAERLWSSQOSVTSVGDAY NRLVKHRCRMVRRGIAREP 544

Fk okk kdkk kkk kg kokdk hkokk ko kkk kb kk kokdk sk kb dkk ok ek ok kkk ok kdkk kkk ok kokk kokk ok ko x

v
AEJ87970  LYVGYCDHELDV 553
AAI59343  LYVGYCDHELDV 556

Figura 24. Alineamiento de los polipéptidos deducidos de X. laevis que serian sintetizados
desde el gen hex de Xenopus. Los asteriscos indican los residuos de aminoacido conservados
entre las secuencias alineadas. La regién polipeptidica divergente entre ambos polipéptidos se
muestra sombreada en gris. Las secuencias sombreadas en amarillo o verde, por encima y por
debajo de las secuencias alineadas, muestran las regiones polipeptidicos codificadas en los
exones o 0 B del gen hex de X. tropicalis. En negrita se resaltan los residuos de aminoécido
variables entre el fragmento polipeptidico codificado en el exon o de X. tropicalis y su
fragmento homologo en el polipéptido de X. laevis AEJ87970; y entre el fragmento
polipeptidico codificado por el exén B de X. tropicalis y su fragmento homdlogo en el
polipéptido de X. laevis AAI59343. Las flechas rojas sefialan los residuos de aminoacido que
componen el sitio activo de la Hex. El recuadro 1 muestra los dos residuos de aminoacido
variables del sitio activo de la Hex que definen su naturaleza como o (NR; en AEJ87970) o
B (DY; en AAI59343). Las flechas negras sefialan los residuos de cisteina que se predice que
estarian unidos por enlace disulfuro. Los recuadros canelas muestran los sitios potenciales de
N-glucosilacion.
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Estos hallazgos sugieren, en su conjunto, que en Xenopus polipéptidos con sitios
activos Hex de tipo a y B podrian ser sintetizados desde un mismo gen por splicing

alternativo.

B3- Determinacion del numero de genes codificantes para las Hexs identificadas en
X. laevis

Los hallazgos bioinformaticos encontrados en el apartado anterior permiten
suponer que en Xenopus, Y tal vez en el resto de los anfibios, los polipéptidos con sitios
activos de tipo o y B que constituyen las Hexs se podrian sintetizar por medio del
splicing alternativo de los exones contenidos en un mismo gen. Sin embargo, un analisis
minucioso del alineamiento de estos polipéptidos, tanto en X. laevis como en X.
tropicalis (fig. 21 y fig. 24), muestra la existencia de pequefias diferencias entre sus
secuencias (5/557 residuos de aminoécido entre los polipéptidos de X. tropicalis y 2/553
residuos de aminoacido entre los polipéptidos de X. laevis) por fuera de la zona que
seria codificada en los exones alternantes o o [, sugiriendo la existencia de diferentes
variantes alélicas del gen hex en Xenopus o su reciente duplicacién. Esta ultima
posibilidad fue estudiada por medio de experimentos de Southern blot, utilizando una
sonda de 252 pb sintetizada a partir de una region del ADNc JN127371 que se
corresponde con el primer exon del gen hex de Xenopus (fig. 25). Sin embargo, debido a
la imposibilidad de conseguir animales de X. tropicalis (anfibio con genoma diploide)
en nuestro pais se utilizé a X. laevis (anfibio con genoma tetraploide) como modelo
experimental.

La sonda utilizada presenta, ademas, un 99,6% de identidad nucleotidica con su
fragmento homologo en el ADNc BC159342, siendo capaz de reconocer él, o los genes,
que dieron origen a ambos ADNcs y como consecuencia a los polipéptidos de tipo o
(AEJ87970 codificado en JN127371) y B (AAI59343; codificado en BC159342) de la

Hex de X. laevis caracterizados.
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[TGACTTTCTCTGCCGATACTTTCCGCATCCCGCCGTCCGCCTTCAGCATTGTGCATGGCT] 217
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recuadro 1
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CGGGCTCCACAGTGGGCGCTTCCTGTGTGATGCTGCAGGATGCCTTCCGCAGGTATTACG 289

’CGGGCTCCACAGTGGGCGCTTCCTGTGTGATGCTGCAGGATGCCTTCCGCAG‘GTATTACG 300

[CGGGCTCCACAGTGGGCGCTTCCTGTGTGATGCTGH ————————=——————————————— 252
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Figura 25. Alineamiento de los ADNcs codificantes para los polipéptidos de tipo a. (ADNc
JN127371) y B (ADNc BC159342) de la Hex de X. laevis y de la sonda utilizada en el
experimento de Southern blot (Sonda Southern blot; resaltada en rosa) para determinar el
nimero de genes que los codifica. Los asteriscos indican los residuos nucleotidicos
conservados en las tres secuencias alineadas. Por encima de las secuencias nucleotidicas se
muestra su traduccion in silico para facilitar su comparacion con las secuencias polipeptidicas
alineadas en la figura 24. Las secuencias nucleotidicas que se predice que estan codificadas en
el primer exon del gen hex de Xenopus se muestran sombreadas en gris. El recuadro 1
(sombreada en amarillo) resalta el dnico nucleétido que varia entre la sonda y el ADNc

BC159342.

Los resultados obtenidos en el experimento se muestran en la figura 26.
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Figura 26. Analisis por Southern blot del nimero de copias del gen hex caracterizado en el
genoma de X. laevis. A- Los fragmentos resultantes de la digestion de 15ug de ADNg de
X. laevis con las enzimas de restriccion Avall, o BstXl, o EcoRI, o Hindlll, o Ncol, o Pstl
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 0,7 % p/v y teflidos con bromuro de
etidio. Control -: ADNg de S. marcescens digerido con la enzima de restriccion BamHI.
Control+: ADN plasmidico linealizado conteniendo el ADNc JN127371 (5,8 Kkpb).
ladder 1 kb y A Hindlll: marcadores de tamafio molecular Ladder DNA 1kb (Biodynamics) y
ADNg del bacteri6fago lambda digerido con la enzima de restriccion Hindlll. B- Los
fragmentos de ADNg provenientes de cada digestion y separados en el gel de agarosa, fueron
transferidos por capilaridad a una membrana de nylon Hybond™-N* y unidos covalentemente a
ella por tratamiento térmico. ElI nimero de fragmentos de ADNg codificantes para las Hexs de
X. laevis caracterizadas fueron detectados utilizando una sonda radioactiva (1 x 10* cpm/ml)
complementaria al primer exdn del gen hex de Xenopus caracterizado.

En los experimentos de Southern blot es frecuente la aparicion de bandas de
hibridacion de elevado tamafio (~23 kb) ocasionadas por hibridaciones a ADNg
incompletamente digerido, como se observa en las calles correspondientes a los
digeridos realizados con las enzimas de restriccion EcoRlI, Hindlll y Ncol. Descartando
estas bandas, una Unica banda de hibridacion se observa en la calle correspondiente a
los digeridos de ADNg realizados con las enzimas de restriccion BstXl o Ncol. La
presencia de una Unica banda de hibridacién en estos digeridos sugiere que los ADNc
codificantes para las polipéptidos de tipo o y B caracterizados para la Hex de Xenopus
podrian ser sintetizados desde un mismo locus génico, como fue predicho in silico.

En las calles correspondientes a los digeridos realizados con las enzimas de
restriccion Avall, EcoRI1 y Hindlll se evidenciaron dos o tres fragmentos de hibridacion.
Dadas las condiciones de temperatura y astringencia utilizadas en este experimento es
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improbable que estas bandas provengan de hibridaciones inespecificas. Ademas, la
especificidad de la sonda, y las condiciones de alta astringencia utilizadas en este
experimento, fueron demostradas por la ausencia de bandas de hibridacion en el
digerido de ADNg de S. marcescens (utilizado como control negativo de hibridacion) y
por la presencia de una banda de hibridacién del tamafio esperado (~5,8 kpb) en el calle
de siembra correspondiente al plasmido linealizado que contenia el ADNc JN127371.

C- EXPRESION DE LA HEX DE X. LAEVIS CODIFICADA EN EL ADNc
JN127371 EN CELULAS DE OVARIO DE HAMSTER CHINO

En los apartados anteriores se identificaron ADNc que codifican para Hexs de X.
laevis y de X. tropicalis y se obtuvieron sus secuencias polipeptidicas por medio de la
traduccion in silico de los ORF contenidos en ellos. La identidad Hex de estos
polipéptidos fue validada por métodos bioinforméticos a través de la comparacion de
sus secuencias y caracteristicas estructurales, con las de otras Hex de vertebrados
caracterizadas. A pesar de ello, la prueba méas contundente sobre la verdadera identidad
bioguimica de una proteina es su actividad bioldgica.

Para determinar si la proteina codificada en el ADNc JN127371 es una verdadera
Hex de X. laevis, como fue predicho por métodos bioinformaticos, se plante6 como

siguiente objetivo expresarla en células eucariotas para evaluar su actividad Hex.

C1- Adecuacion del marco de lectura abierto de la Hex de X. laevis codificada en el
ADNCc JN127371 para su expresion en células eucariotas

Como se describi6 en el apartado A de este capitulo el ORF codificado en el
ADNc JN127371 (ORF JN127371 de aqui en adelante) carece de los dos primeros
residuos nucleotidicos (AT) que compondrian el codén ATG (codificante para un
residuo de metionina) que sefializa el inicio de la traduccion. Con el objetivo de
reconstituir este codén, en el contexto de una secuencia Kozak que facilite su
reconocimiento por la maquinaria de traduccion de las células eucariotas, se disefiaron
cebadores especificos (fig. 11; materiales y métodos) que introducirian los residuos
nucleotidicos AT en la posicion predicha por medio de una reaccion de PCR. Ambos
cebadores, ademas, adicionan sitios de reconocimiento para diferentes enzimas de

restriccion que facilitan el clonado del ORF JN127371 amplificado.
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Los cebadores anteriormente descriptos fueron utilizados para amplificar por PCR
un fragmento del ADNc JN127371 que abarca su ORF completo. Un Unico fragmento
de ADN del tamafio esperado (~1,7 kpb) fue evidenciado cuando el producto de la

reaccion de PCR fue resuelto por electroforesis en un gel de agarosa (fig. 27).

kpb

N LhO
© o ooo

ORF JN127371Met

Figura 27. Adecuacion por PCR del ORF JN127371 para su expresion en células
eucariotas. EI ORF contenido en el ADNc JN127371 fue amplificado por PCR utilizando los
cebadores mostrados en la figura 11 (materiales y métodos). El producto de la reaccion fue
resuelto por electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v. Calle 1: Marcador de tamafio molecular
Ladder 1 kpb (PB-L); Calle 2: reaccion de PCR.

El fragmento de ADN amplificado por PCR (ORF JN127371Met) fue clonado en
el vector pGEM-T Easy y luego subclonado en el vector pcDNAS3 para su expresion en
células eucariotas. La reconstruccion del codén que sefializa el inicio de la traduccién en
el ORF JN127371Met y su integridad traduccional fueron verificados a través de su
secuenciacion completa utilizando los cebadores descriptos en la Tabla 111 (materiales y

métodos). La secuencia obtenida es mostrada en la figura 28.
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vV G DAY NRULV KHURU CIRMVYVYURIRGTIAA AE 540
TGGGAGATGCTTACAATCGGCTTGTGAAACATCGCTGCCGCATGGTCAGGCGCGGAATAGCAGCTGAG 1700
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CCTTTATACGTGGGCTACTGTGACCATGAGCTGGATGTCTGAATTGGTCACATGACACTGCAATTCTT 1768
GCACCACCCGGGTCTAGAACAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAG 1836
CTCCCAACCGCGTTGGAAGCCAAGGTTT 1864

Figura 28. Secuencia completa del inserto contenido en el plasmido pcDNA3-Hex. La
secuencia completa del inserto contenido en el plasmido pcDNA3-Hex fue obtenida por
superposicion de las secuencias parciales obtenidas con los cebadores SP6 y T7 (provistos en el
plasmido pcDNA3) y de los cebadores directo y reverso mostrados en la tabla Ill. Las
secuencias subrayadas corresponden a los cebadores directo y reverso utilizados en la reaccion
de PCR. Sombreada en gris se muestra la secuencia Kozak conteniendo el codon ATG (en
negrita) que sefializa el sitio de inicio de la traduccion. Por encima de la secuencia nucleotidica
se muestra la traduccion in silico del ORF obtenido para facilitar su comparacién con la
secuencia presentada en la fig. 15.

En esta secuencia se puede verificar la introduccion del codén ATG que sefaliza
el inicio de la traduccion en el sitio predicho (capitulo I11; apartado A) y la ausencia de
mutaciones en el ORF JN127371Met.

C2- Expresion de la Hex de X. laevis codificada en el ADNc JN127371
(GenBank ID: AEJ87970) en células de ovario de hdmster chino

La actividad enzimatica de una proteina expresada en forma heter6loga requiere
de su correcto plegamiento y procesamiento postraduccional. En este sentido, la Hex de
humano pudo ser expresada con actividad en cultivos in vitro de células derivadas de
ovario de hamster chino (CHO) (Miranda y col., 2000; Hou y col., 2000; Sinici y col.,
2006). En consecuencia, la linea celular CHO-K1 (CHO de aqui en adelante) fue
seleccionada para evaluar la expresiéon y actividad de la putativa Hex de X. laevis
codificada en el ORF JN127371Met.

C2A- Transfeccion de células de ovario de hamster chino con el ADNc JN127371

El vector pcDNA3-Hex fue transfectado en células CHO mantenidas en cultivo
una vez alcanzado el 70% de confluencia celular. Para evaluar la eficiencia de la
transfeccion, se transfectaron separadamente células CHO con el vector reportero
phrGFP (Agilent Technologies) en igualdad de condiciones. Este Gltimo vector, una vez
ingresado a la célula, es capaz de dirigir la expresion de la proteina fluorescente verde
(GFP) bajo el control del promotor constitutivo fuerte del citomegalovirus humano
(CMV). En consecuencia, las células que recibieron el vector y que expresan a GFP se

pueden evidenciar por microscopia de fluorescencia siguiendo la emision de luz verde.
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Debido a que fue reportada la existencia de Hexs endogenas en las células CHO
(Sinici y col., 2004) también se realizaron réplicas de los cultivos, que no fueron

transfectados, para determinar la actividad Hex basal en éstas células.

Las micrografias obtenidas en los cultivos control de células CHO transfectados
con el vector phrGFP nos permitieron calcular una eficiencia de transfeccion
aproximada de 15% (figura 29). En base a ello se podria suponer que la misma
eficiencia de transfeccion fue alcanzada para las células CHO transfectadas con
pcDNAS3-Hex.

B ool

Figura 29. Transfeccion de células CHO con phrGFP. Micrografias de campo claro (A) y de
fluorescencia verde (B) de los cultivos de células CHO transfectadas con el plasmido phrGFP.
C: superposicion de las micrografias A y B evidenciando la expresion de la proteina GPF en las
células que fueron eficientemente transfectadas. Las flechas amarillas sefialan algunas de las
células que expresan GFP. Las imagenes corresponden a 24 h postransfeccion.

Una vez determinada la funcionalidad y la eficiencia de la transfeccion, las células
CHO transfectadas con el vector pcDNA3-Hex, y sin transfectar, fueron mantenidas en
cultivo por 48 h. Trascurrido este plazo las células fueron cosechadas mediante la
adicion de tripsina y los extractos celulares totales fueron obtenidos en buffer fosfato
pH=6,0 por medio de cuatro ciclos de congelamiento y descongelamiento (Sinici y col.,
2006). La presencia de polipéptidos provenientes de la expresion del ORF
JN127371Met fue verificada por Western blot utilizando anticuerpos policlonales
especificos obtenidos en nuestro laboratorio capaces de reconocer su region N-terminal
(fig. 30). Estos anticuerpos (antisueros) fueron denominados anti-GST/Hex
(a-GST/Hex) ya que se obtuvieron mediante la inoculacién en conejo de la region
N-terminal del polipéptido codificado en el ORF JN127371 (GenBank ID: AEJ87970)
(ver fig. 17) fusionada a la proteina glutation S-transferasa (GST). La obtencién y

validacion de los anticuerpos a-GST/Hex se describe en detalle en el capitulo IV.
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Figura 30. Analisis por Western blot de la expresion del ORF JN127371Met en células
CHO. Las proteinas provenientes de extractos celulares totales de las células CHO
transfectados con el vector pcDNA3-Hex (+) y no transfectados (-) fueron resueltas en
SDS-PAGE al 12% y transferidas a una membrana de nitrocelulosa. A- Inmunodeteccidon con el
antisuero a-GST/Hex. Las flechas blancas sefialan los polipéptidos heterdlogos.
B- Inmunodeteccion conjunta con anticuerpos o-GST y suero preinmune (o-GST + p.i.). La
cantidad de proteinas totales sembradas en cada calle fue verificada incubando la membrana con
anticuerpos comerciales anti-actina (-actina).

Como se observa en la figura 30, siete bandas proteicas de: ~64 kDa; ~59 kDa;
~56 kDa; ~50 kDa; ~45 kDa; ~28 kDa y ~25 kDa fueron evidenciadas cuando los
extractos celulares totales provenientes de las células CHO transfectadas con el vector
pcDNA3-Hex fueron inmunodetectados con los anticuerpos o-GST/Hex. Los
polipéptidos de 64 kDa y 59 kDa también fueron evidenciados cuando los mismos
extractos fueron expuestos a los anticuerpos control (suero pre-inmune y o-GST)
mostrando ser inespecificos. Las proteinas de 45 kDa, 28 kDa y 25 kDa fueron
evidenciadas tanto en los extractos celulares totales provenientes de células CHO
transfectadas como en aquellos provenientes de las células CHO no transfectadas. La
presencia de actividad Hex enddgena en los extractos de células CHO fue previamente
reportada (Sinici y col., 2004; Sinici y col., 2006). En experimentos de SDS-PAGE fue
encontrado que las isoformas A y B de la Hex presente en la placenta humana estan
constituidas por tres proteinas de ~53 kDa (subunidad o madura), ~30 kDa (subunidad
Ba) y ~26 kDa (subunidad b) (Mahuran y col., 1988). Basados en estos reportes, y en
que la region N-terminal del polipéptido utilizado para obtener los anticuerpos

o-GST/Hex contiene un pequefio péptido altamente conservado entre las Hexs, aln
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entre Hex de especies filogenéticamente distantes (fig. 17, recuadro 1), es probable que
estas bandas provengan del reconocimiento especifico de las subunidades que
constituyen a las Hexs endogenas presentes en las células CHO. Finalmente, las
proteinas de ~56 kDa y ~50 kDa mostraron ser especificas y estuvieron solo presentes
en los extractos celulares provenientes de las células CHO transfectadas con el vector
pcDNA3-Hex, sugiriendo su sintesis a partir del ORF JN127371 introducido en ellas.

C2B- Analisis de la actividad Hex en las células ovario de hamster chino transfectadas
con el ADNc JN127371

Como mencionamos en la introduccién, los dos residuos de aminoacido variables
entre los sitios activos de las subunidades o y B que componen las distintas isoformas
de la Hex en humano (Asnas Yy Ardazs en el sitio activo o y Aspas, Y Leusss en el B)
serian responsables de la especificidad de los sustratos que pueden metabolizar.
Mientras que ambas subunidades pueden metabolizar sustratos neutros, la presencia del
Aspartatoss, negativamente cargado en el sitio activo de la subunidad  repele a los
sustratos negativamente cargados, siendo sélo la subunidad o capaz de metabolizarlos.
Como consecuencia, a pesar de que las 3 isoformas de la Hex caracterizadas en
mamiferos (A(ap), B(BB) ¥y S(ac)) pueden metabolizar sustratos neutros, sélo las
isoformas A y S, conteniendo subunidades o en su estructura, pueden metabolizar
sustratos negativos.

Con el objetivo de determinar si la transfeccidn de las células CHO con el vector
pcDNA3-Hex produce un aumento significativo en alguna de las actividades Hex
celulares, se estimo la velocidad de metabolizacién de los sustratos MUG (metabolizado
por todas las isoformas de las Hexs) y MUGS (metabolizado por las subunidades o
encontradas soélo en las isoformas A y/o S) en los extractos celulares totales
provenientes de las células CHO transfectadas y control (no transfectadas). Los

resultados obtenidos se muestran en la figura 31.
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Figura 31. Actividad Hex total y HexA/S en los extractos celulares totales provenientes de
las células CHO transfectadas con pcDNA3-Hex y control. A- La actividad especifica Hex
total y B- Hex de tipo A/S presente en las células CHO transfectadas con el vector
pcDNA3-Hex (pcDNA3-Hex) y en las células CHO no transfectadas (Control) fue estimada en
forma separada utilizando los sustratos fluorogénicos MUG y MUGS, respectivamente. Para
ello se midié la velocidad de aumento de las unidades de fluorescencia (A=450nm) por minuto
[(BUF/8t(min)], y por microgramo de proteinas totales, en sus extractos celulares totales. Las
barras representan el promedio y el desvio estandar obtenido de cuatro experimentos de
transfeccion realizados de forma independiente. Los valores obtenidos fueron analizados
estadisticamente mediante un ensayo t de Student.

La comparacion de las actividades Hexs en los extractos celulares totales
provenientes de las células CHO no transfectadas (fig. 31 A y B; barras control) muestra
que la actividad Hex total basal presente en las células CHO (fig. 31A; barra control) es
al menos 7 veces mayor que la actividad Hex de tipos A/S basal (fig. 31B; barra
control), siendo esta Ultima muy baja.
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Ademaés, la comparacion de las actividades Hex total (fig. 31A) y Hex de tipo A/S
(fig. 31B) obtenidas en los extractos celulares totales provenientes de las células CHO
transfectadas con el vector pcDNA3-Hex y control muestra que a pesar de que no hubo
un aumento significativo de la actividad Hex total en las células luego de la transfeccion
(fig. 31A), si hubo un aumento significativo en la actividad Hex de tipo A/S (fig. 31B).

Estos resultados serian concordantes con lo esperado para una sobreexpresion de
polipéptidos Hex con sitios activos de tipo o en las células CHO transfectadas; y
representan el primer reporte sobre la expresion con actividad de una Hex de anfibio en

células eucariotas.

DISCUSION

Las glucosidasas han sido involucradas en diferentes etapas de la fecundacion,
desde la interaccion inicial entre los gametos hasta la prevencién de la polispermia, en
numerosas especies de animales.

A pesar de la existencia de un profundo conocimiento bioquimico sobre las Hexs
en los mamiferos (Proia y col., 1984; Proia, 1988; Mahuran y col., 1988; Schuette y
col., 2001; Mark y col., 2003; Lemieux y col., 2006), muy poco era conocido sobre la
estructura molecular de la Hex en otros vertebrados, incluido los anfibios.

Es este capitulo, utilizando pequefios péptidos conservados de las regiones N-
terminal, central y C-terminal de ocho Hexs de vertebrado conocidas se pudo identificar
al ADNc codificante para una putativa Hex de X. laevis. Esta secuencia fue depositada
para su libre acceso en la base de datos GenBank con nimero de acceso JN127371.

La adjudicacion de identidad Hex al polipéptido codificado en el ADNc
JN127371 (GenBank ID: AEJ87970) fue realizada en primera instancia por métodos
bioinformaticos. El andlisis de su secuencia polipeptidica mostrd la presencia de dos
dominios proteicos (B-acetil hexosaminidasa-like y catalitico) que estan presentes en
todos los miembros de la familia 20 de las glucésido hidrolasas, a la cual pertenecen
todas las Hexs caracterizadas. Este polipéptido mostro, ademas, una alta similitud de
secuencia con otras Hexs de mamiferos caracterizadas, incluyendo las subunidades o y
B que constituyen las Hexs de humano, y también con la Hex de un animal
filogenéticamente distante como la ascidia P. mammillata (O'Dowd y col., 1985;

Korneluk y col., 1986; Koyanagi y Honegger, 2003). También mostrd la conservacion
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de todas las caracteristicas estructurales encontradas a nivel molecular en las
subunidades o y  de humano (conservacion de todos los residuos de aminoacido que
componen el sitio activo de la Hex, de todos los residuos de cisteina involucrados en la
formacion de uniones disulfuro, y de los sitios de N-glucosilacién). La conservacion de
todas estas caracteristicas estructurales que definen a las Hexs, y la similitud de su
secuencia polipeptidica con la secuencia polipeptidica de las subunidades o y B de
humano (Myerowitz y col., 1985; Korneluk y col., 1986), y con la secuencia
polipeptidica de otras Hex caracterizadas (raton (Bapat y col., 1988; Beccari y col.,
1992), gato (Muldoon y col., 1994), P. mammillata (Koyanagi y Honegger, 2003)), nos
permitieron concluir con un alto grado de certeza que el polipéptido AEJ87970
pertenece a una verdadera Hex de X. laevis. Ademas, el polipéptido AEJ87970 conservd
los residuos de aminoacido (NR) que definen el sitio activo o en las subunidades que
constituyen las Hexs de humano, permitiendo predecir su naturaleza de tipo o. La
publicacion de la secuencia polipeptidica de esta Hex representd el primer informe
reportado en la literatura mostrando la secuencia primaria de una Hex de anfibio
(Morales y col., 2012).

Una basqueda por homologia de secuencias realizada en bases de datos de libre
acceso nos permitio identificar otros ADNcs de ORF completo codificantes de Hexs,
tanto de X. laevis como de X. tropicalis. Estas Hexs presentaron todas las caracteristicas
estructurales que definen a las Hexs a nivel molecular. Ademas, el analisis de los sitios
activos en los polipéptidos deducidos nos permitié predecir que estos ADNCcs

codificaban polipéptidos tanto de tipo o como de tipo B en ambas especies.

A pesar de que existe un amplio conocimiento sobre los genes HEXA y HEXB de
humano, ningun gen codificante para una Hex habia sido reportado en los anfibios. En
este trabajo de tesis, logramos identificar una secuencia genomica de 24,7 kpb
correspondiente a un gen hex de X. tropicalis. Esta secuencia estaba anotada en forma
automatica como un putativo gen codificante para Hexs. Sin embargo, ningin estudio
habia sido realizado para abordar en profundidad su caracterizacion.

Un analisis comparativo entre los genes HEXA, HEXB y hex, y de sus
correspondientes transcriptos, mostrd que el gen hex de X. tropicalis posee dos copias
del exdn que se corresponde con el exdn 11 de los genes de humano que codifica para el

fragmento polipeptidico que define la especificidad del sitio catalitico en las
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subunidades a (HEXA) o B (HEXB). Estos exones mostraron que pueden ser
correctamente procesados por la maquinaria de splicing y fueron utilizados
alternativamente para generar los transcriptos que dieron origen a los polipéptidos tipo
a 0 B de Xenopus identificados. Teniendo en cuenta la presencia de este exon multiple
en Xenopus, el numero de exones que codifican para polipeptidos de tipo o 0 3 en los
anfibios fue igual al nimero de exones presentes en los genes HEXA y HEXB de
humano (Proia, 1988; Proia y Soravia; 1987). Estos hallazgos nos permitieron proponer
la hipotesis de que en Xenopus, Yy tal vez en el resto de los anfibios, los polipéptidos de
tipo o y B que dan origen a las distintas isoformas de la Hex podrian sintetizarse desde
un mismo gen por splicing alternativo, a diferencia de los mamiferos donde ambas
subunidades son sintetizadas desde genes separados (Proia, 1988).

Sin embargo, los alineamientos de secuencias entre las Hex de tipo o y B de
Xenopus que serian sintetizadas por splicing alternativo desde el gen hex mostraron la
existencia de pequefas diferencias entre sus residuos de aminoacido por fuera de la
region de splicing. Estos cambios puntuales sugirieron la posible existencia de
diferentes variantes alélicas de este gen o su reciente duplicacion. El estudio de estas
hipotesis fue abordado en X. laevis por medio de experimentos de Southern blot
utilizando una sonda capaz de reconocer la, o las, secuencias genémicas que dieron
origen a los polipéptidos de ambas Hexs. Los resultados obtenidos con 2 de las 6
enzimas de restriccion utilizadas para digerir el ADNg de X. laevis (BstXl y Ncol)
mostraron una Unica banda de hibridacion, sugiriendo que los ARNm (ADNCc) que dan
origen a las Hex de tipo o y B de X. laevis caracterizadas serian transcriptos desde
diferentes variantes alélicas del mismo locus génico. Sin embargo, los digeridos
realizados con las enzimas Aval, EcoRl, Hindlll y Pstl mostraron la presencia de al
menos tres fragmentos de ADNg conteniendo estas secuencias. La ausencia de bandas
de hibridacion en el genoma digerido de S. marcescens descartd la posibilidad de que
estas hibridaciones sean inespecificas. Teniendo en cuenta que X. laevis es un anfibio
tetraploide que posee su genoma duplicado (Bisbee y col., 1977), la presencia de esta
multiplicidad de bandas de hibridacion podria ser explicada por la existencia de
polimorfismos genéticos entre cromosomas homdlogos que generarian distintos
patrones de restriccion. La presencia de polimorfismos genéticos entre cromosomas
homdlogos de X. laevis que llevan a la aparicion de multiplicidad de bandas en los
experimentos de Southern blot ha sido informada previamente (Stutz y Spohr, 1986).
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De este modo, a pesar de que la falta de consistencia en los resultados encontrados
dificultan la interpretacion de este experimento, la deteccién de un Unico fragmento
génico en dos de los digeridos realizados sostienen la hipotesis de que en Xenopus un

mismo gen hex podria dar origen a polipéptidos de tipo o y B por splicing alternativo.

La naturaleza Hex de los polipéptidos identificadas en Xenopus fue determinada
en primera instancia por métodos bioinformaticos a través de la comparacion de su
secuencia primaria y caracteristicas estructurales con la de otras Hexs caracterizadas.
Sin embargo, la verdadera identidad bioquimica de una proteina queda determinada por
su actividad biologica, lo que requiere de su correcto plegamiento.

Reportes previos habian informado la expresidn exitosa y con actividad bioldgica
de la subunidad B que constituye las Hexs A y B de humano en células CHO (Miranda y
col., 2000; Sinici y col., 2004). Basados en estos reportes, el vector pcDNA3-Hex fue
transfectado en células de la linea celular CHO-K1. La eficiencia de transfeccion se
determiné por la transfeccion paralela de células CHO-K1 con el vector phrGFP. Fue
estimado que en promedio, un 15% de las células sometidas a transfeccion con el vector
pcDNA3-Hex habrian recibido y expresaban el ADNc JN127371. La sintesis de la
proteina codificada en el ADNc JN127371 por las células CHO transfectadas quedd
demostrada en experimentos de Western blot realizados con el antisuero a-GST/Hex
por la presencia de 2 polipéptidos en los extractos celulares totales provenientes de las
células CHO transfectadas con el vector pcDNA3-Hex que no estaban presentes en los
extractos celulares control. Los pesos moleculares obtenidos para estos polipéptidos
fueron ~56 kDa y ~50 kDa, mientras que el peso molecular esperado para el polipéptido
codificado en el ADNc JN127371, luego de protedlisis de su péptido sefial, es de ~60,5
kDa.

Como se describio en la introduccidn, las subunidades o. y B que constituyen las
distintas isoformas de la Hex (A, B y S) en humano son sintetizadas como pre-pro-
precursores (Mahuran y col., 1987). Sus estructuras maduras son obtenidas luego de su
procesamiento proteolitico y glucosilacion a lo largo del camino que las conduce desde
el reticulo endoplésmico al lisosoma. El pre-pro-polipéptido 3 pierde el péptido sefial de
anclaje al RER (~2,3 kDa), y sufre la ruptura endoproteolitica de un pro-péptido
N-terminal de ~10 kDa. Ademas, sufre un procesamiento proteolitico posterior que

remueve un tri o tetrapéptido interno que esta expuesto en su estructura. Esto genera las
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dos mitades, Bb y Ba, encontradas en la subunidad 3 madura (Mahuran y col., 1988).
Diferencialmente, el pre-pro-precursor de la subunidad o sélo sufre la ruptura
proteolitica de su péptido sefial de anclaje al RER (~2,3 kDa) y de un pro-péptido
ubicado en su extremo N-terminal de ~8,0 kDa (Mahuran y col., 1988). Estos
procesamientos fueron claramente evidenciados cuando las isoformas HexA (af3) y
HexB (BB), purificadas desde placenta humana, fueron analizadas por SDS-PAGE en
condiciones reductoras (Mahuran y col., 1988). Estos investigadores observaron que
mientras que la subunidad 3 es evidenciada como 2 polipéptidos de ~26 kDa (b) y ~30
kDa (pa), la subunidad o aparece como una Unica banda proteica de ~53 kDa. Teniendo
en cuenta este reporte, se podria suponer que los polipéptidos de ~56 kDa y ~50 kDa
originados desde el ADNc JN127371 transfectado en las células CHO podrian
representar al pro-polipéptido y la proteina madura de un precursor de tipo o de X.
laevis. La presencia del pro-polipéptido (~64 kDa) y la proteina madura (24-28 kDa) fue
evidenciada por otros autores cuando la subunidad p humana fue sobreexpresada en
células CHO (Hou y col., 2000; Sinici y col., 2004; Sinici y col., 2006). El vector
pcDNA3 dirige la expresion de la proteina recombinante desde el promotor constitutivo
fuerte del citomegalovirus humano (CMV). Es probable que la produccion de
pro-polipéptidos en las células transfectantes haya sido lo suficientemente alta como
para saturar la maquinaria celular que da origen a su procesamiento, y como
consecuencia se evidencie junto a la proteina madura en los extractos celulares. Sin
embargo, la existencia de un paralelismo entre los procesamientos reportados para las
subunidades que constituyen las Hex de humano y las Hexs de Anfibio aguarda a ser

demostrado.

La verdadera identidad Hex de la proteina codificada en el ADNc JN127371 fue
demostrada de manera contundente mediante ensayos de actividad Hex realizados con
los sustratos MUG y MUGS. En estos experimentos de transfeccidn transiente, se
demostro que a pesar de que no hubo un aumento de la actividad Hex total de las células
CHO luego de la transfeccion con el vector pcDNA3-Hex, si hubo un aumento
significativo de la actividad Hex de tipo A/S. Debido a que sélo el sitio activo a. puede
metabolizar sustratos negativamente cargados como el MUGS (Lemieux y col., 2006)
este resultado demuestra no sélo la identidad Hex del polipéptido codificado en el

ADNCc JN127371 sino, ademas, su naturaleza de tipo o como habia sido predicho a parir
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del analisis in silico de su sitio activo. El analisis cualitativo de los resultados obtenidos
muestra concordancia con lo esperado para la sobreexpresion de polipéptidos de tipo o
en un porcentaje reducido de las células sometidas a transfeccion, como en el caso de
los experimentos realizados en esta tesis (~15% de células transfectantes). La actividad
Hex total basal obtenida en las células CHO no transfectadas fue mucho mayor que la
actividad Hex de tipo A/S basal, lo que sugiere que existe una escasa expresion de
subunidades o en estas células. De este modo, se podria pensar que la sobreexpresion de
polipéptidos de tipo o sélo en un pequefio porcentaje de las células que fueron
sometidas a transfeccion no fue suficiente como para elevar de manera significativa la
elevada actividad Hex total basal preexistente en los extractos celulares totales
provenientes del total de las células utilizadas en el experimento de transfeccion. Por el
contrario, la pequefia actividad Hex de tipo A/S basal preexistente en estos extractos si
permitio evidenciar el aumento de esta actividad resultante de la sobreexpresion del
polipéptido de tipo o codificado en el ADNc JN127371 en las escasas células

transfectantes.

En humanos ha sido reportado que las isoformas A, B y S de la Hex metabolizan a
los sustratos MUG y MUGS con distinta velocidad y afinidad (Kytzia y Sandhoff, 1985;
Hepbildikler y col., 2002). La estructura y los parametros cinéticos de la/s Hex/s
resultantes de la sobreexpresion del polipéptido codificado en al ADNc JN127371 en
las células CHO no fue determinada. De este modo, el andlisis cuantitativo de las
actividades Hex (total y A/S) obtenidas en este experimento no fue llevado a cabo,
puesto que requeriria de la purificacion de cada una de las isoformas presente en los
extractos de las células CHO (transfectadas y control), y de la determinacion de sus
parametros cinéticos y cantidades relativas. Estos experimentos no fueron realizados en

este trabajo de tesis por estar fuera del alcance de los objetivos planteados.

Los resultados obtenidos en este capitulo nos permiten concluir certeramente que
el ADNc JN127371 codifica una verdadera Hex de X. laevis de tipo a. De manera
extensiva la identidad Hex podria asignarse con un alto grado de certeza al resto de los
polipéptidos caracterizados tanto en X. laevis como en X. tropicalis y al gen
identificado.

Estos resultados representan el primer reporte sobre la caracterizacion de una Hex
de anfibio a nivel molecular y bioguimico.
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OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI-HEX

INTRODUCCION

Los anticuerpos han resultado de gran utilidad en la caracterizacion bioquimica de
proteinas. En este campo, han sido utilizados en numerosas aplicaciones, desde el
estudio de la estructura y el tamafio molecular de las proteinas que reconocen, hasta la

determinacion de su funcion y localizacion subcelular.

Como fue mencionado en la introduccion, la Hex ha sido vinculada a la
fecundacion en numerosas especies de animales, incluyendo a los anfibios. En X. laevis
una Hex presente en los granulos corticales de los ovocitos participa en la prevencion de
la polispermia (Greve y col., 1985; Prody y col., 1985; Vo y Hedrick, 2003). La Hex de
espermatozoides de R. arenarum fue capaz de interaccionar con la EV solubilizada de
ovocitos homdlogos (Martinez y col., 2000). Sin embargo, la estructura molecular de la
Hex presente en los gametos de los anfibios es desconocida, y ain no se ha determinado
la localizacion subcelular de la Hex en los gametos de R. arenarum. De este modo,
como un prerrequisito para avanzar sobre estas determinaciones, Nnos propusimos

obtener anticuerpos especificos capaces de reconocerla.

En la primera parte de esta tesis se identificaron y caracterizaron varias secuencias
de ADNCc codificantes para Hexs de X. laevis y X. tropicalis. Ademas, se sintetizo la
Hex AEJ87970 de X. laevis en células CHO. Sin embargo, la cantidad de Hex obtenida
en estos experimentos fue muy baja, y los costos requeridos para obtenerla en la
cantidad necesaria para realizar un protocolo de inoculacion en conejo que permitiese
obtener anticuerpos anti-Hex (~200 ug de proteina pura) hicieron esta metodologia
inviable en nuestro laboratorio. Como una opcidn economica, se intento la obtencion de
anticuerpos anti-Hex en conejo a partir de la sintesis recombinante de la Hex AEJ87970

de X. laevis en células de E. coli.
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RESULTADOS

A- SINTESIS DE LA HEX AEJ87970 DE X. LAEVIS EN E. COLI

La sintesis de la Hex AEJ87970 de X. laevis (sin su péptido sefial de anclaje al
RER) fue evaluada en distintas cepas de E. coli y pldsmidos de expresion: células de E.
coli BL21 CodonPlus (Novagen; optimizadas para la expresion de genes heter6logos
eucariotas) transformadas con el plasmido pEF1/HistA (promotor T7; Invitrogen);
células de E. coli BL21 (DE3), BL21 pLys (adecuadas para la expresion de genes
téxicos) y BL21 CodonPlus™ (Novagen) transformadas con plasmido pRSET-C
(Invitrogen; promotor T7); y células de E. coli M15[pREP4], que en ausencia de
inductor aseguran una expresion basal nula de la proteina recombinante, transformadas
con el vector pQE31 (Qiagen, promotor T5). Para cada uno de los cultivos
transformantes se probaron distintas condiciones de sintesis, como la temperatura del
cultivo (37 °C y 25 °C), la concentracion de inductor (IPTG desde 0,1 mM a 10 mM) y
la etapa de crecimiento del cultivo en el momento de la induccion (D.O.goonm entre 0,3 y
0,6), y a pesar de ello ninguna proteina recombinante fue observada cuando los
extractos celulares totales fueron analizados a distintos tiempos posinduccion (entre 1y
16 horas) por SDS-PAGE tefiidos con Coomasie blue (dato no mostrado).

Como una alternativa, se evalud la expresion en células de E. coli de un fragmento

de la Hex que fuese adecuado para la obtencion de anticuerpos.

B- SINTESIS DE UN FRAGMENTO N-TERMINAL DE LA HEX AEJ87970 DE
X. LAEVIS EN E. COLI

Estudios realizados in silico muestran que la region amino terminal de la Hex
AEJ87970 de X. laevis posee zonas potencialmente antigénicas necesarias para la
obtencion de anticuerpos (fig. 32A). Ademas, la secuencia de aminoacidos de esta
region fue la mas divergente cuando se la compar6 con la secuencia de aminoacidos
deducida de otras proteinas de X. laevis depositadas en bases de datos de transcriptos de
libre acceso (datos no mostrados), permitiendo predecir que los anticuerpos obtenidos a
partir de su inoculacion tendrian bajas posibilidades de reconocer a otros polipéptidos.
Dentro de esta region, ademas, se encuentra el péptido altamente conservado entre las

Hexs animales (recuadro 1, fig. 17; capitulo I1), y presente tanto en las subunidades o
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como [ constituyentes de las Hexs de humano, sugiriendo que los anticuerpos obtenidos
podrian también ser utilizados para caracterizar Hexs heter6logas.

Basados en estas predicciones, un fragmento de 761 pb del ADNc JN127371,
codificante para 151 aminoacidos del extremo N-terminal de la Hex AEJ87970
(aminoacidos 36 al 187; fig. 17, capitulo I1I), se subclon6 en el plasmido pGEX-3X
como fusién a la proteina GST (~26 kDa) para intentar su expresion en células de E.
coli DH5a (diagramado en la fig. 32B). La fusién a la proteina GST no sélo aumenta la
chances de que la proteina recombinante se sintetice de manera soluble (Rosano y
Ceccarelli, 2014) sino que también facilita su purificacion desde los extractos celulares

con matriz de glutation Sepharose™ (Smith y Johnson, 1988).
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Figura 32. Clonado de la regién N-terminal de la Hex AEJ87970 de X. laevis en el
plasmido pGEX-3X. A- Andlisis del indice antigénico de la Hex AEJ87970. B- Un fragmento
del ADNc JN127371 (761pb) codificante un polipeptidico de ~18,3 kDa pertenecientes a la
region N-terminal de la Hex AEJ87970 fue subclonado en el plasmido pGEX-3X para evaluar
su expresion en células de E. coli DH5a. El plasmido obtenido fue denominado pGEX-Hex.

Luego de su obtencion, el plasmido pGEX-Hex fue introducido en células de
E. coli DH50 mediante una transformacion quimica, y la sintesis de la proteina de
fusion GST/Hex en las células fue evaluada tomando alicuotas de un cultivo
transformante a diferentes tiempos luego de la adicion del inductor IPTG. Como un
control, se tomaron alicuotas a los mismos tiempos de una réplica del cultivo al que no
se le adiciond IPTG (sin inducir). Los extractos celulares totales correspondientes a
cada tiempo de muestreo fueron analizados por SDS-PAGE (fig. 33).
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Figura 33. Andlisis por SDS-PAGE de la sintesis de GST/Hex en las células de E. coli
transformadas con el plasmido pGEX-Hex. Alicuotas de cultivos liquidos de células de
E. coli DH5a transformadas con el vector pGEX-Hex fueron tomadas a los tiempos indicados
(t (h)) luego de la adicién de 0,5 mM del inductor IPTG (+ IPTG) o en su ausencia
(- IPTG; control). Los extractos celulares totales provenientes de cada alicuota fueron
analizados por SDS-PAGE 12% p/v. La posicion de GST/Hex en el gel es indicada con una
flecha. Tincion: Coomasie blue.

La aparicion de una banda polipeptidica de ~43,5 kDa, similar al peso molecular
esperado para GST/Hex (44,3 kDa), fue observada sélo en los extractos celulares totales
provenientes de los cultivos de células transformadas con pGEX-Hex que fueron
inducidos con IPTG. La ausencia de esta banda polipeptidica en los extractos celulares
totales provenientes de los cultivos sin inducir confirmdé que este polipéptido es

sintetizado a partir del plasmido pGEX-Hex.

Con el objetivo de determinar el tiempo de induccion en el cual las células
bacterianas presentan la mayor cantidad de GST/Hex en su citosol, se tomaron alicuotas
de un cultivo transformante a diferentes tiempos posinducciéon y se analizaron los

extractos celulares totales por SDS-PAGE (fig. 34).
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Figura 34. Analisis de la sintesis de GST/Hex en el citosol de las células bacterianas a
distintos tiempos posinduccion por SDS-PAGE. Alicuotas de un cultivo liquido de
E. coli DH5a transformadas con el plasmido pGEX-Hex fueron tomadas a diferentes tiempos
(t (h)) luego de la adicion de IPTG. Los extractos celulares totales provenientes de cada alicuota
fueron analizados por SDS-PAGE al 12% p/v. La posicién de GST/Hex en el gel se sefiala con
una flecha. Tincion: Coomasie blue.

El andlisis del gel presentado en la figura 34 permite inferir que luego de la
adicion de IPTG la cantidad de GST/Hex presente en las células bacterianas aumenta
con el transcurso del tiempo, hasta alcanzar un maximo a la hora y media posinduccion.
En las alicuotas tomadas a tiempos mayores la cantidad de GST/Hex visualizada en el
gel disminuyo, indicando que a estos tiempos GST/Hex esta siendo eliminada de las

células bacterianas.

Las resinas de glutation Sepharose sélo unen GST si ésta se encuentra
correctamente plegada. Ademas, la solubilidad de las proteinas recombinantes en el
citosol bacteriano esta en relacion con su estado de plegamiento, ya que las proteinas
mal plegadas tienden a agregarse formando cuerpos de inclusion insolubles cuando son
sobreexpresadas (para una revision ver Rosano y Cecarelli, 2014). Teniendo en cuenta
estas consideraciones, y con el objetivo de determinar las condiciones de induccion
necesarias para la sintesis de GST/Hex en forma plegada (soluble) en el citosol
bacteriano para poder purificarla, se determind su presencia en las fracciones celulares
soluble e insoluble provenientes de diferentes cultivos bacterianos, que fueron inducidos
con distintas concentraciones de IPTG (0,1 mM y 0,5 mM) y mantenidos a distintas
temperaturas (25 °C y 37 °C). Para cada condicion ensayada, las fracciones celulares
soluble e insoluble fueron analizadas por SDS-PAGE (datos no mostrados). Los

resultados obtenidos se resumen en la tabla V.
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Cepade Temperatura de D.O. de IPTG Estado de solubilidad
E. coli induccion (°C) induccion [mM] de GST/Hex
DH5a 37 0,6 05y0,1 Insoluble
DH5a 25 0,6 0,5y0,1 Soluble

Tabla V. Solubilidad de GST/Hex en el citosol bacteriano en diferentes condiciones de
induccién.

Estos experimentos mostraron que el estado de solubilidad de la proteina
GST/Hex en el citosol bacteriano es principalmente dependiente de la temperatura a la
que es mantenido el cultivo inducido durante su sintesis. A 37 °C, GST/Hex fue
encontrada predominantemente en la fraccion insoluble de los extractos bacterianos
inducidos, permitiendo inferir su falta de plegamiento. Sin embargo, una disminucion
de la temperatura del cultivo inducido a 25 °C favorecid su solubilidad en los extractos

celulares, permitiendo predecir que GST/Hex se encuentra plegada en el citosol celular.

Teniendo en cuenta los resultados detallados anteriormente, y con el objetivo de
purificar a GST/Hex desde los extractos bacterianos solubles en una cantidad suficiente
para obtener anticuerpos en conejo (~200 ug de proteina pura), un cultivo de células de
E. coli DH5a transformadas con el vector pGEX-Hex (~200 ml) fue inducido (D.O.
~0,6) mediante el agregado de 0,1 mM de IPTG. El cultivo se mantuvo a 25 °C con
agitacion constante por 90 minutos y las células se cosecharon por centrifugacion. El
pellet celular se resuspendid en un buffer de lisis y las células en suspension se lisaron
mediante pulsos de ultrasonido. La proteina GST/Hex pudo finalmente ser purificada a
partir del extracto celular soluble utilizando resina de glutatién Sepharose™. Fracciones
correspondientes a cada etapa del proceso de sintesis, y de purificacion de GST/Hex,
fueron analizadas por SDS-PAGE (fig. 35).
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Figura 35. Andlisis por SDS-PAGE de la sintesis y purificacion de GST/Hex a partir de
cultivos celulares inducidos de células de E. coli DH5a transformadas con pGEX-Hex.
Calles 1y 2: extractos celulares totales antes (1) y después (2) de una hora y media de induccion
con 0,1 mM de IPTG a 25 °C. Calle 3: extracto celular insoluble posinduccién. Calle 4: extracto
celular soluble posinduccion. Calle 5: fraccidon del extracto celular soluble no retenida en la
resina de glutatién Sepharose. Calles 6 y 7: primer (6) y quinto (7) lavado de la resina de
glutation Sepharose luego de la adicién del extracto celular soluble. Calles 8 y 9: primera (8) y
segunda (9) elucion de las proteinas retenidas en la resina de glutation Sepharose con glutation
reducido (10 mM). La posicion de GST/Hex en el gel (12% p/v) se indica con flechas. Tincion:
Coomasie blue.

C- OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-HEX

Con el objetivo de obtener anticuerpos policlonales que permitiesen abordar la
caracterizacion inmunoquimica de la Hex presente en los gametos de los anfibios X.
laevis y R. arenarum, una cantidad de la proteina GST/Hex adecuada para llevar a cabo
un protocolo de inoculacion en conejo se purificd a homogeneidad.

Para ello, eluatos provenientes de una resina de glutation Sepharose conteniendo
GST/Hex fueron resueltos por SDS-PAGE preparativo y la banda proteica identificada
como GST/Hex luego de la tincién con Coomasie blue fue cortada y separada del gel.
GST/Hex pura se obtuvo en forma soluble por electroelucion y se utilizd para
desarrollar un protocolo de inoculacién en conejo. Luego de cada inoculacion (tres en
total) se realizaron sangrados y la presencia de anticuerpos a-GST/Hex en el suero
sanguineo, y su titulo, se evaludé por Western blot utilizando como antigeno 350 ng y
100 ng de la proteina GST/Hex pura. Tanto en el segundo como en el tercer sangrado se
obtuvieron antisueros (denominados a-GST/Hex) capaces de reconocer al menos 100ng

de la proteina GST/Hex en diluciones de hasta 20.000 veces (fig. 36).
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antisuero a-GST/Hex
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Figura 36. Analisis por Western blot del titulo de los antisueros a-GST/Hex obtenidos en
conejo. Diferentes réplicas de siembras de 350 ng y 100 ng de la proteina GST/Hex pura fueron
resueltas por SDS-PAGE (15% p/v) y transferidos a una membrana de nitrocelulosa. Secciones
de la membrana, cada una conteniendo 350 ng y 100 ng de GST/Hex, fueron incubadas
separadamente con una dilucién diferente (desde 1/5.000 a 1/20.000) del suero sanguineo
obtenido en el segundo o en el tercer sangrado. La formacion de inmunocomplejos
a-GST/Hex-GST/Hex en la membrana fue evidenciada utilizando anticuerpos a-1gG de conejo
conjugados a peroxidasa, y DAB como sustrato.

La capacidad del antisuero a-GST/Hex para reconocer Hexs en forma especifica
fue evaluada por Western blot utilizando réplicas de membranas de nitrocelulosa
conteniendo 1pg de Hex pura de la leguminosa Canavalia ensiformis (jack bean de aqui
en adelante; Sigma) y 1ug de BSA como control de especificidad. Las réplicas fueron
incubadas en forma separada con el antisuero a-GST/Hex, con suero preinmune 0 con

anticuerpos a-GST purificados (fig. 37).
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Figura 37. Andlisis por Western blot de la especificidad de los antisueros a-GST/Hex. Tres
réplicas de siembras de 1 ug de Hex de jack bean (Hex j. bean) y 1 ug de BSA fueron resueltas
por SDS-PAGE 10 % p/v y transferidos a una membrana de nitrocelulosa. Secciones de la
membrana, cada una conteniendo la Hex de jack bean y BSA, fueron incubadas en forma
separada con una dilucion 1/1000 del antisuero a-GST/Hexs (A-) o del suero preinmune (B-) o
anticuerpos o-GST purificados (dilucién 1/20 en PBS 1X) (C-). La formacion de
inmunocomplejos fue evidenciada utilizando anticuerpos a-lgG de conejo conjugados a
peroxidasa y sustrato quimioluminiscente.

Una banda polipeptidica de ~70 kDa fue evidenciada en la membrana incubada
con el antisuero a-GST/Hex, y en la calle correspondiente a la siembra de la Hex de
jack bean (fig. 37A). Ninguna polipéptido fue evidenciado en las membranas incubadas
con suero preinmune (fig. 37B) o con anticuerpos a-GST purificados (fig. 37C), ni en
las calles sembradas con BSA, demostrando la especificidad de los inmunocomplejos

evidenciados.

DISCUSION

En el capitulo 11l de esta tesis se comprobd la identidad Hex de la proteina
AEJ87970 de X. laevis (codificada en el ADNc JN127371) mediante su sintesis en
células CHO y la determinacion de su actividad enzimatica.

Con el objetivo de obtener una cantidad adecuada de esta Hex que permitiese
realizar un protocolo de inoculacion en conejo para obtener anticuerpos especificos anti-

Hex, se intento su sintesis en distintos sistemas procariotas. A pesar de que se evaluaron
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distintas cepas de E. coli, diferentes plasmidos, y de que se probaron diferentes
condiciones de induccion, ninguna proteina del tamafio esperado pudo identificarse en
los extractos celulares totales provenientes de los cultivos inducidos. Hou y col. (2000),
y Patricia Miranda (comunicacion personal), trataron de expresar la HexB de humano
en células de E. coli y tampoco tuvieron éxito. Rashid y col. (1995) reportaron
problemas de toxicidad cuando trataron de expresar la Hex de Bacillus subtilis en E.
coli.

La presencia de actividad -N-acetil glucosaminidasa (una de las actividades de la
Hex) fue reportada tanto en B. subtilis (gram +) (Rogers y col., 1984) como en E. coli
(gram -) (Yem y Wu; 1976). En B. subtilis la 3-N-acetil glucosaminidasa es catalogada
como una autolisina puesto que su actividad es capaz de hidrolizar el enlace 31-4 entre
los residuos de N-acetil glucosamina y de acido N-acetil muramico que constituyen el
peptidoglicano presente en su pared celular (Rogers y col., 1984). En condiciones
naturales la actividad de las autolisinas, que son potencialmente letales para las
bacterias, y que participan de procesos celulares importantes como el crecimiento vy el
recambio de la pared celular, la separacion de las células, la motilidad celular, la muerte
celular programada, etc., es finamente controlada y regulada por las células (Rashid y
col., 1995).

A pesar de que no se conoce con exactitud la causa por la cual la Hex no puede
sintetizarse en E. coli, teniendo en cuenta estos reportes, y que la estructura quimica
béasica del peptidoglicano es igual en bacterias gram (+) y gram (-), es probable que la
sintesis recombinante de la Hex en E. coli no haya sido posible debido a que su
sobreexpresion cause problemas de toxicidad relacionados con la degradacion de la
pared celular.

Como una alternativa se expres6é un fragmento de ~18,3 kDa perteneciente a la
region N-terminal de la Hex AEJ87970 como fusion a GST en células de E. coli DH5a.
Este fragmento present6 zonas potencialmente antigénicas necesarias para desencadenar
respuesta inmune y, ademas, permitio prever que los anticuerpos obtenidos a partir de
su inoculacion tendrian bajas probabilidades de reconocer otras proteinas de X. laevis.
Ademas, los anticuerpos obtenidos contra este fragmento servirian para reconocer tanto
subunidades de tipo o como [ de Hexs de otras especies animales, ain aquellas

filogenéticamente distantes a X. laevis.
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La cantidad de GST/Hex presente en el citosol bacteriano alcanzé un méximo
entre 1,5 y 2 horas luego de la adicion de IPTG, y luego disminuyé gradualmente hasta
su desaparicion. La causa de esta disminucion no pudo ser determinada, aunque es
probable que GST/Hex sea proteolizada debido a problemas en su plegamiento, 0 a que
su presencia en grandes cantidades resulte toxica para las células bacterianas (Rashid y
col., 1995; Hou y col., 2000). En favor de esta ultima hipédtesis, cuando el mismo
fragmento de la Hex se tratd de expresar en células de E. coli BL21 y E. coli M15 con
los plasmidos pRSET-C y pQE31, respectivamente, las colonias transformantes
presentaron problemas de crecimiento en cultivos de LB liquidos (datos no mostrados).
Sin embargo, seria esperado que el fragmento de la Hex sintetizado no presente
actividad enzimatica debido a que carece de la totalidad de los residuos de aminoacido
que fueron identificados en el sitio activo de las Hexs (Lemieux y col., 2006).

La temperatura de sintesis fue el principal factor que afect la solubilidad de
GST/Hex en el citosol bacteriano. A 37 °C GST/Hex se encontrd principalmente en la
fraccion insoluble de los extractos celulares totales provenientes de los cultivos
inducidos, demostrando su falta de plegamiento. Sin embargo, una disminucion de la
temperatura del cultivo inducido a 25 °C favorecié su solubilidad y nos permiti6 inferir
su plegamiento adecuado.

Fue reportado que una disminucién de la temperatura del cultivo disminuye la
velocidad de sintesis de proteinas en las células bacterianas, y en consecuencia le otorga
a las proteinas recombinantes mas tiempo para plegarse (Schein y Noteborn, 1988; Vera
y col., 2007). La disminucion de la temperatura, ademas, desfavorece las interacciones
hidrofobicas (temperatura dependientes) perjudicando la agregacion entre proteinas mal
plegadas (Rosano y Ceccarelli, 2014). En base a ello, es probable que la disminucion de
la temperatura del cultivo inducido haya provocado una disminucion en la velocidad de
sintesis de GST/Hex en las celulas bacterianas, y en su velocidad de agregacion con
otras GST/Hexs mal plegadas, otorgandole mayores chances para que pudiese plegarse
adecuadamente.

El plegamiento correcto de GST/Hex en el citosol bacteriano fue posteriormente
comprobado por su union a la resina de glutation-Sepharose. Esta metodologia, asociada
a la repurificacion de los eluatos de GST/Hex en geles de SDS-PAGE preparativos, nos
permitio obtener una cantidad de GST/Hex pura adecuada para llevar adelante un
protocolo de inoculacion en conejo. El éxito del protocolo realizado fue demostrado por

la presencia de una elevada concentracion de anticuerpos que reconocieron a GST/Hex
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en los antisueros obtenidos luego de las inoculaciones (a-GST/Hex), que no estuvieron
presentes en la sangre del conejo en forma previa. Estos anticuerpos fueron capaces de
reconocer de manera especifica a la Hex de la leguminosa C. ensiformis en
experimentos de Western blot, demostrando su capacidad para evidenciar Hexs, ain de
especies filogenéticamente distantes de X. laevis. Ademas, la Hex de C. ensiformis no
fue evidenciada por anticuerpos a-GST obtenidos mediante la inoculacién de GST pura
en conejo, lo que demostrd que los anticuerpos presentes en el antisuero a-GST/Hex
que la reconocieron fueron producidos en contra del fragmento de la Hex que se inoculd
fusionado a GST.

Anticuerpos policlonales capaces de reconocer a las subunidades o y B que
constituyen las Hexs de mamiferos (humano, raton, rata, perro, vaca, chancho, caballo,
etc.) pueden ser adquiridos de manera comercial (Sigma; Santa Cruz Biotechnology,
Nordic MUbio, etc.). Otros laboratorios disponen de sus propios anticuerpos o-Hex.
Hasilik y Neufeld (1980) obtuvieron anticuerpos en cabra capaces de reconocer a las
isoformas de la Hex A y B de humano. Sin embargo, ningun antisuero obtenido contra
una Hex de anfibio era disponible hasta este trabajo de tesis. De este modo, éste
representa el primer informe sobre la obtencion de un antisuero contra una Hex de

anfibio (X. laevis) purificada a partir de su sintesis recombinante en E. coli.
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V. Caracterizacion bioquimica de glucosidasas en los gametos de anfibio

CAPITULO V: CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE
GLUCOSIDASAS PRESENTES EN LOS GAMETOS DE ANFIBIO

INTRODUCCION

Como se describio en la introduccion, las glucosidasas han sido vinculadas a la
fecundacidn en numerosas especies de animales, abarcando desde las ascidias hasta el

humano.

Entre las glucosidasas resulta de particular interés el estudio de la Hex, puesto que
no solo ha sido involucrada en la unién de gametos, sino ademas, en el pasaje del
espermatozoide a través de las cubiertas que rodean al ovocito y en la prevencion de la
polispermia.

En humanos, se ha propuesto que la Hex participaria en la interaccion de los
espermatozoides con la ZP (Miranda vy col., 2000; Perez Martinez y col., 2008).
Resultados similares a los encontrados en humano fueron reportados en hamster (Zitta y
col., 2004; Zitta y col., 2006) y en D. melanogaster (Perotti y col., 2001). En ratén, la
Hex seria necesaria para la penetracion de la ZP (Miller y col., 1993a) y participaria,
ademas, en el bloqueo de la polispermia (Miller y col., 1993b).

Como se describio en la introduccién, y se abordard con detalle en los distintos
apartados de este capitulo, la Hex de los anfibios X. laevis y R. arenarum también ha

sido vinculada a la fecundacion (Martinez y col., 2000; Hedrick, 2008).

En este capitulo se abordara la caracterizacion bioquimica de la Hex de ovocitos y
de espermatozoide de R. arenarum, como un prerrequisito para vislumbrar su rol
bioldgico durante la fecundacién de este anfibio. Ademas, se completara la

caracterizacion bioquimica de las Hexs de ovocitos de X. laevis.
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RESULTADOS

A- CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA HEX DE OVOCITOS DE
X. LAEVIS

Greve y col. (1985) reportaron la existencia de dos isoformas de la Hex en los
ovocitos de X. laevis. Una de estas isoformas fue asociada a los granulos corticales, y la
otra al resto del citoplasma de los ovocitos. Como se menciono en la introduccion, fue
demostrado que la Hex de granulos corticales es liberada durante la reaccion cortical
(Greve y col., 1985), y que participa del bloqueo de la polispermia catalizando la
hidrélisis de residuos N-acetil glucosamina terminales de oligosacaridos de ZPC, que
actlan como receptores espermaticos (revisado en Hedrick, 2008). La Hex de ovocitos
de X. laevis, ademas, fue asociada a estructuras semejantes a lisosomas que han sido
relacionadas con la endocitosis de vitelogenina (Wall y Meleka, 1985) y con las
reacciones catabdlicas que tienen lugar en el cigoto recientemente formado (Decroly y
col., 1979). Sin embargo, el tipo de isoforma (A, B 0 S) al que pertenecen estas Hexs, la
composicion polipeptidica de cada una de ellas, y la localizacion subcelular de la Hex

en ovocitos crecidos y en el cigoto, es desconocida.

En esta seccion, se abordaran estas determinaciones con el objetivo de completar

la caracterizacion de las Hexs en los ovocitos de X. laevis.

Al- Caracterizacion electroforética de las Hexs de ovocitos de X. laevis

Con el objetivo de determinar el nimero y tipo de isoformas de la Hex existentes
en los ovocitos de X. laevis, una alicuota de un extracto crudo obtenido a partir de
ovocitos depuestos fue resuelta por electroforesis en gel de poliacrilamida nativo. Una
vez finalizada la electroforesis, el gel fue incubado en un buffer de pH=4,0 (cercano al
pH 6ptimo reportado para las Hexs) y las isoformas de la Hex fueron evidenciadas por
su actividad enzimatica incubando el gel con los sustratos fluorogénicos MUG o0 MUGS

seguido de irradiacion con luz ultravioleta (fig. 38).
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Figura 38. Isoformas de la Hex en ovocitos depuestos de X. laevis. A- Una alicuota de un
extracto crudo de ovocitos depuestos de X. laevis (160 pg de proteinas totales) fue resuelta en
gel de poliacrilamida nativo al 8% p/v. El gel fue posteriormente equilibrado a pH=4,0 y las
isoformas de la Hex (indicadas como I; e |,) fueron evidenciadas por incubacion con los
sustratos fluorogénicos MUG o MUGS. Las bandas con actividad HexA/S en la calle
correspondiente al sustrato MUGS fueron resaltadas para su mejor visualizacién. B- La
actividad Hex total (Hex A+B+S) y Hex A/S en el extracto crudo de ovocitos depuestos (~20 ug
de proteinas totales) fue evaluada con los mismos sustratos mediante ensayos continuos de
actividad enzimética.

Los ensayos de actividad realizados en gel nativo demostraron la existencia de 2
isoformas activas de la Hex (I; e I) en los ovocitos depuestos de X. laevis. Ambas
isoformas fueron capaces de metabolizar tanto sustratos neutros (MUG) como
negativamente cargados (MUGS) (fig. 38A), aunque estos ultimos con menor eficiencia
(fig. 38B), demostrando la presencia de polipéptidos con sitios activos de tipo o en su

estructura.

Con el objetivo de determinar los polipéptidos estructurales que componen a estas
isoformas, las bandas con actividad Hex, I; e I, fueron cortadas del gel nativo y sus
proteinas fueron eluidas, resueltas por SDS-PAGE vy, finalmente, analizadas por
Western blot utilizando el antisuero a-GST/Hex. Como un control, se analizo el
extracto crudo de ovocitos depuestos con el antisuero a-GST/Hex, con un antisuero o-
Hex obtenido por inoculacion de la Hex pura de jack bean en conejo (Martinez y col.,
2000), y con suero preinmune Yy anticuerpos a-GST como controles de especificidad.

Los resultados de estos experimentos son mostrados en la figura 39.
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Figura 39. Analisis por Western blot de las isoformas de la Hex encontradas en los
ovocitos depuestos de X. laevis. A- Las isoformas de la Hex presentes en los ovocitos
depuestos de X. laevis fueron resueltas por electroforesis en gel de poliacrilamida nativo (8%
p/v) e identificadas utilizando el sustrato fluorogénico MUG. B- Las isoformas de la Hex I, e |,
fueron cortadas del gel nativo, juntas (calles I;+1,) o separadamente (calles I; 0 1), y sus
polipéptidos estructurales fueron analizados por Western blot utilizando el antisuero o-
GST/Hex. La adicion (+) o no (-) de B-mercaptoetanol (B-Me) en las muestras analizadas se
indica por encima de cada calle. C- Como control, el extracto crudo de ovocitos depuestos de X.
laevis (Ext. Ovocitos) fue analizado con diferentes antisueros: a-GST/Hex, a-Hex j.bean, suero
preinmune (suero p.i.) y anticuerpos a-GST purificados (a-GST). Los inmunocomplejos fueron
evidenciados utilizando anticuerpos a-1gG de conejo conjugados a peroxidasa y sustrato
guimioluminiscente.

Nuestros experimentos de Western blot, realizados con el antisuero a-GST/Hex,
demostraron que las isoformas de la Hex presentes en los ovocitos de X. laevis estan
constituidas, al menos, por 3 tipos de polipéptidos de diferentes tamarios: 63 kDa, 59
kDa y 49 kDa (fig. 39B; calle 1;+I,, + B-Me). El analisis de las isoformas por separado
(fig. 39B; calles 1; o I, + B-Me) demostrd que solo la Hex de mayor movilidad
electroforética en gel nativo (l,) estd compuesta por los tres polipéptidos. La isoforma
de menor movilidad electroforética (I;) mostré sélo el polipéptido de 59 kDa en su
estructura.

Cuando se analizé el extracto crudo de ovocitos depuestos (fig. 39C) con el
antisuero a-GST/Hex, los mismos polipéptidos de 63 kDa, 59 kDa y 49 kDa fueron
inmunodetectados, demostrando que la totalidad de las isoformas de la Hex presentes en
los ovocitos depuestos fueron resueltas en el gel nativo. Los anticuerpos o-Hex

obtenidos contra la Hex de jack bean, detectaron los polipéptidos de 63 kDa y 59 kDa,
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reafirmando su identidad Hex. Ninguno de los polipéptidos inmunodetectados con los
antisueros anti-Hex (a-GST/Hex o a-Hex j.bean) fue evidenciado con el suero
preinmune o con los anticuerpos o-GST purificados, demostrando la especificidad de

los inmunocomplejos obtenidos.

Para evaluar la posibilidad de la existencia de procesamientos proteoliticos en las
Hexs de ovocitos depuestos de X. laevis, semejantes a los que ocurren en los precursores
de las subunidades o y B maduras que constituyen las distintas isoformas de la Hex en
humano (Mahuran y col., 1988; Hubbes y col., 1989; Quon y col., 1989), las isoformas
I, e I, fueron analizadas por Western blot en ausencia de B-mercaptoetanol con el
antisuero o-GST/Hex. Una uUnica banda en la posicion correspondiente a una proteina

de ~55 kDa fue evidenciada en estos experimentos (fig. 39B; calle 1;+1,, — B-Me).

A2- Localizacion subcelular de la Hex de ovocitos de X. laevis

Wall y Melaka (1985) reportaron la localizacion de la Hex en la periferia de los
ovocitos de X. laevis que se encuentran en etapas muy tempranas de su crecimiento
(estadio Il temprano segun Dumont, 1972). Sin embargo, no existen reportes que
informen sobre la localizacion de la Hex en los ovocitos en estadios mas avanzados de
crecimiento (estadio IV en adelante). De este modo, para abordar este objetivo se
realizd la inmunolocalizacion de la Hex en cortes de ovario de una hembra adulta de X.
laevis, utilizando el antisuero o-GST/Hex. Los resultados obtenidos en estos

experimentos son mostrados en la figura 40.
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Figura 40. Inmunolocalizacion de la Hex en cortes de ovocitos de X. laevis. A: micrografia
de campo claro y (B) de fluorescencia roja de una seccién de ovario de X. laevis que fue
incubada con a-GST/Hex mostrando un ovocito en estadio 1V de su crecimiento. E: micrografia
de campo claro y (F) de fluorescencia roja de una seccion de ovario que fue incubada con
a-GST/Hex mostrando el hemisferio vegetal (HV) de un ovocito en estadio V de su crecimiento
(ovocito 1) enfrentado al hemisferio animal (pigmentado; HA) de otro ovocito igualmente
crecido (ovocito 2). Las flechas en las micrografias B y F sefialan la localizacion preferencial de
la Hex (fluorescencia roja) en el hemisferio animal de los ovocitos crecidos. C: magnificacion
del hemisferio animal del ovocito mostrado en B. D: magnificacion de la region citoplasmética
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no cortical del ovocito mostrado en B. La flecha sefiala una de las estructuras tipo vesicular
inmunoreactiva para Hex. G: micrografia de campo claro y de fluorescencia roja (H) y verde (1)
de una seccion de ovario que fue coincubada con el antisuero a-GST/Hex (evidenciado en H) y
con la lectina de Dolichos biflorus conjugada a FITC (evidenciada en 1) mostrando un ovocito
en estadio Il de su crecimiento. J: superposicion de las regiones contenidas en los recuadros G,
H" e I” de las micrografias G, H e I. K-Q: ensayos control. K: micrografias de campo claro y de
fluorescencia roja (L) y verde (M) de una seccidn de ovario que fue coincubada en simultaneo
con suero preinmune, anticuerpos a-GST Y la lectina de D. biflorus pretratada con su azlcar
hapteno N-acetil-D-galactosamina (Nac-D-Gal) mostrando un ovocito en estadio Il de su
crecimiento. N: micrografia de campo claro y (O) de fluorescencia roja de una seccion de ovario
incubada con suero preinmune mostrando un ovocito en estadio de crecimiento V.
P: micrografia de campo claro y (Q) de fluorescencia roja de una seccién de ovario incubada
con anticuerpos a-GST mostrando un ovocito en estadio de crecimiento V. En todos los casos
los inmunocomplejos fueron evidenciados con anticuerpos a-1IgG de conejo conjugados a Cy3
(Aem: 570nm; fluorescencia roja). pv: plaqueta vitelina.

Estos experimentos demuestran por primera vez, que en los ovocitos crecidos de
X. laevis (estadio IV en adelante), donde el hemisferio animal (pigmentado) y el vegetal
(no pigmentado) de los ovocitos pueden ser claramente diferenciados, la Hex esta
preferencialmente localizada en el cortex del hemisferio animal (fig. 40; A-F). A altas
magnificaciones se pudo visualizar que la sefial inmunoreactiva proveniente de la Hex
(visualizada como fluorescencia roja) es originada desde pequefias estructuras de tipo
vesicular cuyo diametro vari6 entre 1,5y 2,5 um (fig. 40D). Si bien estas estructuras
vesiculares se encontraron principalmente concentradas en el cortex del hemisferio
animal de los ovocitos, también se observaron dispersas entre las plaquetas vitelinas en
todo el citoplasma celular (fig. 40C y D). Como fue previamente reportado (Wall y
Meleka, 1985), la Hex también fue inmunolocalizada en las células foliculares que
rodean a los ovocitos (fig. 40C).

En los ovocitos que se encuentran en etapas tempranas de su crecimiento (estadio
I y 1), la Hex fue localizada en todo el cortex celular (fig. 40; G-H), en forma
coincidente con lo informado por Wall y Meleka (1985). En estos ovocitos, ademas, la
sefial inmunoreactiva fue coincidente con la observada cuando se utilizo la lectina de
Dolichos biflorus (fig. 40; 1-J), un marcador de granulos corticales de ovocitos de X.
laevis (Sokac y col., 2003). Ninguna de las sefiales inmunoreactivas fluorescentes
anteriormente descritas, fueron visualizadas en los ensayos control realizados con suero
preinmune, con anticuerpos a-GST o con la lectina de D. biflorus preincubada con su
azucar hapteno (Nac-D-Gal), demostrando la especificidad de las inmunomarcaciones
encontradas (fig. 40 K-Q).
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El hemisferio animal de los ovocitos de anfibio ha sido sefialado como el sitio de
entrada del espermatozoide (Elinson, 1975; Cabada y col., 1989); y la Hex de ovocitos
de X. laevis participa en la prevencion de la polispermia (Hedrick, 2008). De este modo,
la localizacion preferencial de la Hex en el cértex del hemisferio animal podria sugerir
un vinculo entre estos sucesos. Sin embargo, los ovocitos ovaricos no son fecundables,
puesto que requieren de la maduracion que tiene lugar durante la ovulacion, y de las
modificaciones enzimaticas que ocurren en su envoltura celomica durante el transito por
el oviducto (Bement y Capco; 1990; Hedrick, 2008). En consecuencia, se evalud la
localizacion de la Hex en cortes de ovocitos depuestos y fecundados (cigotos) mediante
su incubacion con el antisuero a-GST/Hex. Como control, los cortes de ovocitos
depuestos y fecundados fueron coincubados con suero preinmune y con anticuerpos
o-GST purificados (fig. 41).
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Figura 41. Inmunolocalizacién de la Hex en cortes ovocitos depuestos y fecundados
(cigotos) de X. laevis. A: micrografia de campo claro y (B) de fluorescencia mostrando el
hemisferio vegetal (HV) de un ovocito depuesto (ovoc. dep. 1) enfrentado al hemisferio animal
(HA) de otro ovocito depuesto (ovoc. dep. 2) que fueron incubados con o-GST/Hex.
D: micrografia de campo claro y (E) de fluorescencia mostrando el hemisferio vegetal de un
cigoto (cigoto 1) enfrentado al hemisferio animal de otro cigoto (cigoto 2) incubados con
o-GST/Hex. C: micrografia de fluorescencia de la region citoplasmatica no cortical de un
ovocito depuesto incubado con el antisuero a-GST/Hex. F: micrografia de fluorescencia de la
region citoplasmatica no cortical de un cigoto incubado con a-GST/Hex. G: micrografia de
campo claro mostrando un cigoto que comenz6 su primera division celular incubado con
a-GST/Hex. H e I: micrografias de campo claro (H) y de fluorescencia (I) de la region G™ del
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cigoto mostrado en G tomadas a mayor magnificacion. Las flechas en las micrografias B, E e |
sefialan la localizacion preferencial de la Hex en el cortex del hemisferio animal de los ovocitos
depuestos y de los cigotos. Las flechas en C y F sefialan las estructuras de tipo vesicular
inmunoreactivas para Hex. J-O: ensayos control. J: micrografia de campo claro y (K) de
fluorescencia mostrando el hemisferio animal de un ovocito depuesto (ovoc. dep. 1) enfrentado
al hemisferio vegetal de otro ovocito depuesto (ovoc. dep. 2) coincubados con suero preinmune
y anticuerpos a-GST. M: micrografia de campo claro y (N) de fluorescencia mostrando el
hemisferio vegetal de un cigoto (cigoto 1) enfrentado al hemisferio animal de otro cigoto
(cigoto 2) coincubados con suero preinmune y anticuerpos a-GST. L y O: micrografias de
fluorescencia de la region citoplasmatica no cortical de un ovocito depuesto (L) y de un cigoto
(O) coincubados con suero preinmune y anticuerpos o-GST. Los inmunocomplejos fueron
evidenciados con anticuerpos o-lgG de conejo conjugados a Cy3. La cubierta gelatinosa que
recubre a los ovocitos depuestos y a los cigotos fue retirada en forma quimica previamente a
estos experimentos.

Al igual que en los ovocitos ovaricos crecidos, la distribucion preferencial de la
Hex en el cdrtex del hemisferio animal, fue también observada en los ovocitos
depuestos (fig. 41; A-C). Esta distribucidn preferencial de la Hex permanece luego de la
fecundacioén (fig. 41; D-1).

B- CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA HEX DE GAMETOS DE
R. ARENARUM

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio mostraron que la Hex esta
presente en los espermatozoides de R. arenarum, y que es capaz de interaccionar in
vitro con la EV solubilizada de ovocitos homologos (Martinez y col., 2000). Ademas,
en ensayos de fecundacion in vitro fue encontrado que si se compite la actividad de la
Hex utilizando sustratos solubles, o se bloquea con anticuerpos especificos a-Hex de
jack bean, disminuye la tasa de fecundacion (Martinez y col., 2000). Por otra parte, la
presencia de una Hex heterologa en el medio de fecundacion provoco el mismo efecto
(Martinez y col., 2000).

A pesar de que estos experimentos vinculan a la Hex con la fecundacién de
R. arenarum, la etapa en la que estaria involucrada (unién de los gametos, penetracion
de la EV, prevencion de la polispermia, etc.) no fue determinada. En este sentido, tanto
la localizacion subcelular de la Hex en los gametos, como su caracterizacion

bioquimica, podrian aportar datos importantes sobre su rol en la fecundacion.
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En los siguientes apartados nos propusimos como objetivo avanzar sobre estas
determinaciones, como un prerrequisito para vislumbrar el rol de la Hex durante la

fecundacion de R. arenarum.

B1- CARACTERIZACION DE LA HEX DE OVOCITOS DE R. ARENARUM
B1A- Actividades glucosidicas en ovocitos de R. arenarum

La Hex es la principal actividad glucosidica en los espermatozoides de
R. arenarum (Martinez y col., 2000). Sin embargo, la presencia de glucosidasas en los
ovocitos de esta especie es desconocida. De este modo, para determinar la presencia de
glucosidasas en los ovocitos de R. arenarum, se ensayaron las actividades de siete
glucosidasas en sus extractos crudo midiendo la cantidad de p-nitrofenol liberado desde

los p-nitrofenil-azUcares sustrato correspondientes (fig. 42).
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Figura 42. Actividades glucosidicas en ovocitos de R. arenarum. La presencia de
N-acetil-B-D-glucosaminidasa (N-ac-glcdasa), N-acetil-p-D-galactosaminidasa (N-ac-galdasa),
fucosidasa, manosidasa, a y 8 glucosaminidasa (a-glcdasa o B-glcdasa) y B-galactosaminidasa
(B-galdasa) en los ovocitos de R. arenarum se determind midiendo la cantidad de p-nitrofenol
liberado (Abssonm) @ partir de los p-nitrofenil-azicares sustrato correspondientes luego de 30
minutos de reaccion a 37 °C. Las barras representan los promedios con su desvio estandar
obtenidos a partir de mediciones realizadas por triplicado en los extractos crudos provenientes
de dos hembras distintas. Los datos fueron analizados estadisticamente mediante un test
ANOVA, p<0,001.
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La principal actividad glucosidica encontrada en los extractos de ovocitos de
R. arenarum fue la N-acetil-B-D-glucosaminidasa (Hex), seguida por las actividades N-
acetil-B-D-galactosidasa y fucosidasa, entre otras. La actividad proveniente de estas

glucosidasas fue al menos 2,5 veces mayor que el resto de las actividades ensayadas.

B1B- Actividad Hex de ovocitos de R. arenarum a distintos pH

Como fue descrito en la introduccion, en las ascidias se postula que la actividad de
las glucosidasas presentes en los gametos es modulada por el pH de su microentorno.
Fue propuesto, que al pH natural al que ocurre la fecundacion (~pH=8), las glucosidasas
no manifestarian su actividad catalitica, sino que actuarian a modo de lectina, mediando
la union de los gametos (revisado en Honegger y Koyanagi, 2008).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, y que la Hex fue la principal actividad
glucosidasa presente en los ovocitos, se evalud su actividad a distintos pHs como un
prerequisito para vislumbrar su posible rol durante la fecundacion. Para ello, se midio la
cantidad de p-nitrofenol liberado desde el sustrato p-nitrofenil-N-acetil-glucosaminida
luego de incubarlo 0,5 horas a 37 °C con el extracto crudo de ovocitos en buffers de
distintos pHs (fig. 43).

Actividad especifica
(8]
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Figura 43. Actividad Hex de ovocitos de R. arenarum a distintos pH. La actividad de la Hex
en el extracto crudo de ovocitos de R. arenarum se determind a distintos pH midiendo la
cantidad de p-nitrofenol liberado desde su sustrato p-nitrofenil-N-acetil-p-D-glucosaminida
luego de 0,5 hora de reaccién a 37 °C.
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La actividad Hex de ovocitos de R. arenarum fue maxima a pHs cercanos a 3,5. A
pH mas elevados, la actividad Hex disminuyd gradualmente conforme al aumento de

pH hasta hacerse casi nula a pH=7 o mayores (fig. 43).

B1C- Caracterizacion electroforética de las Hexs de ovocitos de R. arenarum

Como fue realizado en X. laevis, para determinar el nimero y tipo de isoformas de
la Hex (A, S o B) presentes en los ovocitos de R. arenarum se realizaron ensayos de
actividad Hex en geles nativos. Para ello, el extracto crudo de ovocitos de R. arenarum
fue resuelto por electroforesis en gel nativo y las distintas isoformas de la Hex fueron
evidenciadas por su actividad con los sustratos MUG y MUGS (fig. 44).
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Figura 44. Caracterizacion en gel nativo de las Hexs de ovocitos de R. arenarum. El
extracto crudo de ovocitos de R. arenarum (100 ug de proteinas totales) fue resuelto por
electroforesis en gel nativo (8% p/v) y las distintas isoformas de la Hex fueron evidenciadas por
su actividad con los sustratos MUG y MUGS.

Tres bandas con actividad Hex fueron evidenciadas en los geles nativos. Dos de
estas bandas (HexA/S; y HexA/S,; fig. 44) fueron evidenciadas con ambos tipos de
sustratos (MUG y MUGS) demostrando que poseen sitios activos de tipo o, en forma
semejante a las Hex A y S caracterizadas en los mamiferos y en X. laevis (esta tesis).
Sin embargo, una de estas bandas sélo fue evidenciada con el sustrato neutro (MUG)
sugiriendo solo la presencia sitios activos de tipo B en su estructura, como en el caso de

la isoforma B.

Para determinar la composicion polipeptidica de estas isoformas, las bandas con
actividad Hex fueron cortadas del gel nativo, y sus proteinas fueron eluidas y analizadas
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por Western blot, en condiciones reductoras, utilizando el antisuero o-GST/Hex
(fig. 45).
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Figura 45. Andlisis por Western blot de la composicién polipeptidica de las Hexs de
ovocitos de R. arenarum caracterizadas en geles nativos. 25 pg de proteinas totales obtenidas
a partir de las bandas con actividad de tipo HexA/S (HexA/S..,) 0 HexB (HexB) en los geles
nativos fueron resueltos por SDS-PAGE al 12% p/v y transferidos a una membrana de
nitrocelulosa. A- Inmunodeteccion con el antisuero a-GST/Hex. B- Inmunodeteccion con suero
preinmune (p.i.) y anticuerpos a-GST (control de especificidad). La formacion de
inmunocomplejos fue evidenciada con anticuerpos a-IgG de conejo conjugados a peroxidasa y
sustrato quimioluminiscente.

Un Unico polipéptido antigénicamente relacionada con las Hexs fue evidenciado a
partir de las bandas de actividad (A/Si1+, y B) obtenidas a partir de los geles nativos.
Estos polipéptidos no fueron evidenciados cuando las membranas de nitrocelulosa se
incubaron con suero preinmune y anticuerpos a-GST, demostrando su especificidad. De
este modo, a diferencia de X. laevis, en ovocitos de R. arenarum, las tres isoformas de la
Hex caracterizadas en gel nativo parecen estar constituidas por uno o0 varios
polipéptidos de igual peso molecular. Mientras que el/los polipéptidos que constituyen
la isoforma de tipo A/S presentaron un tamafio aproximado de 43 kDa, la isoforma de

tipo B mostro estar constituida por polipéptidos de ~32 kDa.
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Para verificar si todas las isoformas de la Hex presentes en los ovocitos de
R. arenarum fueron resueltas en los geles nativos (pH~8,8), el extracto crudo de

ovocitos fue analizado por Western blot con el antisuero a-GST/Hex (fig. 46).
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Figura 46. Analisis por Western blot de las Hexs presentes en el extracto crudo de ovocitos
de R. arenarum. Alicuotas de extracto crudo de ovocitos de R. arenarum (50ug de proteinas
totales) fueron resueltas por SDS-PAGE (12% p/v) y transferidas a membranas de nitrocelulosa.
Las membranas fueron incubadas separadamente con a-GST/Hex, suero preinmune (Suero p.i.)
0 o-GST. Los inmunocomplejos fueron evidenciados con anticuerpos a-lgG de conejo
conjugados a peroxidasa y sustrato quimioluminiscente.

Polipéptidos de igual peso molecular (~43 kDa y ~32 kDa) a los observados por
Western blot a partir de las bandas de actividad Hex obtenidas en los geles nativos
fueron evidenciados en el extracto crudo de ovocitos de R. arenarum (fig. 46). En estos
extractos, a su vez, se observd una banda minoritaria de ~60 kDa, permitiendo inferir
que en los geles nativos no fueron resueltas la totalidad de las isoformas de la Hex

presentes en los ovocitos de R. arenarum.

Para estudiar la posible asociacion intracatenaria por enlace disulfuro entre
polipéptidos derivados de un precursor, como fue reportado para las subunidades o y 3
que constituyen las Hexs de humano (Mahuran y col., 1988; Hubbes y col., 1989; Quon
y col., 1989), el extracto crudo de ovocitos de R. arenarum fue analizado por Western
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blot en condiciones reductoras y no reductoras utilizando el antisuero o-GST/Hex
(fig. 47).
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Figura 47. Andlisis por Western blot de las Hexs de ovocitos de R. arenarum en
condiciones reductoras y no reductoras. Extracto crudo de ovocitos de R. arenarum
(75 ng de proteinas totales) fue resuelto por SDS-PAGE (12% p/v) en condiciones reductoras
(+ B-Me) y no reductoras (- B-Me) y transferido a una membrana de nitrocelulosa. Las proteinas
que constituyen las Hexs fueron evidenciadas incubando la membrana con a-GST/Hex. Los
inmunocomplejos fueron evidenciados con a-1gG de conejo conjugados a peroxidasa y sustrato
quimioluminiscente.

Tanto en condiciones reductoras como no reductoras se detectaron dos bandas
inmunoreactivas cuyos tamafios moleculares se correspondieron con los de los
polipéptidos evidenciados a partir de los geles nativos (~32 kDa y ~43 kDa).

En condiciones no reductoras sélo un ligero retraso en la movilidad electroforética
del polipéptido de 32 kDa (constituyente de la isoforma B), equivalente a ~1,7 kDa, fue
evidenciado. En estas condiciones, ademas, fueron evidenciadas 1 o 2 bandas
inmunoreactivas minoritarias, de tamafios moleculares mayor a 90 kDa, cuyos
polipéptidos originarios no pudieron relacionarse con ninguno de los polipéptidos
inmunodetectados en condiciones reductoras.

B1D- Localizacion subcelular de la Hex de ovocitos de R. arenarum
La localizacion subcelular de una enzima suele ser un prerrequisito importante
para entender su rol biol6gico. De este modo, para avanzar sobre el rol de la Hex en la

fecundacion de R. arenarum, se determind su localizacion en cortes de ovocitos
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maduros fecundables, utilizando el antisuero o-GST/Hex. Como control de
especificidad, cortes de los mismos ovocitos fueron coincubados con suero preinmune y

anticuerpos a-GST. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 48.
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Figura 48. Inmunolocalizacion de la Hex en cortes de ovocitos maduros de R. arenarum.
A-1: micrografias de secciones de ovocitos maduros de R. arenarum desprovistos de su cubierta
gelatinosa incubadas con el antisuero a-GST/Hex. A- Micrografia de campo claro y (B) de
fluorescencia mostrando la region cortical del hemisferio vegetal (HV) de un ovocito. La
envoltura vitelina (EV) que rodea a los ovocitos es sefialada con una flecha. D- Micrografia de
campo claro y (E) de fluorescencia mostrando la region cortical del hemisferio animal (HA) de
un ovocito, y una EV aislada unida a la membrana plasmética y conservando parte del cortex
celular. G- Micrografia de campo claro y (H) de fluorescencia, mostrando la region
citoplasmética (Cit) de un ovocito. Las flechas en las micrografias de fluorescencia B, E'y H
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sefialan la localizacion de la Hex. C: superposicion de las micrografias A y B. F: superposicion
de las micrografias D y E. I. superposicion de las micrografias G y H. La sefial
inmunofluorescente proveniente de la Hex es mostrada en color verde para una mejor
visualizacion de su localizacion. J-O: Ensayos control. Micrografias de secciones de ovocitos
maduros de R. arenarum coincubadas con suero preinmune Yy anticuerpos o-GST.
J- Micrografia de campo claro y (K) de fluorescencia mostrando la region cortical del
hemisferio vegetal de un ovocito. L- Micrografia de campo claro, y (M) de fluorescencia
mostrando la regién cortical del hemisferio animal de un ovocito. N- Micrografia de campo
claro y (O) de fluorescencia mostrando la region citoplasmética (Cit) de un ovocito. En todos
los casos los inmunocomplejos fueron evidenciados con anticuerpos o-lgG de conejo
conjugados a Alexa Fluor 488 (Aem: 519nm; fluorescencia verde).

Los resultados obtenidos en estos experimentos muestran que la Hex estd
localizada en pequefas estructuras puntiformes (~0,7 = 0,25 um de diametro) situadas
en toda la periferia de los ovocitos entre los granulos de pigmento y la EV
(Fig. 48, A-F), como asi también, distribuidas de manera irregular en todo el citoplasma
celular (fig. 48, G-1). A diferencia de lo encontrado en los ovocitos de X. laevis, la sefial
de la Hex se encontr6 igualmente distribuida en ambos hemisferios, animal y vegetal, de

los ovocitos maduros de R. arenarum.

La localizacién periférica de la Hex en los ovocitos sugiere que podria estar
asociada a los granulos corticales. De este modo, para determinar si la Hex esta
verdaderamente presente en los granulos corticales, y ademas, para determinar la
presencia de otras glucosidasas posiblemente involucradas en la prevencion de la
polispermia, se obtuvo el producto de los granulos corticales (PGC) de los ovocitos
maduros de R. arenarum con el objetivo de medir las actividades glucosidasas asociadas
a los mismos. Para ello, ovocitos maduros desprovistos de su cubierta gelatinosa fueron
tratados con ionoforo de calcio (para promover la exocitosis de los granulos corticales)
y el PGC fue colectado como se describio en materiales y métodos.

La presencia de la Hex, y de otras glucosidasas, fue evaluada midiendo la

actividad enzimatica con los p-nitrofenil-azicares sustrato correspondientes (fig. 49).
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Figura 49. Actividades glucosidicas en el producto de granulos corticales de ovocitos
maduros de R. arenarum. La presencia de ocho glucosidasas fue evaluada en el producto de
granulos corticales de ovocitos maduros de R. arenarum midiendo la liberacion de p-nitrofenol
a partir del p-nitrofenil-azlcar sustrato correspondiente. Las barras muestran el promedio y el
error estandar obtenido desde mediciones realizadas por triplicado en dos muestras
independientes.  Fucosidasa: alL-fucosidasa; N-ac-B-D-glcdasa y N-ac-a-D-glcdasa:
N-acetil-B-D-glucosaminidasa y  N-acetil-a-D-glucosaminidasa;  N-ac-B-D-galdasa vy
N-ac-a-D-galdasa:  N-acetil-B-D-galactosaminidasa y  N-acetil-a-D-galactosaminidasa;
aD-glcdasa:  aD-glucosaminidasa; aD-galdasa:  aD-galactosaminidasa; ~ manosidasa:
aD-manosidasa.

Las principales actividades encontradas en el PGC fueron la a-L-fucosidasa y la
N-acetil-B-D-glucosaminidasa (Hex), demostrando que estas glucosidasas estan
presentes en los granulos corticales de los ovocitos maduros de R. arenarum y, que

ademas, son liberadas durante la reaccién cortical.

Para determinar la isoforma de la Hex que se encuentra en los granulos corticales
de los ovocitos de R. arenarum, el PGC fue analizado por Western blot utilizando el
antisuero a-GST/Hex. Ademas, para lograr una mejor compresion sobre el rol de la Hex
en los ovocitos y en la fecundacion de R. arenarum, los extractos crudos de ovocitos sin
activar, de ovocitos activados con ion6foro de Ca’™, y de ovocitos activados por
fecundacion (embriones de 2 células), fueron también analizados (fig. 50).

131



V. Caracterizacion bioquimica de glucosidasas en los gametos de anfibio

A- B-
X, 'Lc’e\'
\\00‘ Q.QO ((\\0
PGC o e o
< et e Q@
kDa kDa
60_ = 60_
50- 50-
40‘ 40‘ | —— — -
e U s
25N 25-
20 20-
15- 15-
w& o@'é§ a-GST/Hex
6« e\ o
ofG e

Figura 50. Analisis por Western blot de las Hexs presentes en el producto de los granulos
corticales, en ovocitos maduros sin activar y activados con ion6foro de calcio, y en ovocitos
fecundados de R. arenarum. A- ElI PGC de R. arenarum (15 ng de proteinas totales) fue
resuelto por SDS-PAGE en condiciones reductoras (12 % p/v) y transferido a una membrana de
nitrocelulosa. La membrana se incubd con antisuero o-GST/Hex. Como control de
especificidad, réplicas de la membrana conteniendo la misma cantidad de PGC fueron
incubadas con suero preinmune (suero p.i.) o con anticuerpos a-GST. B- Western blot
utilizando antisuero a-GST/Hex de: extracto crudo de ovocitos maduros sin activar
(Ext. Ovoc., 75 pg de proteinas totales), extracto crudo de ovocitos maduros activados con
ionoforo de calcio (Ext. ov. act., 75 pg de proteinas totales) y extracto crudo de ovocitos
fecundados (Ext. emb. 2 cel.; 75 ug de proteinas totales). En todos los casos la formacion de
inmunocomplejos fue evidenciada con anticuerpos a-1gG de conejo conjugados a peroxidasa y
sustrato quimioluminiscente.

Una banda inmunoreactiva proveniente de polipéptidos de tamafio molecular
equivalente a los polipéptidos de ~60 kDa inmunodetectados con el mismo antisuero en
el extracto crudo de ovocitos de R. arenarum fue observada en el PGC.

Ninguno de los polipéptidos que constituyen las isoformas de la Hex
anteriormente caracterizadas en gel nativo (Hex A/Siy,: 43 kDa y HexB: 32 kDa) fue
encontrado en el PGC. Sin embargo, estos polipéptidos fueron evidenciados de manera
inalterada tanto en el extracto crudo de ovocitos no activados como activados,
sugiriendo que estas Hexs no estarian relacionadas con los granulos corticales y la

prevencion de la polispermia de R. arenarum.
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B1E- Isoforma de la Hex presente en los granulos corticales de ovocitos de
R. arenarum

Para determinar el tipo de isoforma (A/S y/o B) al que pertenece la Hex localizada
en los granulos corticales de los ovocitos de R. arenarum, el PGC fue resuelto en gel
nativo y la actividad Hex total y Hex A/S fue ensayada en el gel utilizando los sustratos
MUG y MUGS, respectivamente (fig. 51A; se muestra sélo la actividad Hex total).
Ninguna banda con actividad Hex fue evidenciada en estos geles, probablemente debido
a la escasa cantidad de PGC que pudo ser sembrado en ellos (35 pl conteniendo ~15 ug
de proteinas totales). Como una alternativa, el PGC fue analizado mediante ensayos

continuos de actividad enzimética utilizando los mismos sustratos (fig. 51B).
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Figura 51. Isoforma de la Hex presente en el producto de los granulos corticales de
los ovocitos maduros de R. arenarum. A- El PGC fue resuelto en gel nativo
(15 ng de proteinas totales) y las isoformas de la Hex fueron evidenciadas por incubacion con el
sustrato MUG. B- La actividad Hex total (circulos verdes) y HexA/S (circulos amarillos) en el
PGC (100 ug de proteinas totales por reaccion) fue analizada con los sustratos MUG y MUGS
mediante ensayos continuos de actividad enzimatica. Como control interno de actividad Hex de
tipo A/S, 30 ug de extracto crudo de ovocitos de R. arenarum (Ext. ovoc.) fueron adicionados a
la reaccion con MUGS luego de 90 min de transcurrida.

La actividad Hex total (HexB + HexA/S) encontrada en el PGC fue 9 veces mayor
que la actividad Hex de tipo A/S. Sin embargo, la actividad Hex de tipo A/S no fue

nula.
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B2- CARACTERIZACION DE LA HEX DE ESPERMATOZOIDES DE
R. ARENARUM

Como un prerrequisito para vislumbrar la etapa de la fecundacion en la que estaria
involucrada la Hex de espermatozoides de R. arenarum, se plante6 determinar su

localizacién subcelular.

B2A- Localizacion subcelular de la Hex de espermatozoides de R. arenarum

Para determinar la localizacion de la Hex en los espermatozoides de R. arenarum
inicialmente se desarroll6 un protocolo de fraccionamiento subcelular para obtener las
distintas fracciones subcelulares espermaéticas en forma separada (fig. 52). Brevemente,
primero se indujo la ruptura del acrosoma mediante la resuspension de espermatozoides
liofilizados en un buffer hipotdnico (Raisman y col., 1980). Luego, los espermatozoides
reaccionados fueron separados de los productos provenientes de la ruptura del acrosoma
(matriz acrosomal y fracciones de membrana provenientes de la cabeza del
espermatozoide (membrana plasmatica apical y membrana acrosomal externa)) por
centrifugacion a baja velocidad (650g). Por ultimo, las membranas provenientes de la
cabeza del espermatozoide fueron separadas de la matriz acrosomal por
ultracentrifugacion a 100.000g.
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Figura 52. Obtencion de fracciones subcelulares de espermatozoides de R. arenarum.
Diagrama mostrando el protocolo utilizado para obtener las fracciones subcelulares de
espermatozoides de R. arenarum. SN: sobrenadante; sp: espermatozoides; MA: matriz
acrosomal; mb apical: membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides;
sp reaccionados tritbn y mb apical tritén: fracciones solubles extraidas con un buffer
conteniendo NaCl 0,4 My triton X-100 1,5% p/v a partir de los espermatozoides reaccionados y
de las membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides sedimentadas.

En cada fraccidon obtenida, la actividad Hex total fue evaluada utilizando el

sustrato MUG. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 53.
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Figura 53. Actividad Hex en las fracciones subcelulares de los espermatozoides de
R. arenarum. La actividad Hex total en las distintas fracciones subcelulares de los
espermatozoides de R. arenarum (indicadas por debajo de cada barra) fue inferida midiendo la
cantidad de metil-umbeliferona liberada a partir del sustrato MUG luego de 45 min de reaccion
a 37 °C y pH=3,6. map triton: proteinas solubles extraidas con el buffer conteniendo NaCl 0,4M
y triton X-100 1,5% p/v a partir de las membranas provenientes de la cabeza de los
espermatozoides sedimentadas. sp reacc triton: sobrenadante resultante del tratamiento de los
espermatozoides reaccionados con el mismo buffer. Las barras grises muestran la actividad Hex
total obtenida en el sobrenadante de cada uno de los tres lavados realizados a las membranas
provenientes de la cabeza de los espermatozoides sedimentadas (lav map) o a los
espermatozoides reaccionados (lav sp reacc). Las comparaciones estadisticas se realizaron entre
las actividades Hex total inferidas en map triton y su 3° lavado (3° lav map), o entre las
inferidas en sp reacc tritdn y su tercer lavado (3° lav sp reacc), mediante un ensayo t de Student;
p<0,024. En todas las reacciones se utiliz6 un volumen porcentual equivalente de cada fraccion
debido a la imposibilidad de determinar la cantidad de proteinas totales en los buffers
provenientes de los terceros lavados (3° lav map y 3° lav sp reacc). Las barras representan el
promedio y el desvio estandar obtenido en dos experimentos independientes realizados por
triplicado.

En concordancia con los resultados previamente publicados por nuestro
laboratorio (Martinez y col., 2000), se detectd actividad Hex en la matriz acrosomal y
en los espermatozoides reaccionados de R. arenarum. Ademas, se detect6 actividad Hex
asociada a las membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides.

La presencia de actividad Hex entre las proteinas extraidas de las membranas
provenientes de la cabeza de los espermatozoides fue verificada, a su vez, mediante

ensayos continuos de actividad enzimatica (fig. 54).
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Figura 54. Actividad Hex en las membranas provenientes de la cabeza de los
espermatozoides de R. arenarum. La actividad Hex total presente en el tercer lavado de las
membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides (3° lav map; circulos grises), y en
las proteinas extraidas desde ellas (map triton; triangulos verdes; 16,5 ug de proteinas totales),
fue inferida mediante ensayos continuos de actividad enzimética utilizando el sustrato MUG
(T=37 °C; pH=5,0). Las graficas muestran el promedio y el error estdndar obtenido en un
experimento realizado por triplicado. Para cada reaccion se utilizaron volimenes porcentuales
equivalentes debido a la imposibilidad de determinar la cantidad de proteinas totales en el buffer
del 3° lav map.

En estos ensayos se observd que el buffer conteniendo las proteinas extraidas
desde la fraccion de las membranas provenientes desde la cabeza de los
espermatozoides produce la hidrdlisis continua del sustrato MUG, confirmando la
presencia de Hex/s en estas membranas. En el buffer proveniente del tercer lavado de
esta fraccion no se observo la presencia de actividad Hex, descartando la posibilidad de
contaminacion de las proteinas extraidas desde las membranas provenientes de la

cabeza de los espermatozoides por Hexs provenientes de la matriz acrosomal.

B2B- Isoformas de la Hex presentes en las distintas fracciones subcelulares de los
espermatozoides de R. arenarum

Para determinar el tipo de isoforma/s de la Hex presente en cada una de las
fracciones subcelulares de los espermatozoides de R. arenarum donde la Hex fue
encontrada, y de este modo, el tipo de isoforma posiblemente involucrada en las
distintas etapas de su fecundacién, se realizaron ensayos de actividad Hex utilizando los
sustratos MUG y MUGS (figs. 55 y 56).
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Figura 55. Isoformas de la Hex presentes en la matriz acrosomal de los espermatozoides de
R. arenarum. La actividad Hex total (Hex B+A/S) y Hex de tipo A/S (HexA/S) en el contenido
acrosomal de los espermatozoides de R. arenarum (30 ug de proteinas totales por reaccion) fue
inferida mediante ensayos continuos de actividad enzimatica (T=37 °C; pH=5,0) midiendo la
cantidad de metil-umbeliferona liberada a partir de los sustratos MUG y MUGS,
respectivamente.
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Figura 56. Isoformas de la Hex presentes en las membranas provenientes de la cabeza de
los espermatozoides, y en los espermatozoides reaccionados, de R. arenarum. La actividad
Hex total (barras verdes) y de tipo Hex A/S (barras amarillas) en las proteinas extraidas desde
las membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides (map tritén; 13 pg de
proteinas totales por reaccion), y desde los espermatozoides reaccionados (sp reacc triton; 25 ug
de proteinas totales por reaccion), fue inferida midiendo la cantidad de metil-umbeliferona
liberada a partir de los sustratos MUG y MUGS, respectivamente, luego de 45 min de reaccion a
37°C (pH=3,6).
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La actividad Hex total encontrada en la matriz acrosomal de los espermatozoides
fue al menos 11 veces mayor que la actividad de tipo A/S. En las proteinas extraidas
desde los espermatozoides reaccionados, y desde las membranas provenientes de la
cabeza de los espermatozoides, la actividad Hex total fue ~5 veces mayor, y ~3,5 veces
mayor, que la actividad de tipo A/S, respectivamente. Sin embargo, en ninguna de estas
fracciones la actividad de tipo A/S fue nula.

DISCUSION

Como se menciond anteriormente, las glucosidasas, y entre ellas la Hex, han sido
vinculadas a la fecundacion en numerosas especies de animales, incluyendo a los
anfibios.

En ovocitos depuestos de X. laevis, dos isoformas de la Hex habian sido
caracterizadas en base a sus diferentes movilidades electroforéticas en electroforesis en
disco (Greve y col., 1985). Una de estas isoformas fue asociada a los granulos
corticales, y la otra al resto del citoplasma del ovocito (Greve y col., 1985). La isoforma
de granulos corticales fue liberada durante la reaccion cortical inducida con ion6foro de
calcio (Greve y col., 1985). Vo y col. (2003) reportaron que la isoforma presente en los
granulos corticales y liberada durante la reaccion cortical (Greve y col., 1985), participa
de la prevencion de la polispermia hidrolizando residuos de N-acetil glucosamina
terminales de ZPC, una de las glucoproteinas de la EV que actla como receptor
espermatico. Sin embargo, nada era sabido acerca del tipo de isoforma (A, S o B) al que
pertenecian estas Hexs, ni sobre su composicion polipeptidica. Tampoco era conocida
su localizacién subcelular en los ovocitos crecidos, depuestos y en el cigoto. En este
trabajo de tesis, todos estos aspectos fueron abordados.

En coincidencia con los reportes mencionados anteriormente, nuestros
experimentos demostraron la existencia de dos isoformas de la Hex en los ovocitos
depuestos de X. laevis. Estas isoformas fueron capaces de metabolizar tanto sustratos
neutros (MUG) como negativamente cargados (MUGS), demostrando la existencia de
sitios activos de tipo a en la estructura de ambas isoformas. Como fue descripto en la
introduccidn, en los mamiferos han sido caracterizadas 3 isoformas de la Hex (A, By
S), compuestas por la homo o heterodimerizacion de dos subunidades (o y ) distintas.

Las tres isoformas pueden metabolizar sustratos neutros. Sin embargo, sélo las
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isoformas A (af) ¥ S (o) son capaces de metabolizar sustratos negativamente
cargados, debido a la presencia de subunidades o en su estructura. En base a ello, las
dos isoformas encontradas en los ovocitos de X. laevis podrian ser clasificadas como de
tipo Ay/o S.

Ambas isoformas pudieron separarse por electroforesis en geles nativos puesto
que mostraron diferentes movilidades electroforéticas. La composicion polipeptidica de
cada una de ellas pudo determinarse por Western blot utilizando el antisuero
o-GST/Hex obtenido en esta tesis. La isoforma de mayor movilidad electroforética en
gel nativo (referida como I,) mostrd estar compuesta por, al menos, tres tipos de
polipéptidos de 63 kDa, 59 kDa y 49 kDa. Sélo el polipéptido de 59 kDa estuvo
presente en la isoforma de menor movilidad electroforética (referida como I;). EI peso
molecular predicho para los polipéptidos codificados en los ADNcs de las Hexs de
X. laevis caracterizados en esta tesis fue de 60,5 kDa, luego de la ruptura de su péptido
sefial de anclaje al RER. Los pesos moleculares encontrados para los polipéptidos de
63 kDa y 59 kDa estarian en concordancia con estas predicciones, y también con los
pesos moleculares predichos para los polipéptidos codificados en el gen hex identificado
en X. tropicalis (61,3 kDa, luego de la ruptura del péptido sefial de anclaje al RER). El
tamafio molecular encontrado para estos polipéptidos, también fue concordante con los
tamafios moleculares esperados para los precursores (pro-polipéptidos) de las
subunidades o (58,2 kDa) y B (59,5 kDa) que constituyen las Hexs de humano
(Mahuran y col., 1988) y con el tamafio molecular deducido para el polipéptido de la
Hex de P. mammillata (59 kDa; Koyanagi y Honegger, 2003).

Como fue mencionado previamente, las subunidades o y B que constituyen las
distintas isoformas de la Hex en humano son sintetizadas como pre-pro-precursores. La
obtencion de las subunidades maduras requiere, entre otras modificaciones, la ruptura
proteolitica del péptido sefial de anclaje al RER y de un propéptido de ~10 kDa
perteneciente a su extremo N-terminal (Mahuran y col., 1988). Fue reportado que luego
de su separacion proteolitica, los propéptidos se mantienen unidos a las subunidades
maduras por enlace disulfuro (Quon y col., 1989; Hubbes y col., 1989). Esta posibilidad
fue estudiada en las Hexs de ovocitos de X. laevis y solo un polipéptido a ~55 kDa fue
inmunodetectado con el antisuero ao-GST/Hex en condiciones no reductoras. Este
resultado sugiere que los 3 polipéptidos que constituyen a estas Hexs, estan quimica y
estructuralmente relacionados. Ademas, podria sugerir que los polipéptidos de 59 kDa
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y/lo 49 kDa que constituyen la isoforma I, podrian ser originados por la ruptura
proteolitica de alguno de los polipéptidos de mayor tamafio, de manera semejante a lo
que ocurre en humano.

El antisuero a-GST/Hex fue obtenido a partir de la regiéon N-terminal de la Hex
de X. laevis codificada en el ADNc JN127371. De este modo, es esperado que solo sea
capaz de reconocer epitopes pertenecientes a esta region de las Hexs. Sin embargo,
ningun polipéptido de bajo peso molecular (~10 kDa) fue identificado por Western blot
con el antisuero a-GST/Hex cuando el extracto crudo de ovocitos de X. laevis fue
resuelto en SDS-PAGE concentrado (15 % p/v) en condiciones reductoras (dato no
mostrado). En base a ello, se podria hipotetizar que los polipéptidos de 59 kDa y 49 kDa
encontrados en la isoforma I, podrian originarse por la ruptura proteolitica de un
fragmento C-terminal de un precursor. En concordancia con esta hipotesis, Mahuran y
col. (1988) propusieron, a partir del anélisis del peso molecular esperado y del obtenido
por cromatografia de exclusion molecular en HPLC, que la subunidad o constituyente
de las Hexs de humano podria ser modificada en el lisosoma en su extremo C-terminal.
Sin embargo, nuevos experimentos deberan ser realizados para demostrar esta hipotesis

en X. laevis.

Las subunidades o y P que constituyen las Hexs de humano sufren
procesamientos proteoliticos diferenciales que permiten identificarlas en SDS-PAGE
(Mahuran y col., 1988). En esta tesis fue demostrado que los polipéptidos de tipo o y
de las Hexs de X. laevis podrian ser sintetizados desde un mismo gen hex por splicing
alternativo de dos de sus exones. Ambos polipéptidos presentan el mismo tamafio
molecular deducido (~60,5 kDa). Como se discutié anteriormente, el tamafio de estos
polipéptidos es concordante con el tamafio molecular de los polipéptidos de 59 y 63 kDa
encontrados en la isoforma de tipo A/S I, y con el tamafio molecular del polipéptido de
59 kDa que constituye la isoforma de tipo A/S I;. En mamiferos, la isoforma A esta
constituida por un heterodimero de subunidades o y B, y la isoforma S por un
homodimero de subunidades a. Sin embargo, se desconoce la estructura molecular de
estas Hexs de X. laevis, como también la de la Hex de otros anfibios. De este modo, a
pesar de que nuestros experimentos muestran diferentes composiciones polipeptidicas
en las isoformas I; e I, y que es probable que alguno de sus polipéptidos estructurales

sufra procesamientos proteoliticos diferenciales, 1os mismos no son concluyentes para
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establecer alguna relacién entre la composicién polipeptidica de estas isoformas y la

naturaleza o. 0 B de los polipéptidos que las constituyen.

La localizacion subcelular de la Hex en ovocitos de X. laevis fue previamente
estudiada por Wall y Meleka (1985). Estos autores mostraron, por experimentos de
histoquimica y tincidn por actividad, que la Hex esté localizada en toda la periferia de
los ovocitos en etapas tempranas de su crecimiento (estadio | y Il temprano). Nuestros
resultados de inmunohistoquimica utilizando antisuero a-GST/Hex y la lectina de D.
biflorus mostraron, ademas, que la Hex colocaliza con el ligando de dicha lectina, que
es un marcador de granulos corticales en X. laevis. La localizacion de la Hex en
granulos corticales de los ovocitos de X. laevis habia sido previamente inferida por
medidas de actividad glucosidasa realizadas en el exudado de los granulos corticales
proveniente de los ovocitos activados con ionoforo de calcio (Greve y col., 1985).
Nuestros experimentos de inmunohistoguimica estarian en concordancia con lo
reportado por estos autores. Sin embargo, Wall y Melaka (1985) no pudieron localizar a
la Hex en ovocitos crecidos (estadio de crecimiento IV en adelante) debido a que la
visualizacion de la sefial proveniente de la Hex se enmascard por la pigmentacion del
hemisferio animal de estos ovocitos y por la intensificacion de una sefial inespecifica
proveniente de la deposicion de colorante sobre el vitelo. Greve y col. (1985) intentaron
localizar la Hex en ovocitos enteros depuestos mediante experimentos de citoquimica y
tincion por actividad Hex, y también fallaron. Ellos adjudicaron la ausencia de tincion
proveniente de la Hex a la falta de penetrabilidad celular de algunos de los reactivos
utilizados para evidenciarla. En esta tesis, estas desventajas fueron superadas
localizando la Hex por inmunohistoquimica de fluorescencia con el antisuero o-
GST/Hex en cortes de ovocitos. Nuestros resultados demostraron por primera vez que la
Hex esta principalmente localizada en el cortex del hemisferio animal de los ovocitos
crecidos y depuestos (estadio de crecimiento IV en adelante), y que esta localizacion se
mantiene luego de la fecundacion. Este resultado sugiere que la Hex es relocalizada
durante el crecimiento de los ovocitos en el ovario o que es preferencialmente
sintetizada en el hemisferio animal de los ovocitos que se encuentran en las Ultimas
etapas de su crecimiento. Esta Gltima hipdtesis es soportada por el hallazgo de que la
periferia de los ovocitos crecidos es el sitio principal donde ocurre la sintesis de

proteinas (Capco y Mecca; 1988) y de que la mayor parte del aparato de Golgi, un
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orgénulo transitado por la Hex durante su sintesis (Proia y col., 1984), est4 localizado en
el hemisferio animal de estos ovocitos (Imoh y col., 1983).

Decroly y col. (1979) y Wall y Meleka (1985) reportaron en X. laevis la presencia
de la Hex en organulos semejante a lisosomas que fueron asociados con la endocitosis
de vitelogenina y con el catabolismo del embrion recientemente formado. Vo y Hedrick
(2003) demostraron que la Hex presente en los granulos corticales de los ovocitos de
X. laevis participa de la prevencion de la polispermia. Nuestros experimentos de
inmunohistoquimica mostraron una localizacion subcelular de la Hex (en granulos
corticales y en el citosol de los ovocitos) concordante con estos reportes.
Interesantemente, Elinson y col. (1975), y Cabada y col. (1989), sugirieron que el
hemisferio animal de los ovocitos de anfibio es el sitio de entrada del espermatozoide
durante la fecundacion. Sin embargo, estos experimentos no son suficientes para
demostrar la existencia de alguna relacion entre la localizacion diferencial de la Hex en
el hemisferio animal de los ovocitos crecidos y cigotos, y estos sucesos. Tampoco son
concluyentes para establecer cual de las isoformas de la Hex caracterizadas en geles
nativos esta asociada con los granulos corticales, y cual con el resto del citoplasma del

ovocito.

En los gametos de R. arenarum (modelo de estudio de nuestro laboratorio) sélo se
habia reportado la presencia de glucosidasas en los espermatozoides. En este trabajo de
tesis, se determind la presencia de siete glucosidasas en los ovocitos de R. arenarum.
Las principales actividades encontradas en extractos crudo correspondieron a las
glucosidasas N-acetil--D-glucosaminidasa (Hex) y N-acetil-B-D-galactosaminidasa. La
actividad de estas enzimas fue al menos 2,5 veces mayor que el resto de las actividades
ensayadas; incluyendo fucosidasa, manosidasa, glucosidasa y galactosidasa. Reportes
previos sugieren que la Hex puede hidrolizar tanto residuos de N-acetil glucosamina
como de N-acetil galactosamina terminales desde sus sustratos (Beely, 1985). De este
modo, a pesar de que la actividad N-acetil-B-D-glucosaminidasa fue 1,7 veces mayor
que la actividad N-acetil-B-D-galactosaminidasa, ambas podrian estar asociadas a la
misma enzima.

La actividad de la Hex de ovocitos de R. arenarum fue evaluada a distintos pH.
Fue encontrado que esta enzima presenta un valor de pH 6ptimo cercano a 3,5. Este
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valor de pH 6ptimo esta en concordancia con el valor de pH dptimo esperado para una
enzima de origen lisosomal como lo es la Hex. Ademas, esta en concordancia con el
valor de pH oOptimo reportado para la Hex de espermatozoides de la misma especie
(pH=3,5; Martinez y col., 2000). Sin embargo, a pHs cercanos a los encontrados en el
medio ambiente natural donde ocurre la fecundacion de este anfibio (pH~8,0; O Brien 'y
col., 2011), la actividad de la Hex fue practicamente nula. Martinez y col. (2000)
demostraron que la Hex de espermatozoides de R. arenarum es capaz de interaccionar
in vitro a modo de lectina con componentes de la EV de ovocitos homélogos en buffers
de pH cercanos a la neutralidad (pH=7,6). A su vez, estos autores reportaron que esta
Hex es capaz de recuperar su actividad luego de la incubacion por tiempos prolongados
(hasta 16 h) en buffer de pH 8,80. Nuestros experimentos realizados en gel nativo
(pH~8,0) demuestran que la Hex de ovocitos de R. arenarum se comporta de la misma
manera, siendo capaz de recuperar su actividad por la reincubacién en un buffer de pH
adecuado (pH~4,0). En su conjunto, estos resultados permiten hipotetizar que la
actividad de la Hex de gametos de R. arenarum, como enzima o como lectina, podria
ser modulada durante la fecundacion por el pH de su microentorno, al igual que lo
propuesto para las glucosidasas de los gametos de ascidias en el modelo de fecundacion
actualmente aceptado.

El nimero y tipo de isoformas de la Hex en los ovocitos maduros de R. arenarum
fue determinado en primera instancia en gel nativo utilizando los sustratos MUG y
MUGS. Tres isoformas de la Hex fueron evidenciadas en estos experimentos. Dos de
estas isoformas (referidas como HexA/S; y HexA/S,) fueron capaces de metabolizar
tanto sustratos neutros como negativamente cargados, mostrando ser isoformas de tipo
A 0 S segln la caracterizacion realizada para mamiferos. Sin embargo, una de ellas
(referida como HexB) soélo fue capaz de metabolizar sustratos neutros en forma
semejante a la isoforma de mamifero de tipo B. Este representa el primer reporte sobre
la existencia de distintas isoformas de la Hex en los anfibios con actividades semejantes
a las de las isoformas A/S y B caracterizadas en los mamiferos.

La composicién polipeptidica de estas isoformas se determind por Western blot
utilizando el antisuero a-GST/Hex. La isoforma de tipo A/S mostrd estar constituida
por polipéptidos de ~43 kDa, mientras que la isoforma de tipo B presentd sélo
polipéptidos de ~32 kDa en su estructura. Martinez y col. (2000) reportaron que la Hex
purificada a partir de higado de R. arenarum posee un tamafio molecular aproximado de
45 kDa en SDS-PAGE. El tamafio molecular encontrado para el polipéptido
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constituyente de la isoforma de tipo A/S estd en concordancia con este reporte. Sin
embargo, los tamafios moleculares de estos polipéptidos fueron diferentes a los
encontrados por Western blot con el antisuero a-GST/Hex para los polipéptidos
constituyentes de las Hexs de ovocitos depuestos de X. laevis. También fueron
diferentes a los tamafios moleculares predichos para los polipéptidos de las Hexs de tipo
oy B caracterizados en X. laevis y X. tropicalis, y al tamafio molecular predicho para la
Hex de P. mammillata (Koyangi y Honneger, 2003).

Como ya mencionamos, las subunidades o y B maduras encontradas en las Hexs
de humano son generadas por protedlisis desde un precursor polipeptidico, y el
antisuero a-GST/Hex no podria reconocer fragmentos polipéptidos provenientes de la
region central o C-terminal de las Hexs. Cuando se estudi6 la asociacion por enlace
disulfuro de estos polipéptidos, con otros que posiblemente no fueron
inmunodetectados, no se observé ningun corrimiento significativo de sus tamarios
moleculares, sugiriendo que no son producto de una proteolisis interna de un precursor,
a diferencia de lo que ocurre en humano. En estos experimentos sélo se evidencié un
pequefio aumento en el tamafio molecular del polipéptido que constituye la isoforma de
tipo B, equivalente a 1,7 kDa, sugiriendo que en realidad esta isoforma estaria
constituida por polipéptidos de 32 kDa que tendrian unido un pequefio péptido por
enlace disulfuro. Ha sido sugerido que los procesamientos proteoliticos que dan origen a
las subunidades o y p maduras de las Hexs de humano, que ocurren luego de la ruptura
del péptido sefial de anclaje al RER, suceden en el lisosoma como consecuencia del
ataque proteolitico de sectores estructuralmente expuestos en los precursores plegados
(Mahuran y col.,, 1988). Es probable que ésta fragmentacién del polipéptido
constituyente de isoforma B de la Hex de ovocitos maduros de R. arenarum se genere

de igual modo.

Como un prerrequisito para vislumbrar el rol de la Hex en los ovocitos de
R. arenarum se determind su localizacién subcelular. En experimentos de
inmunohistoquimica realizados con el antisuero a-GST/Hex se pudo visualizar que la
Hex esté localizada en toda la periferia de los ovocitos, entre la envoltura vitelina y los
granulos de pigmento, como también dispersa en el interior de su citoplasma. Estudios
de ultraestructura realizados por microscopia electronica mostraron que los granulos

corticales de los ovocitos de X. laevis estan dispuestos como una fila Unica de pequefios
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organulos (~1,2um - 2,5um), situados en toda la periferia celular entre la membrana
plasmética y los granulos de pigmento (Balinsky y Devis, 1963; Dumont, 1972). La
misma disposicion fue encontrada en ovocitos de R. arenarum utilizando microscopia
electronica (Gomez y col., 1984). La localizacion periférica de la Hex encontrada en
esta tesis en los ovocitos maduros de R. arenarum fue concordante con esta descripcion,
sugiriendo que podria estar asociada a los granulos corticales. La presencia de la Hex en
los grénulos corticales de estos ovocitos fue confirmada por medio de ensayos de
actividad enzimatica realizados en el producto de la reaccion cortical. En estos ensayos
no solo fue detectada la actividad proveniente de la Hex, sino que ademas, fue
encontrada la presencia de una alta actividad fucosidasa, sugiriendo que ambas enzimas
podrian estar involucradas en la conversion de la envoltura vitelina en la envoltura de
fecundacion, y como consecuencia en la prevencion de la polispermia durante la
fecundacién de R. arenarum. En concordancia con esta hipotesis, fue demostrado que
una Hex presente en los granulos corticales de los ovocitos de X. laevis es liberada
durante la reaccién cortical y que participa de la prevencién de la polispermia en esta
especie (revisado en Hedrick, 2008). La Hex fue también relaciona con la prevencion de
la polispermia en especies no anfibias. Miller y col. (1993b) encontraron que una Hex
de tipo B localizada en los granulos corticales de los ovocitos de raton es liberada
durante la reaccion cortical y que participa del bloqueo de la polispermia disminuyendo
la unién de los espermatozoides con la zona pelicida. En ascidias fue demostrado que
una Hex que es liberada desde los 6vulos al agua de mar luego de la fecundacion
participa del bloqueo de la polispermia impidiendo la unién supernumeraria de
espermatozoides a la envoltura vitelina (Lambert, 1989b).

La composicién polipeptidica de la Hex presente en los granulos corticales de los
ovocitos de R. arenarum se determin0 por Western blot utilizando el antisuero -
GST/Hex. Fue encontrado que esta Hex no estaba constituida por ninguno de los
polipéptidos mayoritarios caracterizados en el extracto crudo de los ovocitos maduros
(43 kDa y 32 kDa), sino por polipéptidos de ~60 kDa. EIl peso molecular encontrado
para este polipéptido fue concordante con el peso molecular predicho para los
polipéptidos de las Hexs de tipo o y B caracterizados en esta tesis en Xenopus VY,
ademas, fue similar al peso molecular de los polipéptidos de 63 kDa y 59 kDa que

constituyen las isoformas I; (59kDa) e I, de la Hex de ovocitos de X. laevis.
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Cuando la naturaleza de esta Hex fue estudiada midiendo la actividad con los
sustratos MUG (HexA/S + HexB) y MUGS (HexA/S), se encontrd que metaboliza
sustratos neutros con mayor velocidad (~9 veces mayor) que sustratos negativamente
cargados. Este resultado podria sugerir que la Hex de granulos corticales de
R. arenarum es principalmente del tipo B. Sin embargo, la actividad con el sustrato
MUGS no fue nula.

En humanos, los pardmetros cinéticos de las Hexs A, B y S, con los sustratos
MUG y MUGS, fueron determinados para las isoformas purificadas a partir de higado
(Kytzia y Sandhoff, 1985). Fue encontrado que la isoforma de tipo A es capaz de
metabolizar con mayor velocidad al sustrato MUG (Kn=0,90 mM; Vs 1,8 10 mol
min? mg™?) que al sustrato MUGS (Ky=0,31 mM; Vima: 2,5 10° mol min® mg™).
Teniendo en cuenta este reporte, que el sustrato MUGS no es capaz de discriminar entre
las isoformas Ay S, y que en R. arenarum no se determinaron las propiedades cinéticas
de las isoformas de la Hex caracterizadas con los sustratos MUG y MUGS, los
resultados encontrados en esta tesis no resultan suficientes para descartar la presencia de
ninguna de las isoformas de la Hex evaluadas, en los granulos corticales de los ovocitos
de R. arenarum. Ademas, la carencia de las determinaciones cinéticas en R. arenarum
tampoco permiten predecir si las actividades obtenidas con los sustratos MUG y MUGS

provienen, o no, de la misma enzima.

En su conjunto, los resultados encontrados en ovocitos maduros de R. arenarum
demuestran la existencia de Hex/s exclusiva/s de granulos corticales, que es/son
liberada/s durante la reaccion cortical. Este hallazgo permite hipotetizar la participacién
de esta/s Hex/s en la conversion de la envoltura vitelina en envoltura de fecundacion, y
en consecuencia en la prevencién de la polispermia. Ademas, como ya mencionamos,
en ovocitos de X. laevis fue reportada la existencia de Hex asociada a organulos
semejantes a lisosomas que han sido vinculadas a la endocitosis de vitelogenina (Wall y
Meleka, 1985) y al catabolismo del cigoto recientemente formado (Decroly y col.,
1979). Es probable que las Hexs constituidas por los polipéptidos de 32 kDa y 43 kDa
caracterizadas en los extractos crudo de los ovocitos maduros de R. arenarum tengan

funciones semejantes a las de estas Hexs de X. laevis.

147



V. Caracterizacion bioquimica de glucosidasas en los gametos de anfibio

La localizacion subcelular de la Hex en los espermatozoides de R. arenarum fue
estudiada como un prerrequisito para determinar su rol durante la fecundacién en esta
especie.

Durante la reaccion acrosomica, las proteinas acrosomales son liberadas en el
microentorno de la cabeza de los espermatozoides. Se cree que las enzimas liberadas
(proteasas, glucosidasas, etc.) actGan localmente sobre las glucoproteinas de la
envoltura del ovocito facilitando el avance del espermatozoide hacia su membrana
plasmatica. En raton, fue demostrado que una Hex de tipo B es liberada durante la
reaccion acrosémica y que facilita la penetracion del espermatozoide a través de la ZP
presumiblemente removiendo o enmascarando residuos N-acetil glucosaminidasa que
generarian uniones estables con los espermatozoides (Miller y col., 1993a). En
concordancia con resultados previamente publicados por nuestro laboratorio (Martinez
y col., 2000), el anélisis de las fracciones espermaticas en R. arenarum mostr6 una alta
actividad de Hex en el contenido acrosomal, sugiriendo su participacion en el pasaje del
espermatozoide a través de la envoltura vitelina de los ovocitos. El andlisis de la
actividad de esta/s Hex/s con los sustratos MUG (Hex total) y MUGS (HexA/S) mostré
que puede metabolizar sustratos neutros al menos 11 veces mas rapido que sustratos
negativamente cargados. Sin embargo, la actividad Hex con el sustrato MUGS no fue
nula. Teniendo en cuenta las mismas consideraciones realizadas en el analisis de las
isoformas de la Hex presentes en los granulos corticales de los ovocitos maduros de R.
arenarum, no podria descartarse la presencia de ninguna de las isoformas analizadas
(HexB y HexA/S) en la matriz acrosomal de los espermatozoides de R. arenarum en

base a estos experimentos.

Como fue mencionado en la introduccion, durante la reaccién acrosomica se
generan vesiculas acrosomales compuestas por fracciones de la membrana acrosomal
externa y de la membrana plasmatica de la region apical de la cabeza del
espermatozoide. En nuestros experimentos, la ruptura del acrosoma fue inducida por
liofilizacion de los espermatozoides seguido de shock hiposmoético (Raisman y col.,
1980). La Hex fue detectada entre las proteinas extraidas desde las membranas
provenientes de la cabeza del espermatozoide, permitiendo suponer su presencia en la
membrana plasmatica apical y/o acrosomal externa. La presencia de Hex en la
membrana plasmatica de los espermatozoides fue reportada en humano (Perez Martinez,

2008) y en la mosca mediterranea de la fruta (Intra y col., 2011). En D. melanogaster
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fue demostrado que una Hex integral de membrana ubicada en la region de la membrana
plasmética que subyace por encima del acrosoma es indispensable para la fecundacion
de esta especie (Perotti y col., 2001). De este modo, la presencia de la Hex en esta
fraccion subcelular de los espermatozoides de R. arenarum podria sugerir su

participacion en la union inicial de los gametos.

Martinez y col. (2000) sugirieron la presencia de una Hex integral de membrana
en los espermatozoides reaccionados de R. arenarum. Nuestros resultados fueron
concordantes con los de estos investigadores, verificandose la presencia de actividad
Hex entre las proteinas extraidas con tritdn X-100 de los espermatozoides reaccionados.

El andlisis del tipo de actividad de las Hexs presentes en la fraccion de las
membranas provenientes de la cabeza de los espermatozoides y en los espermatozoides
reaccionados, con los sustratos MUG y MUGS, mostré que metabolizan tanto sustratos
neutros como sustratos negativamente cargados, aunque estos Ultimos con menor
eficiencia. Teniendo en cuenta las consideraciones anteriormente detalladas, tanto para
la Hex presente en los granulos corticales de los ovocitos, como para la Hex presente en
la matriz acrosomal de los espermatozoides, no se podria descartar la presencia de

ninguna de las isoformas de la Hex analizadas (B o A/S) en estas fracciones.

En resumen, el andlisis de la presencia de Hexs en las distintas fracciones
espermaticas sugiere que la Hex de espermatozoides de R. arenarum no sélo podria
estar involucrada en la unién de los gametos sino, ademas, en el pasaje del

espermatozoide a través de la envoltura vitelina de los ovocitos.
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CAPITULO _VI: CARACTERIZACION BIOLOGICA DE
GLUCOSIDASAS INVOLUCRADAS EN LA FECUNDACION DE R.
ARENARUM

INTRODUCCION

Resultados obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio sugirieron que la Hex
participa en la fecundacion de R. arenarum (Martinez y col., 2000). Experimentos
realizados en esta tesis demostraron, ademas, que la Hex esta localizada tanto en la
matriz acrosomal como en las membranas apicales de los espermatozoides de R.
arenarum, sugiriendo que podria estar involucrada en la union primaria entre los
gametos y/o en el pasaje del espermatozoide reaccionado a través de la EV del ovocito.

En esta tesis también se demostro la presencia de glucosidasas en los ovocitos de
este anfibio. Asociadas a los granulos corticales se encontraron dos actividades
glucosidicas mayoritarias, Hex y fucosidasa, que fueron liberadas durante la reaccion
cortical que lleva al blogueo lento de la polispermia.

del Pino y Cabada (1987) reportaron que el tratamiento de los ovocitos de
R. arenarum con la lectina concanavalina A disminuye la tasa de fecundacion,
sugiriendo la participacion de residuos de D-manosa y/o D-glucosa de la EV en el etapa
de reconocimiento espermatozoide- ovocito. En concordancia con estos trabajos, Dario
Krapf (trabajo de tesis doctoral) mostré que la adicion de D-manosa o de N-acetil
galactosamina (sustrato de la Hex) en el medio de interaccion disminuye el porcentaje
de union de espermatozoides al hemisferio animal de la EV de los ovocitos de R.
arenarum.

Barisone y col. (2003) demostraron mediante ensayos de lectin blot que los
residuos de N-acetil galactosamina de gp75 (homdloga a ZPA) son removidos durante

la conversidn de la EV en la EF en R. arenarum.

Estos trabajos sugieren la participacion de distintas glucosidasas (Hex, fucosidasa,
manosidasa, glucosidasa y N-acetil galactosidasa) en la fecundacion de R. arenarum. En
este capitulo se abordara la determinacidn de la participacion de estas glucosidasas en la
fecundacién de este anfibio, tanto a nivel global como en la etapa de unidn

espermatozoide-EV, poniendo especial énfasis en determinar el rol de la Hex.
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RESULTADOS

A- ROL DE LA HEX EN LA FECUNDACION DE R. ARENARUM
Al- Ensayos biol6gicos de inhibicion de la Hex

El uso de inhibidores especificos para determinar el rol biolégico de la Hex en la
fecundacidn fue abordado en diferentes especies, incluyendo raton (Miller y col., 1993a;
Miller y col., 1993b), hamster (Zitta y col., 2006) y la ascidia P. mammillata
(Godknecht y Honegger, 1995). Zitta y col. (2006) evaluaron el efecto de dos
inhibidores especificos de la Hex, la 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona
(lactona) y la N-acetilglucosamina tiazolina, sobre la Hex de espermatozoides de
hamster. La lactona fue mas potente como inhibidor de la Hex (EC50: 0,02 mM para la
lactona y EC50: 32 mM para la N-acetilglucosamina tiazolina) y, ademas, fue capaz de
inhibir la unién de los espermatozoides a la ZP en ensayos in vitro.

AlA- Efecto de la 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona sobre la Hex de gametos
de R. arenarum

Como un primer objetivo para evaluar la participacion de la Hex en la
fecundacidn de R. arenarum, se determind el efecto de la lactona sobre la Hex presente
en sus gametos. Para ello, la actividad Hex total en los extractos crudo de
espermatozoides y de ovocitos de R. arenarum fue evaluada mediante ensayos
continuos de actividad enzimatica en presencia de diferentes concentraciones de lactona
(0 a 100 uM) (fig. 57).
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Figura 57. Efecto de la 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona sobre la actividad Hex
de gametos de R. arenarum. La actividad Hex total en los extractos crudo de espermatozoides
(A) y de ovocitos (B) de R. arenarum fue evaluada en presencia de distintas concentraciones de
lactona midiendo la cantidad de metil-umbeliferona liberada desde el sustrato MUG
(pH=5,0; 37 °C). Cada punto representa el promedio y el desvio estdndar de tres mediciones.

La actividad Hex total presente tanto en el extracto crudo de espermatozoides
como en el extracto crudo de ovocitos fue inhibida por la presencia de lactona de
manera concentracion dependiente. En ambos casos, a concentraciones de lactona 10
uM la actividad Hex total fue ~7% de la actividad Hex total control (en ausencia de
lactona), mientras que a concentraciones mayores (100 uM lactona) la actividad Hex

total fue practicamente nula (s6lo 1,5% respecto del control).
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Al1B- Efecto de la adicion de 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona en la
fecundacion de R. arenarum

Con el objetivo de evaluar la participacion de la Hex en la fecundacion de R.
arenarum se realizaron experimentos de fecundacion in vitro en la presencia de
diferentes concentraciones de lactona (0 a 10 mM). Los resultados obtenidos son
mostrados en la figura 58.
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Figura 58. Efecto de la adicién de lactona en la fecundacion de R. arenarum. Lotes de
~50 ovocitos de R. arenarum desprovistos de su cubierta gelatinosa fueron inseminados con
1 x 10° sp/ml (EW: 50% v/v) en presencia de distintas concentraciones de lactona (T=25 °C). El
porcentaje de ovocitos fecundados (embriones en estadio de 2 células) referido al control
(tomado como 100%) fue determinado bajo lupa estereoscopica 2 horas después de la adicién de
los espermatozoides. Las barras representan el promedio y el desvio estandar obtenidos en 4
experimentos independientes realizados por triplicado. Los resultados fueron evaluados
estadisticamente mediante un ensayo ANOVA de una via y el test de comparaciones multiples
de Holm-Sidak; p=<0,001. 100% equivale a un promedio de 65% de ovocitos fecundados.

Los resultados obtenidos en estos experimentos mostraron un descenso gradual en
el porcentaje de ovocitos fecundados a medida que se aumento la concentracion de
lactona en el medio de fecundacion. A concentraciones de lactona adicionadas de 5 mM
y 10 mM el porcentaje de fecundacion disminuyd en forma significativa a ~52% y
~11%, respectivamente, respecto del ensayo control (Ringer 10%; O uM lactona).
Ninguna diferencia en la motilidad de los espermatozoides fue observada por
microscopia éptica respecto del control en los medios de fecundacién conteniendo las
distintas concentraciones de lactona analizadas (datos no mostrados).

Estos ensayos demuestran la participacion de la Hex en la fecundacion de

R. arenarum, como fue previamente sugerido en base a la localizacién subcelular de la
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Hex en sus gametos. Sin embargo, no son suficientes para establecer la etapa de la
fecundacién en la que la Hex estaria involucrada: union de los gametos, pasaje del
espermatozoide reaccionado a través de la EV de los ovocitos o prevencion de la

polispermia.

A1C-Efecto de la adicion de 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona en la unién de
los espermatozoides a la EV de los ovocitos de R. arenarum

Experimentos previamente realizados en nuestro laboratorio mostraron que la
ausencia de EW en el medio de fecundacion no afecta la cantidad ni la calidad de la
union de los espermatozoides de R. arenarum a las EV de los ovocitos homélogos
(Dario Krapf; trabajo de tesis). Basados en estos trabajos, se disefio una metodologia
para poder estudiar de manera cuantitativa la union de los espermatozoides a EV
aisladas (descripta en detalle en materiales y métodos). En estos experimentos los
espermatozoides firmemente adheridos a las EV pueden ser contados por microscopia

de campo claro o, alternativamente, por microscopia de fluorescencia luego de la tincién

de sus nucleos con Hoechst (fig. 59).

Figura 59. Union de espermatozoides a EVs aisladas. EVs aisladas de ovocitos de
R. arenarum fueron incubadas con una suspension de espermatozoides (~1 x 10° sp/ml) en un
medio hipoténico (Ringer 10%) por 10 minutos. Luego, las EV fueron lavadas y los
espermatozoides firmemente adheridos fueron fijados a la EV con formaldehido al 3,7 % v/v.
A- Micrografia de campo claro tomada a baja magnificacién (40x) mostrando una EV aislada y
espermatozoides unidos a ella. B- Micrografia de campo claro tomada con una magnificacion de
200 veces mostrando los espermatozoides (sp) que se unieron a la EV mediante una unién
estable. Una region equivalente a la mostrada es sefializada con un recuadro en el panel A.
C- Micrografia de fluorescencia azul (200x) correspondiente a espermatozoides unidos a una
EV tefiidos con Hoechst 33258 (Aen=465nm).
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Con el objetivo de estudiar si la Hex participa de la fecundacion de R. arenarum
en la etapa de unidn de los espermatozoides con la EV de los ovocitos, los ensayos de
unién espermatozoide-EV aislada fueron realizados en la presencia de lactona a las

concentraciones utilizadas en los experimentos de fecundacion in vitro (fig.60).
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Figura 60. Efecto de la adicion de lactona en la union de los espermatozoides a la EV de
ovocitos de R. arenarum. EV aisladas de ovocitos de R. arenarum fueron incubadas por
10 minutos con 5 x 10° espermatozoides/ml en medio Ringer 10% conteniendo distintas
concentraciones de lactona (indicadas al pie del grafico). Las barras indican el porcentaje
promedio de espermatozoides unidos a la EV por campo (magnificacion 200x) referido al
control (100%) + SEM; n=4. Para cada condicién ensayada el nimero promedio de
espermatozoides unidos a la EV por campo fue obtenido a partir de al menos 10 campos
distintos tomados sobre distintas EVs. 100% equivale a un promedio de 186 espermatozoides
unidos por campo. Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante un ensayo
ANOVA de una via y el test de comparaciones multiples de Bonferroni; p=<0,001.
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En estos ensayos se observé que la adicion de lactona en el medio de incubacion
provoco una disminucion significativa del numero de espermatozoides unidos a la EV
aislada de los ovocitos. A concentraciones de lactona adicionada de 0,1 mM y de 1 mM
la union de los espermatozoides a la EV disminuyé un 40%. Sin embargo, a
concentraciones mas elevadas (5 mM y 10 mM), donde la lactona también provocé un
descenso significativo de la tasa de fecundacion, los espermatozoides se agregaron
espontanea e instantaneamente al contactar el medio que contenia a las EVs aisladas
(fig. 61). Ninguna agregacion espermatica fue observada en la misma solucion (Ringer
10%; lactona 5 mM y 10mM) en ausencia de EVs. El motivo de esta agregacion es
desconocido y posteriores experimentos deberan ser realizados para dilucidar este

fenémeno.
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Figura 61. Efecto de la adicion de lactona 10 mM sobre los espermatozoides de
R. arenarum en presencia de EVs aisladas. A- Micrografia de campo claro tomada a baja
magnificaciéon (40 x) mostrando la agregacién de los espermatozoides (sp agregados) en
presencia de EV y lactona 10 mM. B- Micrografia de campo claro y (C-) de fluorescencia
tomadas a mayor magnificacion mostrando la agregaciéon de los espermatozoides con mayor
detalle. Los nucleos espermaticos fueron tefiidos con Hoechst 33258.

A2- Efecto del pretratamiento de la EV de los ovocitos de R. arenarum con Hex pura en
la union de los espermatozoides

Los resultados obtenidos en los experimentos de fecundacion in vitro y de union
de espermatozoides a la EV en presencia de lactona, sugieren que la Hex participaria en
la fecundacién de R. arenarum al menos a nivel de la union entre los gametos. Para
corroborar esta hipoétesis, se estudio la participacion de la Hex en la unién de los
espermatozoides con la EV utilizando EVs aisladas pretratadas con una Hex pura (jack

bean; Sigma). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 62.
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Figura 62. Efecto del pretratamiento de la EV con Hex sobre la union de los
espermatozoides. EVs aisladas de ovocitos de R. arenarum fueron incubadas con la Hex de
jack bean pura los tiempos indicados al pie del grafico (2 U/ml; pH=5,0). Las EVs fueron
posteriormente lavadas e incubadas por 10 minutos con una suspension de espermatozoides
(3 x 10° espermatozoides/ml) en medio Ringer 10%; pH=7,6. Las barras indican el porcentaje
promedio de espermatozoides unidos a la EV por campo referido al control (100%) + SEM,;
n=3. Para cada condicion ensayada el nimero promedio de espermatozoides unidos a la EV por
campo fue obtenido a partir de al menos 10 campos distintos tomados sobre distintas EVs.
100% equivale a un promedio de 40 espermatozoides por campo. Los datos obtenidos fueron
analizados estadisticamente por el método de Kruskal-Wallis y el test de comparaciones
maltiples de Dunn; p=<0,001.

En estos experimentos se observé un descenso gradual en el nimero de
espermatozoides unidos a la EV en correlacion con el aumento del tiempo de
preincubacion de las EVs aisladas con la Hex de jack bean pura. Luego de 4,5 horas de
tratamiento, el nimero promedio de espermatozoides unidos a la EV disminuy6 un 65%

respecto del control (EVs aisladas sin tratar).

B- ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE OTRAS GLUCOSIDASAS EN LA
FECUNDACION DE R. ARENARUM
B1- Competencia de la unién espermatozoide-EV con distintos azlcares

Para evaluar la participacién de las glucosidasas sugeridas en la introduccion
(Hex, fucosidasa, manosidasa, glucosidasa y N-acetil galactosidasa) en la fecundacion
de R. arenarum, inicialmente se realizaron los experimentos de union de los
espermatozoides a la EV aislada en la presencia de concentraciones 10 mM y 100 mM
de sus azUcares sustrato, que fueron utilizados como competidores de la interaccion. Los

resultados obtenidos son presentados en la figura 63.
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Figura 63. Efecto de la presencia de distintos azlcares en la unién de los espermatozoides
ala EV de ovocitos de R. arenarum. EV aisladas de ovocitos de R. arenarum fueron incubadas
por 10 minutos con 3 x 10° espermatozoides/ml en medio Ringer 10% conteniendo (A-) 10 mM
0 (B-) 100 mM de los azucares indicados al pie del gréafico. Las barras indican el porcentaje
promedio de espermatozoides unidos a la EV por campo referido al control (100%) + SEM.
Para cada condicion ensayada (n=3) el numero promedio de espermatozoides unidos a la EV
por campo fue obtenido a partir de al menos 10 campos distintos tomados sobre diferentes EVs.
100% equivale a un promedio de 35 espermatozoides por campo. Los datos obtenidos fueron
analizados estadisticamente mediante un ensayo ANOVA de una via y el test de comparaciones
mdaltiples de Dunn; p=<0,05.

Los ensayos de competencia de la unidn espermatozoide-EV aislada realizados en

presencia de diferentes azucares a concentraciones 10 mM (fig. 63A) mostraron que la
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manosa, la N-acetil glucosamina y la N-acetil galactosamina fueron capaces de
disminuir de manera significativa la union de los espermatozoides a la EV. La manosa
disminuyd la unién en aproximadamente el 57%, mientras que la N-acetil glucosamina
y de N-acetil galactosamina provocaron una disminucién de la union en menores
porcentajes (~30%). Ninguno de los otros azlcares evaluados a esta concentracion (L-
fucosa y D-glucosa) fue capaz de interferir la unién espermatozoide-EV, sugiriendo que
no participan de esta interaccion y demostrando la especificidad del efecto obtenido en
las competencias realizadas con manosa, N-acetil glucosamina y N-acetil
galactosamina. Cuando la concentracion de los azlcares en el medio de interaccion fue
aumentada a 100 mM (fig. 63B), todos ellos fueron capaces de reducir
significativamente la unién de los espermatozoides a la EV y en aproximadamente los
mismos porcentajes (~80%). Ninguna diferencia en la motilidad de los espermatozoides
fue observada por microscopia dptica cuando los espermatozoides fueron evaluados en

los diferentes medios de unién analizados (datos no mostrados).

B2- Efecto de la adicion de manosa o fucosa en la fecundacion de R. arenarum

Con el objetivo de analizar si la adicion de D-manosa o de L-fucosa afecta la
fecundacién de R. arenarum de manera global, se realizaron experimentos de
fecundacidn in vitro en presencia de distintas concentraciones (0 a 100 mM) de estos

azucares (fig. 64).
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Figura 64. Efecto de la adicion de manosa o fucosa en la fecundacion de R. arenarum.
Lotes de ~50 ovocitos de R. arenarum desprovistos de su cubierta gelatinosa fueron
inseminados con 1 x 10° sp/ml (EW: 50% v/v) en presencia de distintas concentraciones de
(A-) D-manosa o (B-) L-fucosa. El porcentaje de ovocitos fecundados referidos al control
(100%) fue obtenido bajo lupa estereoscopica a las 2 horas de la adicion de los espermatozoides.
Las barras representan el promedio y el desvio estandar (n=3). Los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante un ensayo ANOVA de una via y el test de comparaciones multiples
de Holm-Sidak; p<=0,001.

En estos experimentos se pudo verificar que la manosa redujo significativamente
el porcentaje de fecundacion sélo cuando fue adicionada a concentraciones de 100 mM
(fig. 64A). A concentraciones menores (50 mM o inferior), el porcentaje de fecundacion
obtenido no varié respecto del control realizado sin la adicion de azucar. Por el
contrario, la adicion de fucosa mostré una disminucion significativa (40%) del
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porcentaje de fecundacién a concentraciones 10 mM. La disminucion de la fecundacion
fue mayor (80%) cuando se utilizaron concentraciones de fucosa 100 mM.

DISCUSION

Las glucosidasas, los carbohidratos y sus interacciones han sido relacionados al
proceso de fecundacidn en numerosas especies animales (Miranda y col., 1997; Miranda
y col., 2000; Perotti y col., 2001; Miller y col., 2002; Honegger y Koyanagi, 2008). En
los anfibios, la deglucosilacion de la EV de los ovocitos con PNGasa F, una enzima que
remueve oligosacaridos unidos por enlace N-glucosidico a proteinas, o metaperiodato
de sodio, disminuyo su capacidad de union de espermatozoides tanto en X. laevis (Vo y
Hedrick, 2000; Tian y col., 1997) como en B. japonicus (Omata y Katagiri, 1996) y R.
arenarum (Gustavo Barisone, resultados no publicados), demostrando la importancia de
estas interacciones en la fecundacion.

Las glucosidasas fueron implicadas en la fecundacion de X. laevis y R. arenarum.
Como se detallé previamente, en X. laevis fue demostrado que una Hex presente en los
granulos corticales de los ovocitos es liberada durante la reaccidon cortical
desencadenada por la fecundacion (Greve y col., 1985; Prody y col., 1985). Trabajos
posteriores realizados en el mismo laboratorio demostraron que esta Hex hidroliza
residuos de N-acetil glucosamina terminales de uno de los oligosacéridos de ZPC que
actuaria como receptor espermatico, contribuyendo de este modo con la prevencion de
la polispermia (Vo y Hedrick, 2003). Martinez y col. (2000) demostraron que si la
fecundacion de R. arenarum es competida con una Hex comercial (jack bean), con
anticuerpos especificos a-Hex o con los azlcares N-acetil glucosamina o N-acetil
galactosamina a concentraciones 100 mM, la tasa de fecundacion disminuye,
vinculando a la Hex con la fecundacion de este anfibio. Experimentos realizados en este
trabajo de tesis mostraron que la Hex esta presente tanto en los espermatozoides como
en los ovocitos de R. arenarum y en localizaciones subcelulares que permiten suponer
su participacion en la fecundacién. En este capitulo fue demostrado que el inhibidor
especifico de la Hex, 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona, que fue utilizado
para determinar el rol de Hex en la fecundacion de otras especies, es capaz de inhibir
tanto la Hex de espermatozoides como de ovocitos de R. arenarum. La presencia de este

inhibidor en experimentos de fecundacion in vitro inhibio la fecundacion de los
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ovocitos de manera concentracion dependiente, demostrando la participacion de la Hex
en la fecundacion de este anfibio.

En R. arenarum la reaccion acrosémica se desencadena por el contacto de los
espermatozoides con la EV de los ovocitos en presencia de los factores difusibles de la
cubierta gelatinosa (Barisone y col., 2002; Krapf y col., 2009). Sin embargo, Dario
Krapf (tesis doctoral) mostrd que si los componentes difusibles de la cubierta gelatinosa
(EW) no estan presentes durante esta interaccion, los espermatozoides conservan su
capacidad de union a la EV pero no la de desencadenar la reaccion acrosomica. Los
experimentos de unién de espermatozoides a EVs aisladas en ausencia de EW y en
presencia del inhibidor especifico de la Hex realizados en esta tesis mostraron que la
Hex de espermatozoides participa en la uniéon espermatozoide-EV. Sin embargo, la
comparacion de estos experimentos con los de fecundacion in vitro muestra que la
concentracion de inhibidor necesaria para obtener un efecto significativo sobre la union
espermatozoide-EV es ~50 veces mas baja que la necesaria para lograr el mismo efecto
inhibitorio en la fecundacion. Resulta razonable pensar que una disminucion en el
numero de espermatozoides unidos a la EV no haya sido traducido en una disminucion
de la tasa de fecundacion debido a que es suficiente con que unos pocos
espermatozoides contacten al ovocito para que lo fecunden. En base a ello, es esperado
que la concentracién de 2-acetamido-2-deoxi-D-glucono-1,5-lactona necesaria para
visualizar su efecto inhibitorio en la fecundacion sea mayor que la necesaria para
visualizar su efecto en la unidén de los espermatozoides a las EVs aisladas.

La participacion de la Hex de espermatozoide en el reconocimiento de sus
azlcares sustrato sobre la EV de los ovocitos fue demostrada, ademas, por el
pretratamiento de las EVs aisladas con la Hex de jack bean pura. La Hex de jack bean
puede hidrolizar tanto residuos de N-acetil glucosamina como de N-acetil galactosamina
terminales desde glucoconjugados (Vo y Hedrick, 2000). De este modo, se podria
hipotetizar que la Hex de espermatozoides de R. arenarum participa de la union a la EV
de los ovocitos reconociendo residuos de N-acetil glucosamina y/o N-acetil
galactosamina terminales en alguna de las glucoproteinas que la componen. Martinez y
col. (2000) demostraron mediante ensayos de actividad enzimatica realizados en tubo
que la Hex de espermatozoides de R. arenarum puede ser inhibida de manera
competitiva por cualquiera de estos azlcares. En favor de la hipdtesis formulada,

nuestros experimentos de unién de espermatozoides a EVs aisladas mostraron que la

162



VI. Glucosidasas involucradas en la fecundacioén de R. arenarum

union de los espermatozoides a la EV disminuyd cuando alguno de estos azUcares
estaba presente en el medio de interaccion, ain a concentraciones 10 mM.

Barisone y col. (2003) mostraron por experimentos de lectin blot (utilizacion de
lectinas especificas para identificar azlcares unidos a glucoproteinas previamente
adsorbidas en membrana) la presencia de residuos de N-acetil galactosamina, &cido
sidlico, manosa y/o glucosa, galactosa y N-acetil glucosamina en las glucoproteinas que
componen la EV de los ovocitos de R. arenarum. Sin embargo, solo los residuos de
manosa, galactosa y N-acetil galactosamina se encontraron expuestos en la superficie de
la EV de los ovocitos enteros. Teniendo en cuenta este reporte, se podria reformular la
hipotesis anteriormente realizada proponiendo que la Hex de espermatozoide de
R. arenarum participa de la unién inicial a los ovocitos reconociendo residuos de
N-acetil galactosamina en alguna de las glucoproteinas que componen la EV.
Interesantemente, los residuos de N-acetil galactosamina de gp75 fueron perdidos
durante la conversion de la EV en EF, sugiriendo su participacion como ligando de
unién al espermatozoide y en el bloqueo de la polispermia.

El reconocimiento de azUcares especificos de la EV de los ovocitos por los
espermatozoides fue previamente propuesto en otras especies de anfibios anuros. En
X. laevis fue demostrado que el tratamiento de la EV con a-fucosidasa y
N-acetil glucosaminidasa reduce su unién con los espermatozoides, sugiriendo la
participacién de residuos de N-acetil glucosamina y/o fucosa de la EV en la unién de los
gametos (Vo y Hedrick, 2000). En B. japonicus el pretratamiento de los ovocitos con
lectinas llevo a la conclusion de que residuos de N-acetil galactosamina y/o de acido
sidlico de la EV estarian involucrados en la union con los espermatozoides (Omata y
Katagiri, 1996).

El reconocimiento especifico entre los gametos, mediado por interacciones
proteina-carbohidrato, fue reportado también en otras especies animales. En erizos de
mar, tanto la interaccion de los espermatozoides con la cubierta gelatinosa de los 6vulos
que lleva al desencadenamiento la reaccion acrosomal, como la union bindina mediada
de los espermatozoides reaccionados a la superficie del ovulo, involucrarian
interacciones especificas entre proteinas y carbohidratos (Gilbert, 2005). En ascidias,
glucosidasas presentes en la membrana plasmatica de los espermatozoides reconocerian
de manera especifica residuos glucosidicos de la envoltura vitelina del évulo formando
un complejo que uniria a ambos gametos (Honegger y Koyanagi, 2008). En los

mamiferos, a pesar de que los mecanismos moleculares que llevan al reconocimiento
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entre los gametos son actualmente objeto de debate, existe una amplia bibliografia que
soporta el reconocimiento especifico de carbohidratos de ZP3 por proteinas de union al

ovocito presentes en los espermatozoides (Benoff, 1997; Tulsiani y col., 1997).

Los experimentos de union de espermatozoides a EVs aisladas realizados en esta
tesis mostraron, ademas, que la adicion de azlcares competidores en el medio de
interaccion a concentraciones elevadas como 100 mM inhibe la union de los
espermatozoides a la EV en porcentajes similares, y en forma independiente de la
naturaleza quimica del azucar evaluado. En los anfibios fue demostrado que el
movimiento flagelar de los espermatozoides es activado por la hipotonicidad del medio
de fecundacion (Inoda y Morisawa, 1987; Hardy y Dent, 1986). A pesar de que ningun
cambio general en la motilidad flagelar de los espermatozoides fue observado por
microscopia a simple vista, es probable que la elevada concentracion de osmolitos
adicionados en estos ensayos, y el aumento en la viscosidad del medio provocado por la
adicion de azlcares a alta concentracion, hayan interferido la motilidad de los
espermatozoides, y en consecuencia su interaccion con las EVs. Sin embargo, nuevos
experimentos realizados con camaras de video capaces de filmar el movimiento de los
espermatozoides a alta velocidad y programas de analisis, seran necesarios para

corroborar esta hipotesis.

Entre los azlcares evaluados, la manosa fue capaz de interferir la union de los
espermatozoides a las EVs aisladas a concentraciones de 10 mM, sugiriendo su
participacion y la de la manosidasa en la fecundacion de R. arenarum. En concordancia
con este resultado, Dario Krapf en su trabajo de tesis encontrd que este azucar fue capaz
de disminuir en forma significativa la union de los espermatozoides al hemisferio
animal de EVs aisladas. del Pino y Cabada (1987) reportaron en R. arenarum que el
enmascaramiento de residuos de D-manosa y/o D-glucosa en los ovocitos enteros con la
lectina concanavalina A (~110 kDa) disminuye la tasa de fecundacion. Ademas, los
residuos de D-manosa se encontraron expuestos en la EV de los ovocitos enteros de
R. arenarum (Barisone y col., 2003). Sin embargo, los ensayos de fecundacion
realizados en esta tesis demostraron que la adicion de manosa, a concentraciones donde
se podrian suponer efectos especificos para la competencia con azlcares (~10 mM), no
fue capaz de interferir la fecundacion de este anfibio. Barisone y col. (2003) reportaron

que los residuos de D-manosa presentes en la superficie de la EV de los ovocitos sélo
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fueron encontrados en la glucoproteina de 120 kDa (gp120). Experimentos posteriores,
demostraron que gpl20 no es capaz de interaccionar con los espermatozoides
homologos (Barisone y col., 2007; Scarpeci y col., 2008; Barrera y col., 2012).
Teniendo en cuenta estos reportes, y que debido al gran nimero de sitios de union se ha
sugerido que el bloqueo con concanavalina A podria ocasionar impedimentos estéricos
de accesibilidad a la superficie de los ovocitos de R. arenarum (Omata y Katagiri,
1996), los resultados encontrados en esta tesis son consistentes con la apreciacion de
que los residuos de manosa, la manosidasa y sus interacciones no estarian relacionados

con la fecundacion de R. arenarum.

La fucosidasa fue la principal actividad glucosidasa liberada desde los granulos
corticales durante la activacion de los ovocitos de R. arenarum, sugiriendo su
participacion y la de residuos de fucosa en la fecundacion de esta especie. Los estudios
realizados en este capitulo demostraron que si bien la adicién de fucosa no es capaz de
interferir la unién de los espermatozoides a la EV, si disminuyo la tasa de fecundacion
en experimentos realizados in vitro. En concordancia con estos resultados, la deteccion
de residuos de fucosa sobre la superficie de la EV de los ovocitos enteros de R.
arenarum con la lectina de Lotus tetragonolobus (LTA) arrojé resultados negativos
(Barisone y col., 2003). De este modo, nuestros resultados muestran que la fucosidasa
estad involucrada en la fecundacion de R. arenarum pero no en la etapa de unién de los
gametos a nivel de la EV de los ovocitos. Sin embargo, la fucosidasa ain podria ser
asociada al avance del espermatozoide reaccionado a través de la EV, a la fusion de
membranas necesaria para el ingreso del pronicleo masculino al ovocito, 0 a la
interaccidn del espermatozoide con la cubierta gelatinosa.

Se cree que la penetracién de la EV por el espermatozoide reaccionado requiere
que éste se mantenga adherido a ella. En raton, se ha propuesto que esta interaccion
secundaria seria llevada a cabo por proteinas presentes en la membrana acrosomal
interna de los espermatozoides y ZP2 (Bleil y col., 1988b). En concordancia con esta
idea, Moller y Wassarman (1989) encontraron que una proteasa presente en los granulos
corticales de los ovocitos de raton es liberada durante la reaccion cortical y proteoliza a
ZP2 en correlacion con el endurecimiento de la ZP y la prevencion de la polispermia.
En cobayo, se piensa que estas interacciones secundarias serian llevadas a cabo por una
hialuronidasa presente en la membrana acrosomal interna de los espermatozoides, que

también es capaz de interaccionar con la ZP, denominada PH-20 (Hunnicutt y col.,
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1996). El blogueo de esta proteina con anticuerpos especificos impidié la unién de los
espermatozoides a la ZP en experimentos realizados in vitro y causé infertilidad
(Primakoff y col., 1988).

Recientemente se ha encontrado en mamiferos (Bianchi y col., 2014) que la
interaccion de dos proteinas de la membrana plasméatica de los gametos, una del
espermatozoide (Izumol) y la otra del ovocito (Juno), es esencial para que ocurra la
fusién de sus membranas durante la fecundacién. Sin embargo, la interaccién entre
Izumol y Juno so6lo permitiria la adhesion de las membranas necesaria para la fusion,
que seria llevada a cabo por otras proteinas ain desconocidas.

En los anfibios X. laevis y R. arenarum se ha sugerido que las integrinas
participan en la interaccion de las membranas plasmaticas de sus gametos durante la
fecundacidn (Shilling y col., 1998; Coux y Cabada, 2006; Mouguelar y col., 2011). Sin
embargo, la participacion de las integrinas en esta interaccion es controversial, y no se
han establecido con certeza las moléculas involucradas.

En R. arenarum se reportd la presencia de residuos de fucosa en dos de la
glucoproteinas que componen la cubierta gelatinosa de los ovocitos: HGP y L-HGP
(Arranz y col., 1997). Fue demostrado que L-HGP difunde desde la cubierta gelatinosa
al medio de fecundacion una vez que los ovocitos son depuestos, y que ejerce
propiedades protectoras del acrosoma de los espermatozoides frente a medios
hipotonicos semejantes a los naturales donde ocurre la fecundacion (Arranz y Cabada,
2000; Krapf y col., 2006). En base a ello, y a los resultados obtenidos en esta tesis, se
podria pensar que una vez que el ovocito es fecundado, la fucosidasa liberada desde los
granulos corticales podria actuar sobre los residuos de fucosa de L-HGP, anulando su
capacidad protectora del acrosoma y contribuyendo de este modo con la prevencién de
la polispermia. Sin embargo, la existencia de alguna relacion entre los residuos de
fucosa de L-HGP y sus propiedades protectoras del acrosoma aun no ha sido explorada
y es desconocida. En consecuencia, los resultados obtenidos en esta tesis resultan
preliminares para aseverar esta hipétesis, y nuevos experimentos deberan ser realizados

para poder corroborarla.

En la actualidad cobra cada vez méas consenso entre la comunidad cientifica el
paradigma de que las proteinas no actlan solas durante el reconocimiento entre los
gametos, sino como parte de complejos multiproteicos de interaccion. En base a ello,

los resultados obtenidos en esta tesis tampoco son suficientes para excluir la posibilidad
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de la existencia de interacciones entre residuos de fucosa y fucosidasas en etapas
posteriores a la union inicial del espermatozoide con la EV de los ovocitos, como
aquellas que permiten el avance del espermatozoide reaccionado hacia la membrana

plasmatica del ovocito o su posterior fusion.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES FINALES

En este trabajo de tesis se pueden destacar las siguientes observaciones que
aportan datos significativos y nuevas hipdtesis, tanto a la caracterizacion general de las
N-acetil-B-D-glucosaminidasas (Hexosaminidasas o Hexs) de los vertebrados, como a la
comprension de los procesos que ocurren durante la fecundacion en el Anfibio Anuro

Rhinella arenarum:

i- Se logro obtener el primer antisuero policlonal especifico contra una Hex de
anfibio. Este antisuero nos permitio avanzar en la caracterizacion estructural de las Hexs
presentes en los ovocitos maduros de R. arenarum y de X. laevis, y determinar su
localizacion subcelular. Quedd demostrado, ademas, que el antisuero obtenido podria

ser utilizado para caracterizar Hexs en otras especies.

ii- Se demostro, por primera vez en los anfibios, la existencia de isoformas de la
Hex con actividades semejantes a las de las isoformas de tipo A/S y B caracterizadas en
los mamiferos. Debido a que sélo las isoformas A 'y S de mamiferos pueden metabolizar
sustratos negativamente cargados (Lemieux y col., 2006), determinar la isoforma de la
Hex asociada a la fecundacion, y su especificidad, podria arrojar datos sobre la
naturaleza quimica de su ligando. Los datos obtenidos en esta tesis, si bien demostraron
la participacion de la Hex en la union entre gametos, y la presencia de la misma en los
granulos corticales que participan de la inhibicion de la polispermia, no fueron
suficientes para determinar con exactitud cual de las isoformas de la Hex caracterizadas
en los gametos estd asociada a estos procesos en R. arenarum. Avanzar con estas

investigaciones resulta interesante.

Iii- Se obtuvo por primera vez la secuencia de ADNc codificante para una Hex de
anfibio (X. laevis; GenBank ID: JN127371). El polipéptido deducido a partir de este
ADNc (GenBank ID: AEJ87970; 553 residuos de aminoacidos) presentd una gran
similitud de secuencia con otras Hexs de vertebrados caracterizadas (humano
(Myerowitz y col., 1985; Korneluk y col., 1986), raton (Bapat y col., 1988; Beccari y
col., 1992), P. mammillata (Koyanagi y Honegger, 2003); etc.) y conservo todas las

caracteristicas estructurales que definen a las Hex (sitio activo, sitios de
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N-glucosilacion, etc.). Los hallazgos derivados de la obtencion de esta secuencia
merecen especial atencion:

Utilizando el ADNc JN127371 se identificaron por similitud de secuencias otros
ADNcs con ORF completo codificantes para Hexs de tipo o y B, tanto en X. laevis
como en X. tropicalis. Ademas, se identificd el primer gen codificante para Hex en los
anfibios (X. tropicalis). Los resultados obtenidos en esta tesis muestran, que en
Xenopus, los polipéptidos de las Hexs de tipo o y B pueden ser sintetizados a partir de
un mismo gen, por el splicing alternativo de dos de sus exones que codifican los
segmentos polipeptidicos que definen la naturaleza catalitica (o 0 B) del sitio activo.
Este hallazgo, marcé una notoria diferencia con los mamiferos (incluyendo a los
humanos), donde las subunidades o y B que constituyen las distintas isoformas de la
Hex que fueron caracterizadas (HexA (of3), HexB (BB) y HexS (aa)) estan codificadas
en diferentes genes (HEXA y HEXB, respectivamente) ubicados en cromosomas
separados (cromosoma 15 y cromosoma 5; humano). Actualmente, se cree que los
genes HEXA y HEXB de mamiferos evolucionaron por duplicacion y divergencia de un
gen ancestral comun (Proia, 1988). En base a ello, surge la pregunta de si el splicing
alternativo pudo haber sido el mecanismo para la sintesis de las subunidades que
conforman las distintas isoformas de la Hex, antes de que el gen ancestral se duplicara 'y
divergiera durante el curso de la evolucidn. Si bien en esta tesis no se realizé un estudio
comparativo de las Hexs en animales vertebrados e invertebrados, avanzar sobre esta
hipotesis resulta muy interesante, debido a que se podrian obtener datos evolutivos
importantes sobre la manera en que las distintas isoformas de la Hex eran obtenidas,

antes de la duplicacion y divergiera hacia o 0 3 del gen ancestral coman.

iv- Se demostro la participacion de las glucosidasas N-acetil-B-D glucosaminidasa
(Hex) y fucosidasa en distintas etapas de la fecundacion de R. arenarum. Los resultados
obtenidos durante el estudio de la Hex hacen aportes significativos a la comprension del
proceso de fecundacion en esta especie, y se resumen en el modelo de la figura 65. A
continuacion de la figura seran detallados de manera conjunta con otros sucesos

anteriormente caracterizados en nuestro laboratorio.
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Figura 65. Esquema diagramando los principales aportes realizados en esta tesis en
relacion a la comprension del proceso de fecundacion de R. arenarum. Una Hex presente en
la membrana de la cabeza del espermatozoide reconoce residuos de N-acetil-3-D galactosamina
en alguna de las glucoproteinas de la envoltura vitelina (EV) de los ovocitos. La Hex esta
localizada también en la matriz acrosomal de los espermatozoides, en los espermatozoides
reaccionados, y en los granulos corticales (GC) de los ovocitos. En los GC también se encuentra
la fucosidasa.

Durante la fecundacion de R. arenarum los espermatozoides son liberados al
medio externo conjuntamente con la deposicién de los ovocitos por parte de la hembra.
Si éste no fuera el caso, los espermatozoides se tornarian rapidamente infértiles debido
al estrés osmatico (hipotonico) que deberian soportar en el medio natural donde ocurre
la fecundacién, lo que llevaria a la ruptura espontanea de su acrosoma. Sin embargo,
ante la liberacion, los espermatozoides interactGan con los factores de la cubierta
gelatinosa que rodea a los ovocitos, y que difunden al medio acuoso. Estos factores
cumplen diversas funciones:

a- previenen la ruptura del acrosoma del espermatozoide por shock osmotico,
otorgadndole mayores chances de alcanzar la EV con su acrosoma intacto
(Arranz y Cabada, 2000; Krapf y col., 2006);
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b- disparan en los espermatozoides eventos similares a los que ocurren durante la
capacitacion de los espermatozoides de mamiferos (Krapf y col., 2007), que permiten
que pueda sufrir reaccidn acrosomica ante el estimulo de la EV (Krapf y col., 2009), y;

c- modulan el batido flagelar en el espermatozoide para que pueda avanzar hacia
la membrana del ovocito y fusionarse con ella (O"Brien y col., 2011; Krapf y col.,
2014).

Los datos experimentales presentados en este trabajo de tesis demuestran, ademas,
que al pH natural al que ocurre la fecundacion de R. arenarum (pH=8,0; O Brien y col.,
2011), una Hex presente en los espermatozoides (posiblemente en la membrana
plasmaética de la zona apical de la cabeza) participa, a modo de lectina, de la unién con
el ovocito, reconociendo alguno de sus azUcares sustrato (probablemente residuos de
N-acetil galactosamina) expuesto en la EV. Este mecanismo de reconocimiento entre los
gametos, carbohidrato mediado, seria compartido con otras especies de anfibios anuros
como X. laevis (Vo y Hedrick, 2000) y B. japonicus (Omata y Katagiri, 1996), con las
ascidias (Honegger y Koyanagi, 2008), con algunos insectos (Perotti y col., 2001), y
posiblemente con los mamiferos (Bennof, 1997; Tulsiani y col., 1997).

En esta tesis, la Hex también fue encontrada en el acrosoma del espermatozoide,
en los espermatozoides reaccionados, y en los granulos corticales de los ovocitos, lo que
sugiere que podria tener otras funciones durante la fecundacion de R. arenarum.
Supuesto esto, se podria proponer que luego del contacto con la EV, la Hex liberada en
la reaccién acrosémica, actuando como enzima al pH éacido del contenido acrosomal,
facilitaria el avance del espermatozoide a través de la EV, hidrolizando en ella sus
azUcares sustrato e impidiendo que se formen uniones estables entre los gametos. Una
vez activados los ovocitos, la Hex liberada desde los granulos corticales durante la
reaccion cortical (esta tesis) podria participar de la prevencion de la polispermia,
bloqueando o hidrolizando los residuos N-acetil galactosamina que unen a los
espermatozoides a la EV. El reconocimiento de residuos de carbohidrato (N-acetil
glucosamina) de la EV (ZPC) por los espermatozoides, y su posterior hidrolisis durante
el bloqueo lento de la polispermia, fue demostrado en X. laevis (Vo y Hedrick, 2003).
En raton, una Hex presente en los granulos corticales de los ovocitos participa del
bloqueo lento de la polispermia (Miller y col., 1993b), y la Hex presente en el acrosoma
de los espermatozoides es requerida para penetrar la zona pelucida (Miller y col.,
1993a). De este modo, algunos de los roles propuestos para la Hex durante la

fecundacion de R. arenarum parecen estar conservados en otras especies animales.
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Finalmente, no se pueden dejar de mencionar recientes hallazgos realizados en
mamiferos (ratdn), que demostraron que una proteina integral de la membrana
plasmatica del ovocito (Juno), que resulta indispensable para la fusién de las
membranas plasmaticas de los gametos, es expulsada luego de la fecundacion a través
de la generacion de vesiculas extracelulares, previniendo la fusion de nuevos
espermatozoides y contribuyendo con el bloqueo de la polispermia (Bianchi y col.,
2014). Estos hallazgos fueron de gran importancia en el campo de la reproduccion de
los vertebrados, debido a que revelaron aspectos de la fecundacion que eran
desconocidos. En esta tesis se plante6 como una hipdtesis en R. arenarum, la
posibilidad de que la fucosidasa liberada desde los ovocitos durante la reaccién cortical,
pudiese actuar sobre los residuos de fucosa de L-HGP, anulando su capacidad
protectora del acrosoma del espermatozoide frente a medios hipotonicos, y
contribuyendo de este modo con el bloqueo de la polispermia. Esta hipétesis, también
promueve la exploracion de un proceso asociado a la prevencion de la polispermia que
es desconocido en la fecundacion de los vertebrados, y por lo tanto avanzar en su

desarrollo resulta de gran relevancia.

Albert Tyler (1967) fue uno de los primeros en postular que el estudio de
diferentes organismos es sumamente enriquecedor. Un estudio comparativo entre
especies permite abordar generalizaciones e identificar procesos conservados y, por lo
tanto, fundamentales. El anfibio anuro R. arenarum ofrece ventajas sumamente
beneficiosas para el estudio del proceso de fecundacion como un modelo vertebrado, y
permite el andlisis comparativo con los organismos mas estudiados en la actualidad:
mamiferos y erizos de mar. Los trabajos realizados en esta especie podrian ser de gran

utilidad en el campo de la fecundacion de los vertebrados.
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FE DE ERRATAS

En la pagina 33 perteneciente a la seccion Objetivos, se reemplazan los siguientes

parrafos:

Las glucosidasas son encontradas en los gametos de casi todas las especies
estudiadas. De este modo, la comunicacién entre los gametos mediado por interacciones
proteina-carbohidrato parece ser un mecanismo ampliamente distribuido en el reino
animal. Sin embargo, los mecanismos moleculares involucrados en estas interacciones,
como el rol que juegan las glucosidasas en cada uno de ellos, aun no son completamente

conocidos en los vertebrados.

En este trabajo de tesis se plante6 como objetivo general la identificacion y el
estudio de glucosidasas asociadas a la fecundacion de los anfibios anuros X. laevis y R.
arenarum como un prerrequisito para ahondar en la caracterizacion de los mecanismos
moleculares involucrados en la fecundacion de los vertebrados. Se pondra especial
énfasis en el estudio de la Hex puesto que trabajos previos desarrollados en nuestro

laboratorio la vinculan potencialmente a la fecundacién R. arenarum.

por este otro:

Las glucosidasas se encuentran en los gametos de casi todas las especies
estudiadas. La comunicacion entre los gametos mediada por interaccion proteina-
carbohidrato parece ser un mecanismo ampliamente distribuido en el reino animal.
Sumado a ésto, datos previos de nuestro laboratorio sugieren un rol de la Hex en la
fecundacién de R. arenarum. Por lo tanto, teniendo en cuenta que el pH del medio de
fecundacion y en la cubierta gelatinosa es cercano a 7, se plantea la hipotesis de que las
Hexosaminidasas tendrian un rol de reconocimiento tipo lectina en eventos tempranos
del reconocimiento entre gametos. Para analizar esta hipétesis, se plantea como objetivo
general, la identificacion y el estudio de glucosidasas asociadas a la fecundacion de los
anfibios anuros X. laevis y R. arenarum, con el objetivo particular de ahondar en la
caracterizacion de los mecanismos moleculares involucrados en la fecundacion de los

vertebrados.
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