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EXPRESION DIFERENCIAL DE PROTEINAS EN EL
ESPERMATOZOIDE DE RATAS DIABETICAS
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Resumen— La diabetes es una enfermedad cronico-degenerativa que aparece cuando el pancreas no produce insulina
suficiente o cuando el organismo no la utiliza eficazmente. El efecto de la diabetes no controlada es la hiperglucemia que
con el tiempo dafia gravemente muchos 6rganos y sistemas, especialmente los nervios y los vasos sanguineos. Ademas la
hiperglucemia crénica tiene efecto directo en la fisiologia del espermatozoide que impacta negativamente en la fertilidad
masculina. El objetivo principal de este trabajo es evaluar la expresion diferencial de algunas proteinas que participan en
las funciones mas importantes del espermatozoide: la movilidad y/o la reaccién acrosomal en un modelo de rata con
diabetes experimental. Nuestros resultados preliminares indican que existe una diferencia importante en el nivel de
expresion de SNAP25, una proteina SNARE que juega un papel central en la fusion de membranas y que participa en la
reaccion acrosomal.
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabolica cronico-degenerativa caracterizada por la
hiperglicemia, la cual resulta de la absoluta o relativa deficiencia de la secrecidn o accion de la insulina en 6rganos
periféricos. La DM se clasifica en cuatro categorias atendiendo al mecanismo subyacente que causa la
hiperglucemia: DM tipo | (DM1) donde existe una insuficiencia absoluta de insulina; DM tipo 2 (DM2) el cuerpo no
produce suficiente insulina o las células no hacen uso de ésta; DM gestacional (DMG) que aparece durante el
embarazo. Existen otros tipos de DM causados por afecciones como endocrinopatias, defectos genéticos, uso de
farmacos o sustancias quimicas, entre otros. Existe evidencia clinica, preclinica y epidemiol6gica que indican a la
hiperglucemia crénica derivada por la DM de cualquier tipo, afecta muchos 6rganos y puede causar complicaciones
graves sobre los vasos sanguineos y nervios, provocando la vasculopatia y neuropatia (retinopatia, nefropatia,
enfermedad cardiovascular y neuropatia) (OMS, 2016). Ademas de estas complicaciones crénicas, también se ha
reportado que la DM afecta la fertilidad masculina (Dinulovic y Radonjic, 1990). EI aumento de la aparicion de DM
entre poblacion cada vez mas joven es preocupante ya que afecta la fertilidad en hombres en edad reproductiva.
Ademas, estudios recientes en tasas de fertilidad revelan que el aumento de la incidencia de la DM esta relacionada
con la disminucion de nacimientos y aumento de infertilidad masculina.

Fisiologia del espermatozoide

Para que ocurra la fecundacién, el espermatozoide tiene un largo proceso de preparacion y maduracion que
ocurre durante su recorrido por el epididimo vy el tracto genital femenino. Aln se desconocen algunos aspectos
importantes de los mecanismos moleculares que utiliza el espermatozoide durante su viaje para encontrar al évulo y
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fusionarse con él atn se desconocen. Se pueden definir tres procesos fundamentales previos a la fecundacion: la
activacion de la movilidad, la capacitacion y la reaccion acrosomal (RA).

La RA es un evento esencial que involucra cabios en la permeabilidad a Ca?* que dirigen la exocitosis del
acrosoma, es decir, la fusion de la membrana del acrosoma con la membrana plasmatica liberandose su contenido.
El acrosoma, es una vesicula que proviene del aparato de Golgi durante el proceso de espermatogénesis; en el
espermatozoide maduro el acrosoma es una poza que almacena Ca?* con un pH luminal de ~ 5.3 (Nakanishi et al
2001), que contiene enzimas hidroliticas cuya funcion es degradar las glucoproteinas de la matriz externa del 6vulo.
Se sabe que el pH en el lumen del acrosoma aumenta durante la capacitacion y esta alcalinizacion es un paso critico
para la liberacion de Ca?* del acrosoma durante la RA (Chavez et al 2017). El acrosoma contiene proteinas
secretoras empaquetadas formadas durante la espermatogénesis. Los trabajos realizados hasta el momento sobre el
estudio de las proteinas que se encuentran en el acrosoma, se han enfocado particularmente en la identificacion de
proteinas solubles (Guyonnet et al., 2012).

La exacitosis es un proceso altamente regulado que consiste de multiples etapas claramente definidas
funcional y morfoldégicamente, como: el reclutamiento, la seleccion, el anclaje y el acoplamiento de vesiculas
secretoras con la membrana plasmatica, el cebado de la maquinaria de fusion y la fusién de membranas activada por
Ca®*. Después de la fusion, la membrana alrededor de la vesicula secretora se incorpora a la membrana plasmatica y
el granulo libera su contenido. Las proteinas involucradas en estos procesos pertenecen a varias familias altamente
conservadas: Rab GTPasas, SNARESs (receptores solubles de proteina de union a NSF), a-SNAP (proteina de unién
a a-NSF), NSF (factor sensible a N-etilmaleimida), Munc13 y 18, complexinas y sinaptotagminas (Tomes 2015).
La exocitosis del acrosoma, es impulsada por isoformas de la misma maquinaria de fusion proteica mencionada
anteriormente, con sus funciones orquestadas en una cascada de sefializacién jerarquicamente organizada y
unidireccional. Ademas del Ca?*, regulador de la exocitosis universal, esta cascada incluye otros segundos
mensajeros como el diacilglicerol, el inositol 1,4,5-trifosfato y el AMPc, asi como las enzimas que los sintetizan y
sus proteinas blanco. De especial interés es la proteina de unién a AMPc Epac (proteina de intercambio activada
directamente por AMPCc), debido en parte a su actividad enzimatica hacia la proteina G, Rap. La activacién de Epac
y Rap conducen a una sefial de Ca®* altamente localizada que, junto con el ensamblaje del complejo SNARE,
gobierna las etapas finales de la exocitosis. La fuente de este Ca?* liberable es el propio acrosoma (Tomes 2015).

La DMy la fisiologia del espermatozoide

Se ha observado en modelos animales que la DM afecta la fertilidad a varios niveles, la calidad
espermatica, la histopatologia del testiculo y en la sintesis y secrecién de testosterona, en la eyaculacién.
Se sabe que en los hombres con esta enfermedad se afecta la produccion de testosterona y por lo tanto la calidad de
los espermatozoides. Estos pacientes tienen un indice 60 por ciento mayor de fragmentacién de DNA espermaético.
Cuando la enfermedad no se controla existe una disminucién progresiva de la movilidad de los espermatozoides, asi
como un mayor indice de alteraciones en su forma. Sin embargo, otros estudios reportan que en muestras de
pacientes con diabetes el examen rutinario inicial con microscopio, las muestras de semen parecen normales, salvo
por una ligera disminucion del volumen. Los diabéticos tienen significativamente mermada su capacidad de reparar
el ADN del espermatozoide, por lo cual, una vez dafiado el mismo, no se puede restaurar. Se sabe que la calidad del
ADN del espermatozoide, est asociada a una menor calidad del embridn, a una menor tasa de implantacién de los
embriones, a una mayor incidencia de abortos espontaneos, y a algunas enfermedades infantiles graves, en especial a
algunos canceres infantiles.
Por otro lado se han se han encontrado productos finales de glicacion avanzada (AGE, por sus siglas en inglés) en el
tracto reproductivo masculino en muchas complicaciones diabéticas estan implicados de forma determinante en el
deterioro del ADN.

Justificacion

La DM es la enfermedad crdnica que mas aumenta en el mundo. Con el ritmo de crecimiento actual, se calcula que
en 2025 unos 300 millones de personas seran diabéticas, el doble que en 1995 (Levine et al 2017), coincidiendo con
este ascenso, la infertilidad masculina también se ha disparado en los Gltimos afios. El incremento del nimero de
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varones diagnosticados con diabetes a una edad cada vez mas temprana ha coincidido con una preocupacion
mundial por la fertilidad masculina. La fertilidad en pacientes con diabetes se ha limitado a analisis clinicos
convencionales, como la morfologia, la concentracién o la movilidad y en algunos casos la evaluacion de la
integridad del DNA, siendo este Gltimo solo para fines de investigacion. En ese sentido, no existen estudios
reportados que demuestren que la diabetes influye negativamente en la fertilidad masculina que involucre el nivel
de expresion de proteinas que participen en la RA.

En este proyecto se plantea comparar el nivel de expresion de SNAP25, de las RabGTPases, Rab3A, Rab27, en
espermatozoides de ratas sanas y diabéticas.

Descripcion del Método
Animales
Se utilizaron seis ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 350 - 450 g, las cuales se dividieron en dos
grupos (Control y Diabéticas). Las ratas las proporciono el bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma del Estado de Morelos. La manipulacién y eutanasia de los animales se realiz6 de acuerdo a las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio sefialado en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Induccion de diabetes experimental

A las ratas se les administraron 200 mg/kg de aloxana (2244-11-3 Sigma-Aldrich) via intraperitoneal. Se
registro el peso corporal y el nivel de glucosa antes de la induccidn y posterior a esta cada tercer dia durante las
siguientes dos semanas. Los animales con valores de glucosa > 150 mg/dl se consideraron como diabéticas.

Obtencion de muestra

Los espermatozoides de las ratas Control y Diabéticas se obtuvieron del epididimo de acuerdo a lo
reportado por Tulsiani et al (1989). Brevemente, las células méviles obtenidas por la técnica de swim up en medio
TYH no capacitante pH 7.4 (en mM: 119.3 NaCl, 4.7 KCI, 0.51 Piruvato de sodio, 1.71 CaCl, - 2H,0, 1.2 KH2POs,,
1.2 MgS0.. 7H20, 5.56 Glucosa, 20.0 HEPES), se colocaron sobre un gradiente discontinuo de percoll (80, 60, 40 y
10%), obteniéndose el pico en la interfase 60/40%. Para la obtencion de acrosomas, se sigui6 el protocolo reportado
(Walensky y Snyder, 1995) como se describe a continuacién. La muestra de espermatozoides se sonicé seis veces
durante 10 segundos a 4°C, posteriormente se diluy6 con igual volumen de sacarosa 1.8 My se colocé sobre un
gradiente discontinuo de sacarosa conteniendo volimenes iguales de las soluciones: 2.2 M/2.05 M de
Sacarosa/PBS/EGTA. Después de centrifugar a100,000 xg durante 90 minutos se recuperaron por la parte superior
del tubo, cuatro fracciones (I-1V) de las cuales la primera contiene los acrosomas. Las bandas se resuspendieron en
Triz 50 mM-HCI pH 7.4, EGTA 1mM y - mercaptoetanol 1mM y se lavaron por centrifugacion a 35 000g x 40
min. Las fracciones colectadas se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

Determinacién de proteina

La concentracion de proteina de las muestras obtenidas del gradiente de sacarosa se cuantificd con un
método semicuantitativo utilizando papel filtro y azul de Coomassie R-250 (Loza-Huerta et al., 2013). Brevemente,
se dejo secar 1 pl de proteina en papel filtro (3MM, Whatman) y posteriormente se tifié con 0.5% de azul de
Coomassie R-250 en metanol 50%/acido acético 50% incubando por 10 minutos con agitacion suave. Después de
este tiempo, el papel filtro se destifié con Metanol 20%/acido acético 7.5% incubando con agitacion suave durante
30 minutos. La determinacion de proteina se hizo comparando la intensidad de coloracién azul de cada mancha con
una curva estandar de albumina de suero bovino (BSA; 0.1-2 mg/ml) que se hizo en paralelo.

Western blot (WB)

Las proteinas de las fracciones obtenidas del gradiente de sacarosa de las ratas Control y Diabéticas se
separaron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante (PA-SDS) al 10 %, transfirieron a una membrana de
polifluoruro de vinilideno (Immobilone-P) durante 30 minutos a 0.5 Amp en una cadmara de transferencia semiseca
(Bio-Rad). Los sitios inespecificos de las proteinas transferidas se bloquearon con leche al 5% en amortiguador
salino (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH 7.6) TBS conteniendo 0.1% de Tween 20 (TBS-T), por 1 hora a
temperatura ambiente. Después de este tiempo, la membrana se incubo toda la noche con el anticuerpo primario anti
SNAP25 (sc 7534 Santa Cruz Biotechnology Inc.) (1:200) diluido en leche al 5% en TBS-T. Después de lavar el
anticuerpo primario tres veces con-TBS-T, se incubd con el anticuerpo secundario anti cabra durante 1 hora.
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Posteriormente, el anticuerpo secundario e lavo (Tres veces/10 min), con TBS y las proteinas unidas al anticuerpo
primario se revelaron por quimioluminiscencia (SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate Cat. 34080
Thermo Sc.), exponiendo las membranas por diferentes tiempos a un film de autoradiografia.

Disposicion final de Residuos Peligrosos Bioldgicos Infecciosos

Todos los residuos peligrosos se dispusieron de acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-087-ECOL-
SSA1-2002 que refiere a la Proteccion ambiental- Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos -
Clasificacion y especificaciones de manejo.

Resultados y Discusion

La RA es un proceso que se lleva a cabo en los espermatozoides de mamiferos e involucra la fusion de las
membranas del acrosoma y plasmatica que resulta en la exocitosis del contenido de éste. En condiciones
fisiologicas, si la RA no ocurre, el espermatozoide es incapaz de fecundar al dvulo. Se ha demostrado que en la RA
participan las mismas moléculas que actdan en la fusion y exocitosis de vesiculas en otros sistemas celulares, tales
como SNAP25, Rab3, RAb27. Por otro lado, se tiene evidencia en el laboratorio que en ratas diabéticas la RA
disminuye ~ 40 aproximadamente (datos no publicados). En una primera aproximacion y con la idea de empezar a
evaluar la expresion diferencial de proteinas en espermatozoides de ratas diabéticas, decidimos evaluar la presencia
de la proteina SNAP25 en las diferentes fracciones de un gradiente de sacarosa donde se separaron espermatozoides
sonicados tanto de ratas control como de diabéticas. Como se menciond en la introduccion, SNAP25 juegan un
papel central en la fusion de membranas y en la exocitosis de las vesiculas (Kadkova et al 2018), que ocurre en la
RA. La tabla 1 muestra que el peso corporal de las ratas diabéticas (con 11 semanas de evolucién de la enfermedad)
es menor comparado con el de las ratas control mientras que el nivel de glucosa de las ratas del grupo experimental
previo a la eutanasia aumentd méas de 4 veces (de 108 £ 6 a 440 + 212 mg/dl).

Tabla 1. Peso y nivel de glucosa de ratas macho control y diabéticas.

Grupo Peso (9) n Glucosa (mg/dl) n
Control 445 +9 3 108 £ 6 3
Diabéticas 374+ 34 3 440 + 212 3

Los espermatozoides sonicados de las ratas, se separaron en un gradiente de sacarosa del cual se obtuvieron las
fracciones I, 11 y 111 que contienen acrosomas, flagelos y cabezas + flagelos respectivamente (Walensky y Snyder,
1995). La fig. 1A muestra el patrén electroforético (PA-SDS al 10%) de las proteinas de las fracciones I-111, el WB
de las mismas revelado con anti-SNAP25 (Fig. 1B) y como control de carga, la membrana usada para el WB tefida
con negro de amido (Fig. 1C). Sorprendentemente en el WB podemos ver que se muestra que SNAP25 esta en las
fracciones Il y 11 de proteina de ratas control pero no en las de ratas diabéticas. Estos resultados estan de acuerdo y
apoyan los datos clinicos de pacientes diabéticos no controlados donde se observa una disminucién en la calidad
espermatica Es importante hacer notar que aunque SNAP25 deberia verse también en la fraccién acrosomal (1), no
se observa debido a que la cantidad de proteina obtenida es mucho menor comparada con la de las fracciones Il yllI.
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Figura 1 Perfil electroforético (A) y westernblot con anti-SNAP25 (B) de las fracciones 1, Il y Il de un gradiente
de sacarosa, tincion con negro de amido (C). Las muestras se separaron en un gel de PA-SDS al 10% y cada carril se
carg6 con 5 ul de proteina.

Dentro de nuestras perspectivas se encuentra identificar las RabGTPases, Rab3A, Rab27, en
espermatozoides de ratas sanas y diabéticas con el fin de dilucidar los mecanismos afectados por la diabetes.
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