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DR48- EFECTO DE LOS FITOESTEROLES EN LA REGULACION DE LA FISIOLOGIA

ESPERMATICA EN MAMIFEROS
Trillini NA, Guidobaldi HA
Instituto de Investigacion Biologicas y Tecnologicas (UNC, CONICET). CEBICEM (FCEFyN-UNC)
E-mail:andretrillini@gmail.com

Los fitoesteroles (Ft) son metabolitos secundarios producidos por las plantas, que pueden ejercer efectos no gendmicos en animales,
afectando la sintesis de las hormonas esteroideas naturales o actuando sobre los receptores de éstas. En codornices, la ingesta de Ft
afecta la conducta sexual, disminuyendo el cortejo, la copula y la produccion de testosterona. En ratones los Ft afectan la movilidad
y la concentracion espermatica. Por otro lado, la genisteina (Gnt), un Ft presente en gran concentracion en la soja, promueve la
capacitacion espermatica en ratones. Estas evidencias sugieren que los Ft podrian afectar la regulacion de la fecundacion actuando
a distintos niveles. Teniendo en cuenta que la capacitacion y la quimiotaxis espermatica son procesos importantes para la
fecundacion y estan reguladas por hormonas esteroideas, el objetivo del presente trabajo es “estudiar el efecto de los fitoesteroles
en la regulacion de la fisiologia espermatica en mamiferos”. Para ello, se evalud el efecto de la Gnt en la fisiologia de
espermatozoides humanos, los cuales se obtuvieron a partir de muestras de semen de donantes voluntarios normospérmicos. Los
espermatozoides se incubaron por 4 horas con distintas concentraciones de Gnt (0, 1, 100, 100.000 pM). Luego, a distintos tiempos
(0, 1y 4h) se evalué: 1) el porcentaje de células que realizan la reaccion acrosémica (RA) inducida con un agente farmacologico,
2) la movilidad espermatica, 3) la velocidad y los patrones de movimiento y 4) la hiperpolarizacién de la membrana plasmatica
medida por citometria de flujo. Los resultados obtenidos muestran que la Gnt no afecta la movilidad, la velocidad y tampoco los
patrones de movimiento de los espermatozoides. A las Oh se observo que la Gnt induce un aumento significativo en el porcentaje
de RA a las distintas concentraciones de Gnt comparado con el control; en tanto que, en los otros tiempos no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos. También, se observo que la Gnt a tiempo Oh indujo un incremento significativo de
la hiperpolarizacion de la membrana espermatica respecto del control. No obstante, se observo que a las 1 y 4h no hubo diferencias
significativas en la hiperpolarizacion de la membrana plasmatica en presencia o ausencia de Gnt. En ratones, se ha observado que
Gnt 10 pM promueve la hiperpolarizacién de la membrana y que esta es suficiente para promover la RA inducida, sin activar la
via de seflalizacion de PKA, que participa en la capacitacion espermatica. Estos resultados preliminares sugieren que, en humanos,
la hiperpolarizacion inducida por la Gnt también podria alterar la regulacion fisiologica de la capacitacion-reaccion acrosdémica,
incluso a dosis mucho mas bajas como 1 pM. Estos resultados sugieren que la presencia de Gnt podria alterar la regulacion
fisiologica de la RA ya que esta podria ocurrir de manera prematura (en presencia de un activador) lejos del ovocito, lo cual podria
derivar en un tipo de subfertilidad o infertilidad. Los proximos pasos seran evaluar si otros procesos fisiologicos dependientes de
capacitacion como la quimiotaxis mediada por progesterona se ven alterados por la presencia de Gnt.

DR49- USO DE HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS Y ENSAYOS CON ANTICUERPOS

PARA LA CARACTERIZACION DE PROTEINAS NOVELES DEL ESPERMATOZOIDE
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La infertilidad afecta al 20% de las parejas en edad reproductiva, siendo asociada en muchos casos a factores masculinos
idiopaticos. En este trabajo se establecido como objetivo identificar nuevas proteinas espermaticas humanas utilizando abordajes
bioinformaticos, caracterizar su expresion empleando herramientas bioquimicas y evaluar su rol en eventos asociados a la
fecundacion empleando ensayos funcionales. Para ello se utilizd la base de datos HPA (Human Protein Atlas) para seleccionar
proteinas enriquecidas en testiculo/epididimo/prostata, aplicando algoritmos con restricciones estructurales/funcionales. Como
resultado, se identificaron 8 candidatos potencialmente asociados a motilidad espermatica (SM1-2), reaccion acrosomal (AR1-2)
o interaccién espermatozoide-ovocito (SOI1-4). Su presencia y localizacion se caracteriz6 mediante Western Immunobloting
(WIB) e inmunocitoquimica. En particular, SOI3 fue localizada en la region acrosomal, segmento ecuatorial y cola de
espermatozoides intactos y reaccionados (co-localizacion con PSA-FITC). Para evaluar el rol de SOI3 en la funcionalidad
espermatica se estudio el impacto de anticuerpos especificos sobre la cinematica espermatica (CASA; Computer-Assisted Sperm
Analysis) y la interaccion espermatozoide-ovocito (ensayos de penetracion del cumulus, CPA; de hemizona, HZA; de hamster,
SPA). La pre-incubacion de espermatozoides con anticuerpos anti-SOI3 no altero el porcentaje de espermatozoides motiles (totales
y progresivos), pero condujo a una disminucion de las velocidades rectilinea, curvilinea y promedio determinadas por CASA. Por
su parte, la co-incubacion de gametas con anticuerpos anti-SOI3 inhibi6é la CPA, HZA y SPA. Finalmente, el analisis de su
expresion a nivel de transcripto en un estudio de pacientes infértiles de la base GEO (Gene Expression Omnibus) reveld niveles
alterados de SOI3 en espermatozoides de pacientes teratozoospérmicos. Como conclusion, mediante el empleo de abordajes
bioinformaticos se identificaron proteinas espermaticas noveles, cuya expresion fue confirmada mediante WIB. Especificamente
para SOI3, su inmunolocalizacion en espermatozoides intactos y reaccionados, su bloqueo por anticuerpos y los cambios de
expresion de su transcripto en pacientes andrologicos permiten proponer su rol en la fecundacion y su evaluacion para contribuir
al futuro diagnostico y tratamiento de la infertilidad.
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