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Nota introductoria:

Este manual se desarrolla desde una escritura simple y ame-
na, tomando lo bdsico de cada tdpico para dar pie a algunos
de los muchos interrogantes en el campo de la biologia ce-
lular y molecular aplicada al espermatozoide de mamiferos,
en particular, a los estudiados por los autores del presente
manual.
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4.4 Avances en el estudio de inhibidores de serina protea-
sas que regulan la fisiologia espermatica

Lucia Zalazar

Existen dos factores importantes que determinan el
potencial reproductivo del macho en la mayoria de los ma-
miferos: la eficiencia de la espermatogénesis y el funciona-
miento de las glandulas accesorias, las cuales, como ya se ha
mencionado, secretan sus componentes al plasma seminal.
Se tiene evidencia de que el balance estequiométrico entre
serina proteasas e inhibidores en este medio determina la
ocurrencia de dos procesos fisioldgicos importantes: la ma-
duracion y la capacitacién espermatica, eventos necesarios
para la adquisicién de la capacidad fertilizante del esperma-
tozoide (Cesari y col. 2010).

Las serina proteasas forman parte del grupo de pro-
teasas que mads recientemente se ha caracterizado y es la
familia proteolitica mas grande. Su nombre se debe al resi-
duo serina en el centro activo. La familia estd dividida a su
vez en: proteasas de tipo quimotripsina (incluyendo tripsina
y quimotripsina), subtilasas, carboxipeptidasas y proteasas
Clp. Estas proteasas actuan en forma secuencial y programa-
da promoviendo la maduracién y capacitacion de la gameta
masculina de modo que asegure el éxito en la fertilizacion
del ovocito a través de mecanismos moleculares poco cono-
cidos. La accidn de proteasas debe ser regulada para que su
actividad sea adecuada en intensidad, lugar y tiempo. Este
fendmeno de regulacién es llevado a cabo por inhibidores o
activadores que aun se encuentran parcialmente caracteriza-
dos, molecular y funcionalmente.

Una vez que abandonan el testiculo, los espermatozoi-
des se asocian durante el transito epididimario completando
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la maduracién y almacenamiento. En este proceso las células
adquieren proteinas en su superficie provenientes del flui-
do epididimario que forman asociaciones proteina-proteina
muy estables, en las cuales participan glico-proteinas que ad-
hieren las cabezas espermaticas, proteinas con dominios de
fibronectina, serina proteasas e inhibidores de tipo Serpina o
Kunitz (Monclus y col. 2007). Mas tarde, en contacto con el
plasma seminal, el espermatozoide sigue incorporando mo-
léculas provenientes de glandulas accesorias en su superfi-
cie, estabilizando las membranas y manteniendo la célula en
estado decapacitado.

Durante la capacitacion espermatica en el tracto re-
productor de la hembra, se desensamblan las asociaciones
y los espermatozoides pierden gran parte de las proteinas
adheridas a su superficie, lo cual podria estar mediado por
serina proteasas (extracelulares o asociadas a la membrana
plasmatica) e inhibidores. Por otra parte, en el momento en
el que los espermatozoides sufren la reaccion acrosomal se
liberan proteasas acrosomales, que participan en la lisis de
la zona peldcida permitiendo la fusién con el ovocito (fertili-
zaciodn). Estos eventos descriptos aseguran el éxito de la fer-
tilizacién y requieren que las serina proteasas participantes
sean reguladas adecuadamente.

Asi, la existencia de inhibidores de serina proteasas
presentes en el plasma seminal y en las glandulas sexuales
masculinas ha sido reportada en muchas especies de mami-
feros (Cesari y col. 2010; Cechova y Jonakova 1981). Sin em-
bargo, aun cuando las serina proteasas estdn ampliamente
distribuidas en la cabeza del espermatozoide y se ha demos-
trado que la fertilizacidn se inhibe en presencia de inhibido-
res de serina proteasas exogenos, las bases moleculares de
esta regulacién no han sido del todo elucidadas. Se conoce
parcialmente la relacidn entre la actividad inhibitoria de pro-
teasas y la regulacién de algunos procesos fisioldgicos que
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ocurren en el espermatozoide como la capacitacién, hiperac-
tivacion del flagelo y la reaccién acrosomal, procesos como
ya se ha mencionado, desencadenados principalmente por la
entrada de Ca*> y HCO, dentro de la gameta.

Los inhibidores de serina proteasas se encuentran cla-
sificados en la actualidad dentro de cuarenta y un familias de
inhibidores, segun la similitud en la secuencia de aminoaci-
dos entre los miembros de una misma familia. Las familias
de inhibidores: 11 (Kazal), 12 (Kunitz) e 14 (serpinas), estan
representadas por un gran numero de inhibidores y muchos
de sus miembros estarian asociados a la regulacion de la fer-
tilizacién. Mediante otra clasificacién los inhibidores de seri-
na proteasas se dividen en tres grandes grupos: inhibidores
candnicos, no candnicos e inhibidores de tipo serpina. Esta
clasificacion depende de su mecanismo de accién y de su ho-
mologia estructural (dominios caracteristicos) con proteinas
ya caracterizadas. Un rasgo caracteristico en los inhibidores
de serina proteasa es que son péptidos de bajo peso mole-
cular (3-21 kDa) ricos en puentes disulfuro, con excepcién de
las serpinas que pertenecen a un grupo de inhibidores cuyas
masas estan entre los 35 y 50 kDa. Hasta hace unos afios se
especulaba que los inhibidores de proteasas eran especifi-
cos para uno solo de los cuatro tipos de mecanismos de pro-
tedlisis que existen de proteasas (serina, cisteina, aspartil o
metaloproteasas). Sin embargo, aunque se conocen de estos
ejemplos, existen en la actualidad multiples casos de protei-
nas que son capaces de inhibir varios tipos de proteasas.

Los primeros estudios sobre inhibidores de serina pro-
teasas en espermatozoides surgieron a partir del estudio de
la serina proteasa acrosomal: acrosina. Se creia que la acti-
vidad proteolitica descripta para esta proteasa le permitia al
espermatozoide unirse y penetrar la zona pelucida del ovo-
cito. Los primeros inhibidores de acrosina descriptos corres-
pondian a polipéptidos secretados desde la vesicula seminal
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estructuralmente similares a inhibidores de la familia 11 que
interactuaban con la proteasa de una forma sustrato-rever-
sible. Estos péptidos han sido localizados en la membrana
acrosomal externa y solubles en el fluido epididimario y el
plasma seminal (Cesari y col. 2010). Luego se identificaron
SPINK2 y SERPINA5 (PCl) como inhibidores de acrosina. El
primero es un inhibidor de tipo Kazal que inhibe tripsina/
acrosina (I1) y es sintetizado principalmente en vesicula se-
minal y testiculo. Esta proteina ha sido reportada en huma-
no, ratén, rata, mono, entre los mas importantes y predicha
en bovino (Cesari y col. 2010). Recientemente se demostro
gue ratones mutantes con niveles de SPINK2 disminuidos ex-
hibian alteraciones en la fertilidad y en la integridad del testi-
culo afectando la espermatogénesis (reduccidn en el nimero
de espermatozoides) y apoptosis de las células germinales
acompafiado por una elevada actividad de serina proteasas
(Lee y col. 2011). El inhibidor SERPINA5 (SERPINA A5, PCl)
gue pertenece a la familia 14 se encuentra en el plasma se-
minal y se expresa en varios tejidos reproductivos como en
testiculo, epididimo, prostata y principalmente en vesicula
seminal (humanos y ratones) en dénde es activo. Una vez
gue se produce la eyaculacién, SERPINAS pierde su actividad
al unirse e inhibir a activadores de plasmindgeno (urokinase-
type and tissue-type plasminogen activators) y al antigeno
especifico prostatico (PSA o kallikreina 3). Asi, este inhibidor
esta involucrado en la regulacion de la licuefaccién del se-
men. Por otro lado, también inhibe acrosina protegiendo los
componentes del tracto reproductor de ser degradados por
una liberacién excesiva de esta proteasa (Uhrin 2000).

Por otra parte, otro inhibidor de serina proteasas muy
similar a SERPINA5S que fue encontrado en el acrosoma es
NEXIN (serpin 1 o plasminogen activator inhibitor-1), el cual
también pertenece a la familia de las serpinas (familia 14). Se
expresa en vesicula seminal de ratones adultos y se ha repor-
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tado también en humanos, bovinos y ratas. Se ha demostra-
do que el silenciamiento tanto del gen de SerpinA5 como de
Nexina produce infertilidad, sugiriendo que estos inhibidores
de serina proteasas estarian involucrados en algunas de las
etapas de la reproduccion incluyendo las del proceso de fer-
tilizacién (Cesariy col. 2010).

Otro miembro de la familia de las serpinas, HongrES1,
fue reportado en epididimo de rata y cobayo. HongrES1 ac-
tuaria como un factor decapacitante ya que por un lado se
vio que al regular negativamente su expresion mediante
ARNi, el porcentaje de espermatozoides capacitados aumen-
to significativamente, aunque en ensayos in vivo se redujo la
fertilidad acompafado por alteraciones fenotipicas en fetos
y crias. Por otro lado, se reportd que prevendria la entrada
de calcio al espermatozoide desde el medio extracelular (Niy
col. 2009). Un inhibidor de tipo serpinas que también forma
complejos estables de inhibicién con proteasas de tipo trip-
sina es SPI3/SERPINB6. El mismo fue encontrado en testicu-
lo principalmente en células germinales de ratén (Charron y
col. 2006).

La familia Kunitz también esta representada en el
tracto reproductor masculino. En testiculo (humano, ratén y
rata), se ha encontrado al inhibidor de serina proteasas de
tipo Kunitz (familia 12) SPINT2 (Odet y col. 2006).

El inhibidor de serina proteasas epididimario, EPPIN
(SPINLW1) pertenece tanto a la familia de inhibidores de tipo
Kunitz (12) como de tipo WAP (117) por poseer dos dominios.
EPPIN se expresa bajo regulacion androgénica en epididimo
y testiculo (en humano, ratéon y mono principalmente). En el
eyaculado humano se lo encuentra formando un complejo
macromolecular de unidn a la cabeza del espermatozoide
compuesto a su vez por lactotransferrina, clasterina y se-
mengolina (SEMG1). EPPIN es el componente central de este
complejo, por lo que este inhibidor tendria un rol fisioldgi-
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co tanto en la defensa antimicrobiana, en la inhibicion de la
actividad proteolitica de PSA y la modulacién de la unién a
SEMG1 (O’Rand y Widgren 2012).

En cuanto a inhibidores de serina proteasas pertene-
cientes de familia Kazal (11) de importancia para la regulacion
de procesos asociados a la fertilizacion, ademds de SPINK2
ya mencionado, se conoce la existencia de otros inhibidores
(Cesari y col. 2010) entre los mds destacados: SPINK3 (vesi-
cula seminal de rata y ratdn), SPINK8 (epididimo de ratén y
humano), SPINK10 (epididimo de ratdn), SPINK11 (epididimo
y vesicula seminal de ratén), SPINK12 (epididimo de ratdn),
SPINK9 (testiculo humano), SPARC (secreted acidic cysteine
rich glycoprotein, testiculo de ratén) y FSTL (Follistatin-like 1,
epididimo de humano, ratdn, rata y bovino).

Mediante dos aproximaciones experimentales --elec-
troforesis bidimensional y cromatografia de afinidad tripsi-
na-agarosa- nuestro grupo reporté la presencia de SPINK3
en vesicula seminal de ratén. Se trata de un inhibidor que
se expresa en vesicula seminal bajo regulacidon androgénica
pero es constitutivo en pancreas. Ademads de poseer carac-
teristicas que definen a SPINK3 como un inhibidor de serina
proteasas de tipo tripsina, se une a la regidn acrosomal de
la cabeza de espermatozoides (Fig. 3). El mismo es conside-
rado un factor decapacitante ya que inhibe la incorporacion
de aproximadamente entre 30% y 50% del Ca** extracelular
(zalazar y col. 2012; Coronel y col. 1992), si bien aun no se
conoce ni el mecanismo mediante el cual regula la entrada
de calcio al espermatozoide ni cudl es la proteina blanco de
este inhibidor.
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anti-SPINK1

FITC

Figura 3. Inmunolocalizacién de SPINK3 unido a la cabeza del espermato-
zoide. (Tomada de Zalazar y col. 2012)

Algunos trabajos han sefialado que los inhibidores de
serina proteasas del tracto reproductor del macho, como es
el caso de SPINK3, se unen a los espermatozoides durante
la eyaculacién y son removidos de la superficie espermatica
durante la capacitacién que ocurre en el tracto reproductor
de la hembra (Ou y col. 2012). SPINK3 disminuye el porcen-
taje de células que experimenta reaccién acrosomal dada la
inhibicidn de la entrada de calcio y altera el patrdn de protei-
nas fosforiladas en residuos tirosina, evento involucrado en
la capacitacién del espermatozoide, sin embargo la actividad
inhibitoria de tipo tripsina de este inhibidor seria indepen-
diente de los efectos que tiene sobre la reaccién acrosomal y
la capacitacion. Por otra parte, nuestro grupo demostré que
los procesos fisiolégicos en los que estd involucrado SPINK3
se regulan a través de una reduccién del éxido nitrico endo-
geno (Zalazar y col. 2012). Por otra metodologia (empleando
un marcador que se fija a proteinas acrosomales del esper-
matozoide y fluoresce en presencia de calcio), recientemente
se reporté que SPINK3 no afectaria la capacitacién esperma-
tica (Ou y col. 2012).
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Asi, SPINK3, secretada desde la vesicula seminal, es
considerada en la actualidad una proteina multifuncional ya
gue tiene dos actividades reportadas. Por un lado, la activi-
dad inhibitoria de serina proteasa, la cual ain no ha sido bien
caracterizada ni se conoce la proteina blanco sobre la que
SPINK3 estaria actuando. Por otro, la actividad de tipo caltrin
(calcium uptake inhibitor) que podria considerarse un impor-
tante punto de regulacion en las cascadas de sefalizacion es-
permatica manteniendo al espermatozoide en un estado la-
tente hasta el momento de la reaccion con el ovocito (Fig. 4).

BSA/ progesterona
Efiujo de colestersl ca’ SPINK3

'[cd'\'-r }

tf[Ca‘’:] CaM _H"\{ 1 . arginina
Resarvorio det cuslio Ca.CaM —NOS
' €Nl)t-\_

ﬁ‘

* . Tug A . "
Reaccion (™Y Acrosomal ~ Cambiodel patron de
proteinas
fosforiladas en
residuos Tyr

Figura 4. Esquema que representa el efecto del inhibidor SPINK3 sobre la
fisiologia del espermatozoide. El eflujo de colesterol de la membrana del
espermatozoide (mediado por BSA o progesterona) promueve cascadas de
sefializacion. La unidn de SPINK3 a la superficie espermatica reduce la en-
trada de Ca? disminuyendo la actividad de la oxido nitrico sintasa (NOS)
calcio-dependiente, y provocando la reduccion de la concentraciéon del
oxido nitrico (NO). Bajo condiciones capacitantes, la presencia de SPINK3
produce una reduccidn en el porcentaje de células que sufren reaccion
acrosomal, y un cambio en el patrén de proteinas fosforiladas en tirosina,
eventos que puede ser suprimidos por la adicién directa de donantes de
NO. La adicidn de SPINK3 no tiene efectos sobre la motilidad espermatica
sugiriendo que las vias de sefalizacidn son distintas.

Reconocimiento: Parte de la investigacion de nuestro laboratorio
ha sido financiada por los proyectos PIP 273/11, PICT 2155/11 y
EXA 566/12
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