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Resumen

Los inhibidores de serina proteasas modulan la fi-
sz’o/ogz'a espermdtica por mecanismos no conocidos.
La redundancia de moléculas con actividad simi-
lar en el tracto reproductor masculino denota su
importancia. Con el objetivo de caracterizar los
inhibidores en glandulas accesorias del sistema re-
productor masculino se realizé la bisqueda de in-
hibidores de serina proteasas en distintos drganos de
raton. A partir de fracciones enviquecidas en activi-
dad inhibitoria tanto de tripsina como de protea-
sas espermadticas provenientes de drganos y glandulas
accesorias de ratones machos, se seleccionaron aque-
los tejidos con mayor actividad (vesicula seminal
y epididimo). Se emplearon distintas herramientas
de protedmica para analizar estas fracciones, como
cromatografia de afinidad y electroforesis en 1y 2
dimensiones seguidas por espectrometria de masa.
Este conjunto de metodologias permitid la identifi-
cacion de SVS 1V y SPINK3 en vesicula seminal,
ademds de PI16 en epididimo. Por otro lado, se rea-
liz6 una bisqueda in silico de inhibidores de serina
proteasas a partir de 4 bases de datos cuya expresion
se ha predicho o detectado en el tracto reproductor
masculino. Los 20 inhibidores de tripsinalquimo-
tripsina que se encontraron se clasificaron segin las
Jfamilias MEROPS o los dominios Pfam. Los resul-

tados de ambas estrategias fueron complementarios.

Palabras claves. Inhibidores de serina proteasas, es-
permatozoide, glandulas sexuales, reproduccion.
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Screening for serine protease
inhibitors in male reproductive
accesory glands

Summary

Serine protease inhibitors modulate sperm physiolo-
gy through unknown mechanisms. Redundancy of
molecules bearing the same activity within the male
duct denotes their significance. In order to characte-
rize the population of this kind of inhibitors in ac-
cessory glands of the male duct, different approaches
were employed to search for serine protease inhibitors
in male mice tissues. Tissues with the highest acti-
vities were selected from extracts enriched in tryp-
sin inhibitor activity and sperm protease inhibitor
activity. Proteomic tools as affinity chromatography
and 1D and 2D electrophoresis followed by mass
spectrometry were performed on seminal vesicle and
epididymis fractions. These methodologies allowed
us to identify SVS IV and SPINK3 in seminal vesi-
cle and PI16 in epididymis. On the other hand, in
silico search for serine protease inhibitors with pre-
dicted or demonstrated expression within the male
duct of Mus musculus was performed using 4 data-
bases. Twenty trypsin/chemotrypsin inhibitors were
Jfound and they were classified according to their fa-
milies (Merops) or their Pfam domains. The results
obtained by both strategies were complementary.

Key words. Sperm, serine protease inhibitors, se-
xual glands, reproduction.
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Introduccion

El estudio de la infertilidad masculina ha pro-
piciado la realizacién de trabajos de investigacién
que permitan comprender las bases celulares y
moleculares de la fisiologia espermdtica. Existen
dos factores claves que determinan el potencial re-
productivo en el hombre: la eficiencia de la esper-
matogénesis y el funcionamiento de las glindulas
accesorias. Por otro lado, se conoce que la adquisi-
cién de la capacidad fertilizante del espermatozoi-
de depende de procesos fisioldgicos denominados
maduracién y capacitacién espermdtica.’ La re-
gulacién de estos procesos estd dada por modifica-
ciones postraduccionales de proteinas pre-existen-
tes o por la adquisicién y remocién de proteinas
en la superficie espermdtica, provenientes de se-
creciones del conducto masculino y de las gldn-
dulas accesorias a medida que el espermatozoide
transita por el tracto reproductor masculino.’ La
remocién de moléculas de la superficie esperma-
tica ocurre en el tracto reproductor femenino,
iniciando asi la capacitacién, evento que regula la
senalizacién espermdtica.’ La capacitacién del es-
permatozoide se completa tras un proceso que in-
volucra diversos cambios moleculares, desencade-
nados por la presencia de altas concentraciones de
HCO? y Ca? tanto en el fluido seminal como en
el tracto reproductor de la hembra, a la vez que se
produce una inmediata activacién de la motilidad
flagelar. El movimiento transmembrana de estos
iones regula diferentes vias incluyendo el aumento
del pH intracelular y vias dependientes de Ca***

Existen en el plasma seminal y en las secre-
ciones de las glindulas accesorias inhibidores de
serina proteasas que a su vez tienen actividad de
tipo caltrin (inhibidor de transporte de Ca*?) y se
cree que pueden regular la capacitacién median-
te mecanismos moleculares ain no conocidos. La
existencia de los inhibidores de serina proteasas en
las gldndulas sexuales masculinas de mamiferos ha
sido reportada,®’ sin embargo, aun cuando las se-
rina proteasas estin ampliamente distribuidas en la
cabeza del espermatozoide y se ha demostrado que
la fertilizacién se inhibe en presencia de inhibido-
res de serina proteasas exdgenos,® las bases molecu-
lares de esta regulacién no han sido elucidadas y se
desconoce si existe una relacién entre la actividad
inhibitoria de proteasas y la regulacién del calcio.

Los inhibidores de serina proteasas son pro-
teinas ricas en puentes disulfuro, de cadena corta
(3-21 kDa) con excepcion de las serpinas que per-
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tenecen a una clase particular de inhibidores cuyas
masas estdn entre los 45 y 55 kDa. Se clasifican en
tres grupos (canénicos, no canénicos y serpinas)
dependiendo de su mecanismo de accién® y en 20
familias, en base a su homologia estructural con
proteinas ya caracterizadas.’

El objetivo de este trabajo fue el estudio de inhi-
bidores de serina proteasas presentes en fracciones
proteicas de gldndulas accesorias del tracto repro-
ductor masculino utilizando el modelo de ratdn.
Para ello se empled un abordaje de proteémica uti-
lizando fracciones de tejidos del tracto reproductor
de ratones machos enriquecidas en actividad in-
hibitoria contra tripsina y proteasas espermdticas,
complementado con un anilisis i silico.

Materiales y métodos

Material bioldgico

Se emplearon ratones machos adultos de la
especie Mus musculus de la cepa BalbC y CF-1
(8-12 semanas de edad) mantenidos a tempera-
tura constante (22° C), con un fotoperiodo de 12
horas luz/12 horas oscuridad, a los que se les su-
ministré alimento balanceado y agua ad- libitum.
Los protocolos experimentales estén aprobados
por el Comité de Etica de la Universidad de Mar
del Plata y se llevaron a cabo de acuerdo a las re-
comendaciones del Instituto de Salud de Estados
Unidos (NIH Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals).

Los animales fueron sacrificados por disloca-
cién cervical e inmediatamente se removieron los
epididimos (E), la vesicula seminal (VS), préstata
(P) y testiculo (Te). Los érganos se cortaron en
segmentos de 0.5 cm?, se sumergieron en solucién
RNAlater® (Ambion) y se conservaron a -80° C
hasta su utilizacién.

Obtencidn de extractos enriquecidos en proteinas

de bajo peso molecular

Los tejidos descongelados se colocaron en
buffer TEN (10 mM Tris-HCl pH 7.5; 1 mM
EDTA; 10 mM NaCl) en una relacién de 1.5 pl/
mg de tejido y luego se realizaron homogenatos
empleando el homogeneizador JKAWERKE T10
basic Ultra-Turrax® con el elemento de dispersién
S10N-8G (2 pulsos de 60 segundos con intervalo
de 2 minutos). Los homogenatos se centrifugaron
a 20.000 x g durante 25 minutos y los sobrena-
dantes obtenidos se ultracentrifugaron a 76.000 x
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g durante 40 minutos a 4° C. Los extractos (sobre-
nadantes) fueron filtrados a 4° C a través de mem-
branas que retienen moléculas 250 kDa (Biopore)
y la fraccién no retenida (<50 kDa) fue concen-
trada a través de membranas de 3 kDa de corte
(Biopore), obteniendo una fraccién de proteinas
en un rango de 3-50 kDa.

Cuantificacion de la actividad inhibitoria sobre
serina proteasas

Medicién de la actividad inhibitoria sobre trip-
sina: extractos totales (T) y fracciones enriquecidas
en proteinas de 3-50 kDa (2 pg) provenientes de
VS, P, E y Te se incubaron durante 4 hs a 37° C,
con tripsina (0.1 UI) y 0.5% de azocaseina como
sustrato, en 0.1 M buffer Tris HCI pH 8.

Medicién de la actividad inhibitoria sobre pro-
teasas espermaticas: extractos totales (2 pg) y frac-
ciones enriquecidas en proteinas de 3-50 kDa (2
pg) se incubaron durante 16 hs a 37° C, con un
extracto proteico de espermatozoides capacitados y
no capacitados obtenidos a partir de 0.4x10° células
como fuente de enzima y 0.5% de azocaseina como
sustrato en 0.1 M buffer Tris HCI pH 8.

Se usaron como control 10 pg de inhibidor de
tripsina de soja (SBTT), 5 mM benzamidina o 3 uM
o-1-antitripsina. Las reacciones de detuvieron con
10% TCA y la actividad se cuantificé como la Abs-
s35am €0 12 fraccién TCA soluble. Una unidad de
actividad proteolitica se definié como la cantidad

de proteasa que produce un AAbs 335 nm = 1.
Cromatografia de afinidad tripsina agarosa

Proteinas de cada extracto proveniente de los
diferentes tejidos (500 pg, 3-50 kDa) se incuba-
ron over night con 200 pl de matriz (Sigma, T
0677) equilibrada con 0.1 M Tris-HCI pH 7.5
a 4° C en un volumen final de 400 pl. Luego se
recuperd el excedente y se eliminaron las proteinas
no retenidas lavando la matriz con 20 voliimenes
de buffer de equilibrio. Finalmente, se realizaron
tres eluciones sucesivas con 200 pl de buffer 0.1 M
glicina- HCI pH 2.2; se neutralizaron con 5 pl de
2M Tris HCI pH 9 y dichas fracciones se juntaron
en una sola fraccién (fraccién retenida).

SDS-PAGE

Se realiz6 de acuerdo a la técnica descripta por
Laemmli." El porcentaje de acrilamida usado fue
de 15% (p/v). La electroforesis se corrié a 20 mA
por gel. Las proteinas fueron tenidas con Coomassie

blue coloidal (SimplyBlueTM SafeStain, Invitrogen).

Electroforesis en dos dimensiones

Brevemente, alicuotas de fracciones de epi-
didimo y vesicula seminal conteniendo 200 pg
de proteinas se precipitaron con un volumen de
100% acetona fria durante toda la noche a -20°
C. Luego se centrifugaron a 20.780 x g a 4° C
durante 20 minutos, se realizaron tres lavados con
80% de acetona, centrifugando nuevamente en
las mismas condiciones y, finalmente, se realizd
un lavado con 100% de acetona, se centrifugd y
secd. Dado que la pérdida en masa de proteinas
luego de la precipitacién es del 50%, cada alicuota
contenfa aproximadamente 100 pg de proteinas.
Las proteinas precipitadas se suspendieron en 125
pl de buffer de rehidratacién [8 M urea, 2% p/v
CHAPS, 18 mM Dithiothreitol (DTT), 0.5% v/v
IPG-buffer y azul de bromofenol].

Primera dimensidn: Las muestras conteniendo
100 pg de proteinas fueron sembradas durante la
rehidratacién (12 hs a temperatura ambiente) en
tiras de 7 cm con un rango de pH 3-10 (/mmobi-
line DryStryp, GE). El isoelectroenfoque se llevé a
cabo en un equipo Ettan IPGPhor (GE, Health-
care) segun el siguiente protocolo: paso I) 300 V,
30 min; paso II) 1.000 V, 30 min en gradiente;
paso III) 5.000 V, 80 min en gradiente; y paso
IV) 5.000 V, 15 min. Una vez finalizada la corri-
da, las tiras fueron lavadas con agua bi-destilada y
guardadas a -20° C hasta el momento de su uti-
lizacién. Ademds de las muestras, se sembré una
tira con un esténdar de peso molecular en un ran-
go 17.000-89.000 Da y punto isoeléctrico entre
7.6-3.8 (M3411-1VL, Sigma-Aldrich) segin las
indicaciones del fabricante.

Segunda dimensidn: Previo a la electroforesis,
las tiras fueron incubadas en 8 ml de buffer de
equilibrio [50 mM Tris-HCI pH 8.8; 6 M urea;
30% (v/v) glicerol; 2% (p/v) SDS y azul de bro-
mofenol], conteniendo 65 mM DTT durante 15
minutos y luego en 8 ml de buffer de equilibrio
conteniendo 135 mM iodoacetamida por otros
15 minutos a temperatura ambiente. La segunda
dimensidn fue llevada a cabo mediante SDS-PA-
GE en un gel 15% (p/v) acrilamida; sellando las
tiras al gel vertical (SE250, GE Healthcare) con
una solucién de 25 mM Tris; 250 mM glicina;
0.1% (p/v) SDS; 0.5% (p/v) agarosa y azul de
bromofenol. Se realizaron 3 réplicas independien-
tes de cada tejido.
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Identificacion de proteinas por espectrometria
de masa

Las proteinas obtenidas en la fraccién reteni-
da de la cromatografia de afinidad tripsina agarosa
y los spors que fueron escindidos de los geles en
dos dimensiones, se identificaron mediante espec-
trometrfa de masa. Las muestras fueron enviadas
al CEQUIBIEM (Centro de estudios Quimicos
y Bioldgicos por espectrometria MALDI-TOF),
Departamento de Quimica Biolégica, Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales-UBA. Alli, los frag-
mentos escindidos del gel fueron decolorados con
10 mM NH,CO,H en acetonitrilo al 50%. Las
piezas de gel se dejaron secar al aire y posteriormen-
te se redujeron las proteinas presentes con 10 mM
DTT vy se alquilaron con 55 mM iodoacetamida,
ambos en 50 mM NH,CO,H. Los fragmentos de
gel fueron deshidratados con acetonitrilo y rehi-
dratados con el minimo volumen posible del buffer
de digestién que contiene 10 ng/pl tripsina en 50
mM NH,CO,H. La digestién se realizé durante
toda la noche con incubacién a 37° C. Los pép-
tidos fueron recobrados de la mezcla de digestiéon
y posteriormente extraidos y sonicados con 30%
de acetonitrilo y 0.1% de dcido trifluoroacético
(TFA). El extracto peptidico resultante se concen-
tr6 en Speed Vac®, se re-disolvié por sonicacién en
una solucién de la matriz constituida por 3 mg/ml
de 4cido a-Ciano-4- Hidroxicindmico disuelto en
70% de acetonitrilo y 0.1% de TFA.

Luego, las muestras peptidicas fueron anali-
zadas en modo TOF-MS y TOFMS/MS en un
equipo MALDI - TOF Ultraflex II con un ld-
ser YAG de 355 nm a una tasa de repeticién de
200Hz. Los espectros MS y MS/MS se analizaron
utilizando el programa Mascot y fueron compara-
dos con la Base de Datos de NCBI (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov).

Biisqueda in silico de inhibidores de serina
proteasas

Se realizé una basqueda 77 silico de inhibidores
de serina proteasas presentes en érganos y gldn-
dulas accesorias del tracto reproductor de Mus
musculus empleando la informacion de 4 bases de
datos (Protein NCBI, Unigene NCBI, Ensembl y
MGI). Los inhibidores se clasificaron de acuerdo
a las familias MEROPS (http://merops.sanger.
ac.uk) o de los dominios Pfam (http://pfam.san-
ger.ac.uk/).

Reproduccién - Vol 27 / N° 2 / Junio 2012

Andlisis estadistico

Se analizaron los datos mediante un zest de
Student’s T. Los resultados se expresaron como el
promedio + el error estdindar (SEM), y se consi-
deré significativo a partir de un valor de p<0.05.
Todos los experimentos fueron repetidos 3 veces.

Resultados

Obtencidndefracciones enriquecidas eninhibidores
de serina proteasas

Se llevé a cabo la caracterizacién de las frac-
ciones de bajo peso molecular conteniendo inhi-
bidores de serina proteasas en érganos del aparato
reproductor en ratones machos. Dado que los in-
hibidores de proteasas son generalmente molécu-
las de pequefio tamano, se seleccionaron las pro-
teinas en un rango de PM 3-50 kDa a partir de
fracciones proteicas de vesicula seminal (VS), epi-
didimo (E), testiculo (Te) y préstata (P) de ratén.
Se midié la capacidad de estas fracciones de bajo
PM de inhibir la actividad de tripsina y se compa-
16 con la de los extractos proteicos totales (T). Se
observé que las fracciones de bajo peso molecular
presentaban un porcentaje mayor de actividad so-
bre tripsina en comparacion a las respectivas frac-
ciones totales, confirmdndose el enriquecimiento
en actividad inhibitoria de las fracciones de bajo
peso molecular (Figura 1), a excepcion de la frac-
cién de testiculo que no presenté actividad inhi-
bitoria.

Figura 1. Actividad inhibitoria sobre tripsina de las frac-

ciones de bajo peso molecular.

1404
1204 *
100 A
80 1
60 -
40 A
20
0_

T T T T 1
VST V§3-30 PT P3-30 ET E3-30 TT T3-30
Extractos

Inhibicién de actividad proteolitica (%)

Se determind la capacidad de los inhibidores de reducir la actividad de tripsina
sobre azocaseina. Las muestras ensayadas corresponden a la fraccion total (T) y
a la fraccion de 3-50 kDa de vesicula seminal (VS), préstata (P), epididimo (E) y
testiculo (Te) de Mus musculus. Los resultados se expresaron como porcentaje de
inhibicion: se considerd el 100% a la actividad de tripsina, siendo el porcentaje
de inhibicion = 100% - porcentaje de actividad observada en presencia de
las distintas fracciones. Una unidad de actividad proteolitica se defini6 como
la cantidad de tripsina que produce un Abs 335 nm =1, a 37° C en 4 hs. El
asterisco indica diferencias significativas (p<0.05) entre las fracciones de bajo
peso molecular y las respectivas fracciones totales.
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Por otro lado, se observé que la mayor activi-
dad inhibitoria sobre proteasas espermdticas tanto
en espermatozoides capacitados como no capa-
citados se encontré también en las fracciones de
proteinas de bajo peso molecular (Figura2 Ay B).
La actividad inhibitoria de estas fracciones fue su-
perior a la observada para inhibidores comerciales
(Figura 2 A y B, recuadros) que se sabe que son
capaces de inhibir la fertilizacién." Si bien como
era esperable la actividad proteolitica fue mds alta
en espermatozoides capacitados respecto de los no
capacitados (datos no mostrados), los porcentajes
de inhibicién observados fueron similares a excep-
cién de la fraccién de bajo peso molecular de E,
que fue mds efectiva sobre la actividad proteolitica
de espermatozoides capacitados (Figura 2A).

La mayor actividad inhibitoria sobre ambos ti-
pos de actividad proteolitica se observé en la VS,
Py E (Figuras 1 y 2), sugiriendo que serfan los 6r-
ganos mads ricos en inhibidores de serina proteasas.

Identificacion de inhibidores de serina protea-
sas en las fracciones enriquecidas en actividad
inhibitoria

Con la finalidad de aislar y hallar la identidad
de los inhibidores de serina proteasas contenidos
en las fracciones de bajo peso molecular de los te-
jidos con mayor actividad, cada extracto fue so-
metido a una cromatografia de afinidad tripsina-
agarosa. La fraccién retenida en cada columna se
analizé mediante huella peptidica identificindose
en la fraccién de bajo peso molecular de VS, el pre-
cursor del inhibidor de serin proteasas, Serine Pro-
tease Inhibitor Kazal type 3 (SPINK3; Gi 6678105;
8.824 kDa), resultado que fue confirmado por la
fragmentacién de sus péptidos mayoritarios (MS/
MS) (Figura 3).

Empleando la misma metodologia se anali-
zaron las 4 bandas mayoritarias contenidas en la
fraccién completa de bajo peso molecular de VS
(Figura 4). Mediante huella peptidica y confir-

Figura 2. Actividad inbibitoria de las fracciones de bajo PM e inhibidores comerciales sobre proteasas enddgenas de esper-

matozgoides capacitados (A) y no capacitados (B).
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Actividad inhibitoria de la fraccion total (T) y la fraccion de 3-50 kDa de vesicula seminal (VS), prostata (P), epididimo (E) y testiculo (Te) de raton sobre proteasas
espermaticas. Extractos se incubaron con azocaseina. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion considerando como se describié en la Figura 7.
Recuadro. Actividad inhibitoria de inhibidores comerciales: SBTI, benzamidina, a-1 antitripsina. Una unidad de actividad proteolitica se definio como la cantidad de
proteasa que produce un Abs 335 nm =1, a 37° C en 24 hs. El asterisco indica que los valores de las fracciones de bajo peso molecular difieren significativamente

(p<0.05) respecto de las respectivas fracciones totales.
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Figura 3. Identificacién de la banda de la fraccion rete-
nida del extracto VS (3-50 kDa) a través de la columna
de afinidad.

Figura 4. Secuenciacion de las bandas de la fraccion de
bajo PM del extracto VS (3-50kDa) identificadas a partir
del SDS-PAGE.
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A) SDS-PAGE de las distintas fracciones de la columna de tripsina-agarosa. LO:
excedente de proteinas sembradas en la columna; L1-2 y L3-4: fracciones no
retenidas obtenidas de sucesivos lavados de la matriz; E: fraccion retenida. Se
recuadrd en blanco la banda secuenciada. B) Resultado de la fragmentacion
de los péptidos (MS/MS). La secuencia en negrita subrayada corresponde a los
péptidos identificados.

macién de las secuencias por MS/MS de la frac-
cién comprendida entre 3-50 kDa del extracto
de proteinas de VS se identific6 al precursor de
la proteina de vesicula seminal IV (SVS 1V, GI
201102) con peso molecular de 11,957 kDa. La
actividad inhibitoria de esta proteina no ha sido
demostrada, sin embargo, se sabe que estd inclui-
da en un cluster de genes que contienen motivos
WEDC, presentes en algunos inhibidores de se-
rina proteasas. No se pudieron identificar protei-
nas en P y E por esta metodologia.

Con el objetivo de continuar la busqueda e
identificar inhibidores de serina proteasas en glin-
dulas accesorias mediante otro enfoque metodolé-
gico, se emplearon aquellas fracciones proteicas de
bajo peso molecular (entre 3 kDay 50 kDa) de los
érganos donde se encontré mayor actividad VS, P
y E y se analizaron mediante electroforesis en dos
dimensiones, 2D (Figura 5).

En las muestras de proteinas de VS de ratén
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A) Se marcaron con recuadros blancos numerados del 1 al 4 las proteinas
seleccionadas. B) Resultado del andlisis de la fragmentacion de los péptidos (MS/
MS) de las bandas 1, 2, 3 y 4. La secuencia en negrita y subrayada representa
los péptidos identificados.

se observaron en total 23 spors diferentes, en un
rango de pI 3.5-9 y de PM 3-50 kDa (Figura 5A).
Los spors se seleccionaron del gel y se identificaron
por MS y MS/MS. Los resultados del andlisis de
los espectros MS y MS/MS revelaron que s6lo uno
de los spots de la muestra proteica perteneciente
a la fraccién de VS, con pl obs 7.5 y PM obs 8.5
kDa, correspondia nuevamente al inhibidor de se-
rina proteasas: Serine protease inhibitor Kazal type
3 (SPINK3) de pI tedrico 8.26 y de PM tedrico
8.824 daltons (Figura 5A), la misma proteina pu-
rificada por medio de la columna de afinidad a
partir de esta fraccion (Figura 3).

En las muestras proteicas provenientes de E se
observaron 7 spots en un rango de pl 4-6 y de PM
17 kDa->38 kDa (Figura 5B). El andlisis por huella
peptidica de los mismos permiti6 la identificacién



Inhibidores de serin proteasas. Serine protease inhibitors

Lucfa Zalazar y col

de un spot con plobs -5 y PMobs 24 kDa como
la proteina Peptidase inhibitor 16, también conocida
como cysteine-rich protease inbibitor, aunque su pl
tedrico es de 4.63 y su PM teérico 44.500 daltons
(Figura 5B). No se obtuvieron resultados a partir de
la fraccién de P.

Biisqueda in silico de inhibidores de serina proteasas

A partir de la busqueda iz silico de inhibido-
res de serina proteasas para la cual se empled in-
formacién de las bases de datos de Protein NCBI,
Unigene NCBI, Ensembl y MGI; se encontraron
20 inhibidores de serina proteasa cuya expresién
estd predicha en algin érgano o glindula acceso-
ria del tracto reproductor, varios de ellos presen-
tes en préstata, epididimo y/o vesicula seminal de

ratén, humano y/o rata (Tabla I). De la totali-
dad de los inhibidores encontrados s6lo 9 fueron
identificados experimentalmente (Tabla I, tltima
columna). Uno de los inhibidores de serina pro-
teasa presente en vesicula seminal, SPINK3, que
fue encontrado con la busqueda in silico (Tabla
I, # 15), coincidié con la identificacién realizada
a través de espectrometria de masa de uno de los
inhibidores de la fraccién de bajo peso molecular
de VS analizada en este trabajo mediante colum-
na de afinidad tripsina agarosa y la electroforesis
bidimensional (Figuras 3 y 5). Sin embargo, la
busqueda 77 silico no mostré que la expresion de
la proteina PI16 hallada en este trabajo mediante
electroforesis bidimensional estuviese predicha en

epididimo.

Figura 5. Electroforesis bidimensional de fracciones enriquecidas en proteinas entre 3 y 50 kDa a partir de vesicula

seminal y epididimo de ratén.

A B
PM PM
pl 3 4 5 6 7 8 910 (kDa) pl 3 4 5 6 7 8 910 (kDa)
-38 J-38
. -3 S - 31
-24 -24
. -17 PI16 -7
-y . .y -
-12
-12 -85
L Y ./ -85 -
SPINK3 -35 35
C Peptidase inhibitor 16 de Mus musculus (Gl 148690668)
10 20 30 40 50
MLPPPLLLLL  LLIATGPTTA  LTEDEKQTMV  DLHNQYRAQV  SPPASDMLQM
60 70 80 90 100
VVWSKTERIG ~ CGSHFCETLQ  GVEEANIHLL ~ VCNYEPPGNV ~ KGRKPYQEGT
110 120 130 140 150
PCSQCPLGYS ~ CENSLCEPMR  NPEKAQDSPP  RVTEVPSTRA  TEAPSSRETG
160 170 180 190 200
TPSLATSETL ~ HFSVTKVSDS ~ LATESSPAVE  TKAPSSLATE ~ GPSSMATEAQ
210 220 230 240 250
AFVTEVPLVS ~ ARHMQPSVDE  GPVNFLTSTH  IPVPKSMDEE  ASKSSATSVS
260 270 280 290 300
PKKSLYPKMS ~ LTESGESVPQ  IQEEAEPKDE  LSEPEAILPE ~ AEAAPTEAEV
310 320 330 340 350
ELREPEAESP  KAESPEAEAE  SPLSSEALVP  VLPAQERGGQ  KASLEHSGHP
360 370 380 390 400
ASPSLPTFPS ~ ASGNATGGRT ~ LALQSSWTGA  ENPEKADWDL  KNSAHVWGPF
410
LGLLLPSLLL  LAGMV

Proteinas obtenidas a partir de VS (A) y E (B) de raton fueron sembradas en tiras de 7 cm con un rango de pH de 3-10 para el isoelectroenfoque. En la segunda dimensién
las tiras fueron separadas por SDS-PAGE. Los spots detectados (Flecha) fueron analizados por espectrometria de masa. Los geles fueron tefiidos con Coomasie Blue
Coloidal (R250). Se indican los valores de PM (kDa) a la derecha y los valores de pl en la parte superior de cada gel. Las figuras son representativas de tres réplicas de cada
muestra. C) Resultado del andlisis de la huella peptidica (MS) del spot identificado en epididimo (MS). Las secuencias en negrita representan los péptidos identificados.
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Tabla 1. Lista de inbibidores de tipo tripsinalquimotripsina.

A NCBI: -
Descripcion ; MEROPS: clan/familia it 8
# . gen/proteina Expresion Ortélogos Ref.
(Unigene) referencia 0 Pfam DOMAIN
1 Amyloid beta (A4) Mm.277585  Kunitz/bovine pancreatic Prostata, epididimo M. musculus
precursor protein trypsin inhibitor domain H. sapiens
2 Caltrin I, Seminal Mm.390143 IA,11 Prostata M. musculus H. sapiens; B. taurus;, [12)
vesicle protein, R. Norvegicus
secretion 7 (SVS7)
3 Follistatin-like 1 (FSTI1) Mm.182434  Kazal type serine protease Testiculo, préstata M. musculus; R. Norvegicus -
inhibitor domain
4 HONGREST Rn.96134 D, 14 Epididimo H. sapiens; M. musculus; [13]
R. Norvegicus
5 Insulin-like growth Mm.233470 Kazal type serine protease Testiculo, prostata, M. musculus -
factor binding protein 7 inhibitor domain espermatide redonda
6 Nexin-1 (plasminogen Mm.271891 D, 14 Tracto genital, M. musculus;, H. sapiens; [14]
activator inhibitor) espermatocitos B. taurus; R. Norvegicus
7 RKIP, Raf kinase Hs.491242 151 Testiculo, préstata, H. sapiens; M musculus; [15]
inhibitor protein R. Norvegicus
9 Secreted acidic cysteine Mm.291442  Kazal type serine protease Testiculo, préstata, M. musculus -
rich glycoprotein (SPARC) inhibitor domain espermatide redonda
10 Serine (or cysteine) Mm.252210 D, 14 Prostata, testiculo, M. musculus -
peptidase inhibitor, clade B, epididimo
member 6a (SERPINBGA)
11 Serine peptidase inhibitor, NP_006837  compound inhibitor, IA, I1 Prostata, testiculo H sapiens; B taurus, M musculus;
Kazal type 5 (SPINK5) R Norvegicus
13 Serine peptidase inhibitor, NP_066925  compound inhibitor, IB, 12 Espermatocitos préstata, H sapiens; B taurus; M musculus;  [16]
Kunitz type (SPINT2) testiculo, epididimo R norvegicus
14 Serine protease inhibitor, NP_066937 1A, 11 Préstata, testiculo, H sapiens; R norvegicus; [17]
Kazal type, 2 (acrosin-trypsin espermatocito esperméatide M musculus
inhibitor) (SPINK2) redonda
15 Serine protease inhibitor NP_033284 1A, 11 Prostata, vesisula seminal H. sapiens; M. musculus;
Kazal type 3 (SPINK3, prostatic R. Norvegicus
secretory glycoprotein, P12)
16 Serine protease inhibitor, Mm.99613 IA, 11 Epididimo, vesicula M. musculus [18]
Kazal types, (SPINK8, 10,11y12) Mm.312675 seminal
Mm. 117440
Mm.99782
17 Serine protease inhibitor-like, Q9DAO1 compound inhibitor, IB, Tracto genital, epididimo H sapiens; R norvegicus;
with Kunitz and WAP domains 1 [2/IP117 M musculus;
(EPPIN) (SPINLW1) B taurus
18 Serpin peptidase inhibitor, P05154 D, 14 Préstata, testiculo M. musculus; H. sapiens; [19]
clade A (a-1 antiproteinase, R. Norvegicus
antitrypsin), member 5
(SERPINAS).
Homologous to PCI, PAI3
(Acrosomal serine protease
inhibitor).
19 Serpin peptidase inhibitor, BX161449.1 D, 14 Prostata, testiculo M. musculus; H. sapiens;
clade A (alpha-1 antiproteinase, R. norvegicus
antitrypsin), member 1
(SERPINAT)
20 Serine (or cysteine) peptidase NM002639 D, 14 Epididimo M. musculus [20]
inhibitor, clade B, member 5 H. sapiens

(SERPINBS)

Busqueda in silico de inhibidores de serina proteasas presentes en el tracto reproductor de mamiferos en 4 bases de datos: Protein NCBI, Unigene NCBI, Ensembl y
MGlI. Clasificacion de acuerdo a las familias MEROPS o los dominios Pfam. Se utiliz la nomenclatura de UniGene.
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Discusién

La presencia de inhibidores de serina proteasas
en plasma seminal (PS) y secreciones de gldndulas
accesorias ha sido reportada en muchas especies de
mamiferos.?! En este trabajo se utilizaron herra-
mientas experimentales y bioinformdticas para la
busqueda de inhibidores de serina proteasas que
se expresan en los tejidos cuyas secreciones com-
ponen el fluido seminal del ratén. Se identificaron
los 6rganos con mayor actividad inhibitoria sobre
tripsina y proteasas enddgenas de espermatozoi-
des, y mediante diferentes técnicas experimenta-
les se realizé la busqueda de inhibidores de serina
proteasas en dichas fracciones: vesicula seminal
(VS), prostata (P) y epididimo (E) de ratén. Se
identificaron mediante electroforesis en 1D o 2D
y posterior andlisis por espectrometria de masa los
inhibidores: Peptidase inhibitor 16 (Pil6) en E y
seminal vesicle protein 1V (SVS4) y Serin protease
inhibitor Kazal type I1I (SPINK3) en VS. Esta dlti-
ma fue identificada también al analizar la fraccién
retenida de VS mediante cromatografia de afini-
dad tripsina-agarosa.

Nuestros abordajes experimentales no fueron
capaces de detectar la totalidad de inhibidores de
serina proteasas reportados en las bases electréni-
cas de datos, aunque, por otro lado, nos permi-
tieron identificar dos proteinas no predichas en la
busqueda 7 silico.

La proteina peptidase inhibitor 16, también co-
nocida como cysteine-rich protease inbibitor, forma
parte de la superfamilia de proteinas CAP de mami-
feros. En ratén su presencia sélo se ha detectado en
piel y aorta, con bajos niveles en tejido adiposo.” Sin
embargo, este es el primer reporte de peptidase inhi-
bitor 16 en epididimo, aunque la proteina identifi-
cada por nosotros difiere en masa molecular y punto
isoeléctrico respecto de lo demostrado para esta mo-
lécula. Todavia no se ha reportado si esta proteina
tiene actividad como inhibidor de proteasas.” Sin
embargo, podria considerarse un inhibidor putativo
de proteasas ya que posee un dominio rico en cistei-
nas y ademds estarfa relacionado con el bloqueo de
canales de calcio.” Por otra parte, SVS4 identificada
en este trabajo como una proteina de PM 11,957
kDa (GI 201102), no tiene actividad inhibitoria de-
mostrada, sin embargo, estd incluida en un cluster de
genes que contienen motivos WFDC presentes en
algunos inhibidores de serina proteasas.

No obstante, el inhibidor de serina proteasas
SPINK3, también denominado P12, caltrin I o
PSTI1 (pancreatic secretory inhibitor 1), estd mu-
cho mds caracterizado. Se conoce que SPINK3,
sintetizado en la VS bajo regulacién de testoste-
rona,” es secretado al plasma seminal al momen-
to de la eyaculacién con el resto del contenido de
esta gldndula y se une luego a la superficie de es-
permatozoides eyaculados.” Las secreciones de la
VS representan la mayor proporcion del PS y la
remocién de la glindula reduce en gran parte la
fertilidad.”*

Ademds de poseer caracteristicas que definen
a SPINK3 como un inhibidor de serina proteasas
(posee actividad inhibitoria sobre proteasas de tipo
tripsina), se une a la regién acrosomal de la cabe-
za de espermatozoides y es considerado un factor
discapacitante ya que inhibe la incorporacién de
aproximadamente entre 30% y 50% del Ca™ ex-
tracelular.”?" Algunos trabajos han sefialado que
los inhibidores de 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 espermdtica durante
la capacitacién.’® Sin embargo, nuestro grupo no
pudo detectar la presencia de SPINK3 en mues-
tras de plasma seminal (datos no mostrados), tal
como estd descripto.”” Por otra parte, ain no se
conocen los mecanismos moleculares mediante los
cuales este putativo factor decapacitante regularia
la capacitacién espermdtica.

Si bien se sabe que SPINK3 disminuye los ni-
veles de reaccion acrosomal dada la inhibicién de
la entrada de calcio,”? se ha demostrado que la ac-
tividad inhibitoria de tipo tripsina reportada para
este inhibidor serfa independiente de su rol en los
procesos fisiolégicos espermdticos que regula me-
diante la reduccién de los niveles de 6xido nitrico
enddgeno.” Asi, SPINK3, secretada desde la VS,
es considerada una proteina multifuncional ya que
tiene dos actividades reportadas. Por un lado, la
actividad inhibitoria de serina proteasa, la cual adn
no ha sido bien caracterizada ni se conoce la pro-
teina blanco sobre la que SPINK3 estaria actuan-
do. Por otro, la actividad de tipo caltrin que podria
considerarse un importante punto de regulacién
en las cascadas de senalizacion espermdtica man-
teniendo al espermatozoide en un estado latente
hasta el momento de la reaccién con el ovocito.
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La utilizacién del modelo de ratones ha per-

mitido la obtencién de mutantes en genes que
codifican proteinas requeridas para mantener la
capacidad reproductiva del macho.* Sin embargo,
hay poca informacién disponible sobre el rol de
proteinas que se expresan en glindulas accesorias.
Entre las proteinas encontradas en el tracto mas-
culino de humanos y roedores se encuentran pro-
teasas espermdticas y secretorias.”>?>* Su funcién
precisa es desconocida por lo que el conocimiento
del o los inhibidores que las regulan es importante
para comprender su rol en la reproduccién.
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