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Resumen

Los inhibidores de serina proteasas modulan la fi-
siología espermática 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 glándulas accesorias del sistema re-
productor masculino se realizó la búsqueda de in-
hibidores de serina proteasas en distintos órganos de 
ratón. A partir de fracciones enriquecidas en activi-
dad inhibitoria tanto de tripsina como de protea-
sas espermáticas provenientes de órganos y glándulas 
accesorias de ratones machos, se seleccionaron aque-
llos tejidos con mayor actividad (vesícula seminal 
y epidídimo). Se emplearon distintas herramientas 
de proteómica para analizar estas fracciones, como 
cromatografía de afinidad y electroforesis en 1 y 2 
dimensiones seguidas por espectrometría de masa. 
Este conjunto de metodologías permitió la identifi-
cación de SVS IV y SPINK3 en vesícula seminal, 
además de PI16 en epidídimo. Por otro lado, se rea-
lizó una búsqueda in silico de inhibidores de serina 
proteasas a partir de 4 bases de datos cuya expresión 
se ha predicho o detectado en el tracto reproductor 
masculino. Los 20 inhibidores de tripsina/quimo-
tripsina que se encontraron se clasificaron según las 
familias MEROPS o los dominios Pfam. Los resul-
tados de ambas estrategias fueron complementarios.

Palabras claves. Inhibidores de serina proteasas, es-
permatozoide, glándulas sexuales, reproducción. 

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 
found 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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Introducción

El estudio de la infertilidad masculina ha pro-
piciado la realización de trabajos de investigación 
que permitan comprender las bases celulares y 
moleculares de la fisiología espermática. Existen 
dos factores claves que determinan el potencial re-
productivo en el hombre: la eficiencia de la esper-
matogénesis y el funcionamiento de las glándulas 
accesorias. Por otro lado, se conoce que la adquisi-
ción de la capacidad fertilizante del espermatozoi-
de depende de procesos fisiológicos denominados 
maduración y capacitación espermática.1-3 La re-
gulación de estos procesos está dada por modifica-
ciones postraduccionales de proteínas pre-existen-
tes o por la adquisición y remoción de proteínas 
en la superficie espermática, provenientes de se-
creciones del conducto masculino y de las glán-
dulas accesorias a medida que el espermatozoide 
transita por el tracto reproductor masculino.4 La 
remoción de moléculas de la superficie espermá-
tica ocurre en el tracto reproductor femenino, 
iniciando así la capacitación, evento que regula la 
señalización espermática.3 La capacitación del es-
permatozoide se completa tras un proceso que in-
volucra diversos cambios moleculares, desencade-
nados por la presencia de altas concentraciones de 
HCO3- y Ca2+ tanto en el fluido seminal como en 
el tracto reproductor de la hembra, a la vez que se 
produce una inmediata activación de la motilidad 
flagelar. El movimiento transmembrana de estos 
iones regula diferentes vías incluyendo el aumento 
del pH intracelular y vías dependientes de Ca2+.5

Existen en el plasma seminal y en las secre-
ciones de las glándulas accesorias inhibidores de 
serina proteasas que a su vez tienen actividad de 
tipo caltrin (inhibidor de transporte de Ca+2) y se 
cree que pueden regular la capacitación median-
te mecanismos moleculares aún no conocidos. La 
existencia de los inhibidores de serina proteasas en 
las glándulas sexuales masculinas de mamíferos ha 
sido reportada,6,7 sin embargo, aun cuando las se-
rina proteasas están ampliamente distribuidas en la 
cabeza del espermatozoide y se ha demostrado que 
la fertilización se inhibe en presencia de inhibido-
res de serina proteasas exógenos,6 las bases molecu-
lares de esta regulación no han sido elucidadas y se 
desconoce si existe una relación entre la actividad 
inhibitoria de proteasas y la regulación del calcio.

Los inhibidores de serina proteasas son pro-
teínas ricas en puentes disulfuro, de cadena corta 
(3-21 kDa) con excepción de las serpinas que per-

tenecen a una clase particular de inhibidores cuyas 
masas están entre los 45 y 55 kDa. Se clasifican en 
tres grupos (canónicos, no canónicos y serpinas) 
dependiendo de su mecanismo de acción8 y en 20 
familias, en base a su homología estructural con 
proteínas ya caracterizadas.9

El objetivo de este trabajo fue el estudio de inhi-
bidores de serina proteasas presentes en fracciones 
proteicas de glándulas accesorias del tracto repro-
ductor masculino utilizando el modelo de ratón. 
Para ello se empleó un abordaje de proteómica uti-
lizando fracciones de tejidos del tracto reproductor 
de ratones machos enriquecidas en actividad in-
hibitoria contra tripsina y proteasas espermáticas, 
complementado con un análisis in silico.

Materiales y métodos

Material biológico
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 fotoperíodo de 12 
horas luz/12 horas oscuridad, a los que se les su-
ministró alimento balanceado y agua ad- libitum. 
Los protocolos experimentales están aprobados 
por el Comité de Ética 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-
ción cervical e inmediatamente se removieron los 
epidídimos (E), la vesícula seminal (VS), próstata 
(P) y testículo (Te). Los órganos se cortaron en 
segmentos de 0.5 cm2, se sumergieron en solución 
RNAlater® (Ambion) y se conservaron a -80° C 
hasta su utilización.

Obtención de extractos enriquecidos en proteínas 
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 relación de 1.5 μl/
mg de tejido y luego se realizaron homogenatos 
empleando el homogeneizador IKAWERKE T10 
basic Ultra-Turrax® con el elemento de dispersión 
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 ≥50 kDa (Biopore) 
y la fracción no retenida (<50 kDa) fue concen-
trada a través de membranas de 3 kDa de corte 
(Biopore), obteniendo una fracción de proteínas 
en un rango de 3-50 kDa. 

Cuantificación de la actividad inhibitoria sobre 
serina proteasas

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

Medición de la actividad inhibitoria sobre pro-
teasas espermáticas: extractos totales (2 μg) y frac-
ciones enriquecidas en proteínas de 3-50 kDa (2 
μg) se incubaron durante 16 hs a 37º C, con un 
extracto proteico de espermatozoides capacitados y 
no capacitados obtenidos a partir de 0.4x106 células 
como fuente de enzima y 0.5% de azocaseina como 
sustrato en 0.1 M buffer Tris HCl pH 8. 

Se usaron como control 10 μg de inhibidor de 
tripsina de soja (SBTI), 5 mM benzamidina o 3 μM 
α-1-antitripsina. Las reacciones de detuvieron con 
10% TCA y la actividad se cuantificó como la Abs-
335nm en la fracción TCA soluble. Una unidad de 
actividad proteolítica se definió como la cantidad 
de proteasa que produce un ΔAbs 335 nm = 1.

Cromatografía de afinidad tripsina agarosa
Proteínas de cada extracto proveniente de los 

diferentes tejidos (500 μg, 3-50 kDa) se incuba-
ron over night con 200 μl de matriz (Sigma, T 
0677) equilibrada con 0.1 M Tris-HCl pH 7.5 
a 4º C en un volumen final de 400 μl. Luego se 
recuperó el excedente y se eliminaron las proteínas 
no retenidas lavando la matriz con 20 volúmenes 
de buffer de equilibrio. Finalmente, se realizaron 
tres eluciones sucesivas con 200 μl de buffer 0.1 M 
glicina- HCl pH 2.2; se neutralizaron con 5 μl de 
2M Tris HCl pH 9 y dichas fracciones se juntaron 
en una sola fracción (fracción retenida).

SDS-PAGE
Se realizó de acuerdo a la técnica descripta por 

Laemmli.10 El porcentaje de acrilamida usado fue 
de 15% (p/v). La electroforesis se corrió a 20 mA 
por gel. Las proteínas fueron teñidas con Coomassie 
blue coloidal (SimplyBlueTM SafeStain, Invitrogen).

Electroforesis en dos dimensiones

Brevemente, alícuotas de fracciones de epi-
dídimo y vesícula seminal conteniendo 200 μg 
de proteínas se precipitaron con un volumen de 
100% acetona fría 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 realizó 
un lavado con 100% de acetona, se centrifugó y 
secó. Dado que la pérdida en masa de proteínas 
luego de la precipitación es del 50%, cada alícuota 
contenía aproximadamente 100 μg de proteínas. 
Las proteínas precipitadas se suspendieron en 125 
μl de buffer de rehidratación [8 M urea, 2% p/v 
CHAPS, 18 mM Dithiothreitol (DTT), 0.5% v/v 
IPG-buffer y azul de bromofenol].

Primera dimensión: Las muestras conteniendo 
100 μg de proteínas fueron sembradas durante la 
rehidratación (12 hs a temperatura ambiente) en 
tiras de 7 cm con un rango de pH 3-10 (Immobi-
line DryStryp, GE). El isoelectroenfoque se llevó a 
cabo en un equipo Ettan IPGPhor (GE, Health-
care) según 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-
lización. Además de las muestras, se sembró una 
tira con un estándar de peso molecular en un ran-
go 17.000-89.000 Da y punto isoeléctrico entre 
7.6-3.8 (M3411-1VL, Sigma-Aldrich) según las 
indicaciones del fabricante.

Segunda dimensión: Previo a la electroforesis, 
las tiras fueron incubadas en 8 ml de buffer de 
equilibrio [50 mM Tris-HCl 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 
dimensión 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 solución 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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Identificación de proteínas por espectrometría 
de masa

Las proteínas obtenidas en la fracción reteni-
da de la cromatografía de afinidad tripsina agarosa 
y los spots que fueron escindidos de los geles en 
dos dimensiones, se identificaron mediante espec-
trometría de masa. Las muestras fueron enviadas 
al CEQUIBIEM (Centro de estudios Químicos 
y Biológicos por espectrometría MALDI-TOF), 
Departamento de Química Biológica, Facultad de 
Ciencias Exactas y Naturales-UBA. Allí, los frag-
mentos escindidos del gel fueron decolorados con 
10 mM NH4CO3H en acetonitrilo al 50%. Las 
piezas de gel se dejaron secar al aire y posteriormen-
te se redujeron las proteínas presentes con 10 mM 
DTT y se alquilaron con 55 mM iodoacetamida, 
ambos en 50 mM NH4CO3H. Los fragmentos de 
gel fueron deshidratados con acetonitrilo y rehi-
dratados con el mínimo volumen posible del buffer 
de digestión que contiene 10 ng/μl tripsina en 50 
mM NH4CO3H. La digestión se realizó durante 
toda la noche con incubación a 37° C. Los pép-
tidos fueron recobrados de la mezcla de digestión 
y posteriormente extraídos y sonicados con 30% 
de acetonitrilo y 0.1% de ácido trifluoroacético 
(TFA). El extracto peptídico resultante se concen-
tró en Speed Vac®, se re-disolvió por sonicación en 
una solución de la matriz constituida por 3 mg/ml 
de ácido α-Ciano-4- Hidroxicinámico disuelto en 
70% de acetonitrilo y 0.1% de TFA.

Luego, las muestras peptídicas fueron anali-
zadas en modo TOF-MS y TOFMS/MS en un 
equipo MALDI - TOF Ultraflex II con un lá-
ser YAG de 355 nm a una tasa de repetición 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).

Búsqueda in silico de inhibidores de serina 
proteasas

Se realizó una búsqueda in silico de inhibidores 
de serina proteasas presentes en órganos y glán-
dulas accesorias del tracto reproductor de Mus 
musculus empleando la información 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/).

Análisis estadístico

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

Resultados

Obtención de fracciones enriquecidas en inhibidores 
de serina proteasas

Se llevó a cabo la caracterización de las frac-
ciones de bajo peso molecular conteniendo inhi-
bidores de serina proteasas en órganos del aparato 
reproductor en ratones machos. Dado que los in-
hibidores de proteasas son generalmente molécu-
las de pequeño tamaño, se seleccionaron las pro-
teínas en un rango de PM 3-50 kDa a partir de 
fracciones proteicas de vesícula seminal (VS), epi-
dídimo (E), testículo (Te) y próstata (P) de ratón. 
Se midió la capacidad de estas fracciones de bajo 
PM de inhibir la actividad de tripsina y se compa-
ró con la de los extractos proteicos totales (T). Se 
observó que las fracciones de bajo peso molecular 
presentaban un porcentaje mayor de actividad so-
bre tripsina en comparación a las respectivas frac-
ciones totales, confirmándose el enriquecimiento 
en actividad inhibitoria de las fracciones de bajo 
peso molecular (Figura 1), a excepción de la frac-
ción de testículo que no presentó actividad inhi-
bitoria.

Figura 1. Actividad inhibitoria sobre tripsina de las frac-
ciones de bajo peso molecular.

Se determinó la capacidad de los inhibidores de reducir la actividad de tripsina 
sobre azocaseina. Las muestras ensayadas corresponden a la fracción total (T) y 
a la fracción de 3-50 kDa de vesícula seminal (VS), próstata (P), epidídimo (E) y 
testículo (Te) de Mus musculus. Los resultados se expresaron como porcentaje de 
inhibición: se consideró el 100% a la actividad de tripsina, siendo el porcentaje 
de inhibición = 100% - porcentaje de actividad observada en presencia de 
las distintas fracciones. Una unidad de actividad proteolítica se definió como 
la cantidad de tripsina que produce un ΔAbs 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 observó que la mayor activi-
dad inhibitoria sobre proteasas espermáticas tanto 
en espermatozoides capacitados como no capa-
citados se encontró también en las fracciones de 
proteínas de bajo peso molecular (Figura 2 A y 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 fertilización.11 Si bien como 
era esperable la actividad proteolítica fue más alta 
en espermatozoides capacitados respecto de los no 
capacitados (datos no mostrados), los porcentajes 
de inhibición observados fueron similares a excep-
ción de la fracción de bajo peso molecular de E, 
que fue más efectiva sobre la actividad proteolítica 
de espermatozoides capacitados (Figura 2A).

La mayor actividad inhibitoria sobre ambos ti-
pos de actividad proteolítica se observó en la VS, 
P y E (Figuras 1 y 2), sugiriendo que serían los ór-
ganos más ricos en inhibidores de serina proteasas. 

Identificación 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 cromatografía de afinidad tripsina-
agarosa. La fracción retenida en cada columna se 
analizó mediante huella peptídica identificándose 
en la fracción 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 
fragmentación de sus péptidos mayoritarios (MS/
MS) (Figura 3). 

Empleando la misma metodología se anali-
zaron las 4 bandas mayoritarias contenidas en la 
fracción completa de bajo peso molecular de VS 
(Figura 4). Mediante huella peptídica y confir-
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Figura 2. Actividad inhibitoria de las fracciones de bajo PM e inhibidores comerciales sobre proteasas endógenas de esper-
matozoides capacitados (A) y no capacitados (B). 

Actividad inhibitoria de la fracción total (T) y la fracción de 3-50 kDa de vesícula seminal (VS), próstata (P), epidídimo (E) y testículo (Te) de ratón sobre proteasas 
espermáticas. Extractos se incubaron con azocaseina. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibición considerando como se describió en la Figura 1. 
Recuadro. Actividad inhibitoria de inhibidores comerciales: SBTI, benzamidina, a-1 antitripsina. Una unidad de actividad proteolítica se definió como la cantidad de 
proteasa que produce un ΔAbs 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. Identificación de la banda de la fracción rete-
nida del extracto VS (3-50 kDa) a través de la columna 
de afinidad. 

Figura 4. Secuenciación de las bandas de la fracción de 
bajo PM del extracto VS (3-50kDa) identificadas a partir 
del SDS-PAGE. 

A) SDS-PAGE de las distintas fracciones de la columna de tripsina-agarosa. L0: 
excedente de proteínas sembradas en la columna; L1-2 y L3-4: fracciones no 
retenidas obtenidas de sucesivos lavados de la matriz; E: fracción retenida. Se 
recuadró en blanco la banda secuenciada. B) Resultado de la fragmentación 
de los péptidos (MS/MS). La secuencia en negrita subrayada corresponde a los 
péptidos identificados.

A) Se marcaron con recuadros blancos numerados del 1 al 4 las proteínas 
seleccionadas. B) Resultado del análisis de la fragmentación de los péptidos (MS/
MS) de las bandas 1, 2, 3 y 4. La secuencia en negrita y subrayada representa 
los péptidos identificados. mación de las secuencias por MS/MS de la frac-

ción comprendida entre 3-50 kDa del extracto 
de proteínas de VS se identificó al precursor de 
la proteína de vesícula seminal IV (SVS IV, GI 
201102) con peso molecular de 11,957 kDa. La 
actividad inhibitoria de esta proteína no ha sido 
demostrada, sin embargo, se sabe que está inclui-
da en un cluster de genes que contienen motivos 
WFDC, presentes en algunos inhibidores de se-
rina proteasas. No se pudieron identificar proteí-
nas en P y E por esta metodología.

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

En las muestras de proteínas de VS de ratón 

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

En las muestras proteicas provenientes de E se 
observaron 7 spots en un rango de pI 4-6 y de PM 
17 kDa->38 kDa (Figura 5B). El análisis por huella 
peptídica de los mismos permitió la identificación 

A
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de un spot con pIobs ~5 y PMobs 24 kDa como 
la proteína Peptidase inhibitor 16, también conocida 
como cysteine-rich protease inhibitor, aunque su pI 
teórico es de 4.63 y su PM teórico 44.500 daltons 
(Figura 5B). No se obtuvieron resultados a partir de 
la fracción de P.

Búsqueda in silico de inhibidores de serina proteasas
A partir de la búsqueda in silico de inhibido-

res de serina proteasas para la cual se empleó in-
formación de las bases de datos de Protein NCBI, 
Unigene NCBI, Ensembl y MGI; se encontraron 
20 inhibidores de serina proteasa cuya expresión 
está predicha en algún órgano o glándula acceso-
ria del tracto reproductor, varios de ellos presen-
tes en próstata, epidídimo y/o vesícula seminal de 

ratón, humano y/o rata (Tabla I). De la totali-
dad de los inhibidores encontrados sólo 9 fueron 
identificados experimentalmente (Tabla I, última 
columna). Uno de los inhibidores de serina pro-
teasa presente en vesícula seminal, SPINK3, que 
fue encontrado con la búsqueda in silico (Tabla 
I, # 15), coincidió con la identificación realizada 
a través de espectrometría de masa de uno de los 
inhibidores de la fracción 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 
búsqueda in silico no mostró que la expresión de 
la proteína PI16 hallada en este trabajo mediante 
electroforesis bidimensional estuviese predicha en 
epidídimo. 

Figura 5. Electroforesis bidimensional de fracciones enriquecidas en proteínas entre 3 y 50 kDa a partir de vesícula 
seminal y epidídimo de ratón. 

Proteínas obtenidas a partir de VS (A) y E (B) de ratón fueron sembradas en tiras de 7 cm con un rango de pH de 3-10 para el isoelectroenfoque. En la segunda dimensión 
las tiras fueron separadas por SDS-PAGE. Los spots detectados (Flecha) fueron analizados por espectrometría de masa. Los geles fueron teñidos con Coomasie Blue 
Coloidal (R250). Se indican los valores de PM (kDa) a la derecha y los valores de pI en la parte superior de cada gel. Las figuras son representativas de tres réplicas de cada 
muestra. C) Resultado del análisis de la huella peptídica (MS) del spot identificado en epidídimo (MS). Las secuencias en negrita representan los péptidos identificados. 

C
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Tabla 1. Lista de inhibidores de tipo tripsina/quimotripsina. 

Búsqueda in silico de inhibidores de serina proteasas presentes en el tracto reproductor de mamíferos en 4 bases de datos: Protein NCBI, Unigene NCBI, Ensembl y 
MGI. Clasificación de acuerdo a las familias MEROPS o los dominios Pfam. Se utilizó la nomenclatura de UniGene. 
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Discusión

La presencia de inhibidores de serina proteasas 
en plasma seminal (PS) y secreciones de glándulas 
accesorias ha sido reportada en muchas especies de 
mamíferos.6,21 En este trabajo se utilizaron herra-
mientas experimentales y bioinformáticas para la 
búsqueda de inhibidores de serina proteasas que 
se expresan en los tejidos cuyas secreciones com-
ponen el fluido seminal del ratón. Se identificaron 
los órganos con mayor actividad inhibitoria sobre 
tripsina y proteasas endógenas de espermatozoi-
des, y mediante diferentes técnicas experimenta-
les se realizó la búsqueda de inhibidores de serina 
proteasas en dichas fracciones: vesícula seminal 
(VS), próstata (P) y epidídimo (E) de ratón. Se 
identificaron mediante electroforesis en 1D o 2D 
y posterior análisis por espectrometría de masa los 
inhibidores: Peptidase inhibitor 16 (Pi16) en E y 
seminal vesicle protein IV (SVS4) y Serin protease 
inhibitor Kazal type III (SPINK3) en VS. Esta últi-
ma fue identificada también al analizar la fracción 
retenida de VS mediante cromatografía de afini-
dad tripsina-agarosa. 

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

La proteína peptidase inhibitor 16, también co-
nocida como cysteine-rich protease inhibitor, forma 
parte de la superfamilia de proteínas CAP de mamí-
feros. En ratón su presencia sólo se ha detectado en 
piel y aorta, con bajos niveles en tejido adiposo.22 Sin 
embargo, este es el primer reporte de peptidase inhi-
bitor 16 en epidídimo, aunque la proteína identifi-
cada por nosotros difiere en masa molecular y punto 
isoeléctrico respecto de lo demostrado para esta mo-
lécula. Todavía no se ha reportado si esta proteína 
tiene actividad como inhibidor de proteasas.23 Sin 
embargo, podría considerarse un inhibidor putativo 
de proteasas ya que posee un dominio rico en cisteí-
nas y además estaría relacionado con el bloqueo de 
canales de calcio.23 Por otra parte, SVS4 identificada 
en este trabajo como una proteína de PM 11,957 
kDa (GI 201102), no tiene actividad inhibitoria de-
mostrada, sin embargo, está incluida en un cluster de 
genes que contienen motivos WFDC presentes en 
algunos inhibidores de serina proteasas.24

No obstante, el inhibidor de serina proteasas 
SPINK3, también denominado P12, caltrin I o 
PSTI1 (pancreatic secretory inhibitor 1), está mu-
cho más caracterizado. Se conoce que SPINK3, 
sintetizado en la VS bajo regulación de testoste-
rona,25 es secretado al plasma seminal al momen-
to de la eyaculación con el resto del contenido de 
esta glándula y se une luego a la superficie de es-
permatozoides eyaculados.26 Las secreciones de la 
VS representan la mayor proporción del PS y la 
remoción de la glándula reduce en gran parte la 
fertilidad.27,28 

Además de poseer características que definen 
a SPINK3 como un inhibidor de serina proteasas 
(posee actividad inhibitoria sobre proteasas de tipo 
tripsina), se une a la región acrosomal de la cabe-
za de espermatozoides y es considerado un factor 
discapacitante ya que inhibe la incorporación de 
aproximadamente entre 30% y 50% del Ca+2 ex-
tracelular.29,30 Algunos trabajos han señalado que 
los inhibidores de proteasas del tracto reproductor 
del macho, como es el caso de SPINK3, se unen a 
los espermatozoides durante la eyaculación y son 
removidos de la superficie espermática durante 
la capacitación.31 Sin embargo, nuestro grupo no 
pudo detectar la presencia de SPINK3 en mues-
tras de plasma seminal (datos no mostrados), tal 
como está descripto.32 Por otra parte, aún no se 
conocen los mecanismos moleculares mediante los 
cuales este putativo factor decapacitante regularía 
la capacitación espermática.

Si bien se sabe que SPINK3 disminuye los ni-
veles de reacción acrosomal dada la inhibición de 
la entrada de calcio,29,33 se ha demostrado que la ac-
tividad inhibitoria de tipo tripsina reportada para 
este inhibidor sería independiente de su rol en los 
procesos fisiológicos espermáticos que regula me-
diante la reducción de los niveles de óxido nítrico 
endógeno.29 Así, SPINK3, secretada desde la VS, 
es considerada una proteína multifuncional ya que 
tiene dos actividades reportadas. Por un lado, la 
actividad inhibitoria de serina proteasa, la cual aún 
no ha sido bien caracterizada ni se conoce la pro-
teína blanco sobre la que SPINK3 estaría actuan-
do. Por otro, la actividad de tipo caltrin que podría 
considerarse un importante punto de regulación 
en las cascadas de señalización espermática man-
teniendo al espermatozoide en un estado latente 
hasta el momento de la reacción con el ovocito.
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La utilización del modelo de ratones ha per-
mitido la obtención de mutantes en genes que 
codifican proteínas requeridas para mantener la 
capacidad reproductiva del macho.34 Sin embargo, 
hay poca información disponible sobre el rol de 
proteínas que se expresan en glándulas accesorias. 
Entre las proteínas encontradas en el tracto mas-
culino de humanos y roedores se encuentran pro-
teasas espermáticas y secretorias.25,35,36 Su función 
precisa es desconocida por lo que el conocimiento 
del o los inhibidores que las regulan es importante 
para comprender su rol en la reproducción.
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