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ROL FUNCIONAL DE LA PROTEINA REGULADORA DE LA ESTEROIDOGENESIS AGUDA (StAR)
EN EL CUERPO LUTEO HUMANO
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La sintesis de progesterona por el cuerpo liteo humano
(CL) controla la ciclicidad menstrual, el establecimiento y
mantencion del embarazo inicial. La produccion esteroidal
litea depende primariamente de LH, via cAMP/proteina
kinasa A (PKA). StAR es una fosfoproteina dependiente de
c/AMP, que regula la translocacion intra-mitocondrial del
colesterol, siendo el paso limitante en la biosintesis
esteroidal. En el ovario humano, el gen y la proteina de la
StAR se expresan en las células tecales desde etapas tem-
pranas del desarrollo folicular, sin embargo, las células de
la granulosa comienzan a expresar los transcritos de StAR
y proteina posterior al pico de LH y durante la fase lutea
inicial e intermedia experimentando un declinar progresivo
en la fase lGtea tardia y en el CL de regresion. Simultanea-
mente, hemos evaluado la expresion temporal de otras pro-
teina involucradas en la biosintesis de P4 ( Adrenoxin,
P450scc y 33-HSD) en el CL durante la fase lutea. Sin em-
bargo, entre todas estas proteinas, la StAR es la Unica que
declina en forma significativa en fase ldtea tardia, sugirien-
do un rol critico de StAR en la reduccion de la sintesis de
P4. La administracion de hCG durante la fase lutea
incrementa la expresion del MRNA de StAR y su proteina
ademas de la sintesis de P4 de CL durante la fase Iitea
media y tardia. Esta estimulacion sefiala que StAR es un
componente importante en el rescate de la funcion ltea en

el ciclo concepcional. La administracion de GnRH antago-
nista (2 mg s/c) en fase litea produce a las 2 h una dismi-
nucion significativa de LH seguida de una reduccion a las 6
h de P4. Este descenso agudo en la esteroidogénesis no
se asocia a una reduccion del mMRNA de la StAR y su pro-
teina en las primeras h posterior a la administracion de
GnRH. Una reduccion significativa en el mRNA (50%) y de
su proteina 30 kDa (30%) se observa a las 24-48 hrs. El
analisis de homogeneizados de CL intermedio por
electroforesis 2D revela la expresion de 4 isoformas de StAR.
Las formas mas acidicas representan la especies
fosforiladas y posiblemente las mas activas, las cuales dis-
minuyen al ser tratadas in vivo con GnRH Antagonista. En
resumen, se sugiere que la disminucién de la
esteroidogénesis durante la fase IUtea tardia es una re-
sultante de la disminucion de la expresion de StAR. A su
vez la aguda reduccion en la esteroidogénesis posterior
a la administracion de GnRH probablemente se asocia a
una disminucion en la fosforilacion de la StAR. Estas ob-
servaciones demuestran que tanto la transcripcion de la
StAR como modificaciones post traslacién controlan la ac-
tividad de la StAR en el CL y determina el potencial del CI
para producir P4
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MECANISMO DE FUSION DE MEMBRANAS DURANTE LA EXOCITOSIS ACROSOMAL
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La fertilizacion es el proceso por el cual las gametas
femenina (ovocito) y masculina (espermatozoide) se unen
para generar un nuevo individuo. La cabeza del esper-
matozoide contiene una gran vesicula secretoria deno-

minada acrosoma. La fusién regulada de la membrana
de esta vesicula con la membrana plasmatica tiene lu-
gar durante la reaccion acrosémica (RA), requerimiento
absoluto para la penetracion de la zona peldcida por el
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espermatozoide y por ende, la fertilizacién. La exocitosis
es un complejo proceso de fusién de membranas alta-
mente regulado consistente en multiples etapas que se
inicia con la movilizacién de la vesicula a exocitar hacia
la periferia celular. Alli, se produce una asociacion laxa
entre las membranas de la vesicula y la plasmatica, se-
guida por la activacion de la maquinaria de fusion y el
posterior anclaje de la vesicula a la membrana plasmatica
en el punto donde sucedera la fusion. Una sefial de cal-
cio culmina el ciclo, conduciendo a la apertura del poro.
En todas las células exociticas, la fusion de membranas
es gobernada por GTPasas de la familia rab, las
chaperonas «-SNAP y NSF, las proteinas de fusién
SNARE y el sensor de calcio sinaptotagmina. Por medio
de un modelo de permeabilizacién con estreptolisina O
(SLO) desarrollado en nuestro laboratorio hemos demos-
trado que, como sucede en células somaticas, el calcio
es un mediador esencial de la de exocitosis acrosomal
en espermatozoides humanos. Asimismo, hemos en-
contrado un rol para las proteinas de fusién Rab3A «-
SNAP, NSFy la superfamilia SNARE y las proteinas que
unen calcio sinaptotagmina VI y calmodulina en la RA.
También hemos demostrado que el acrosoma se com-
porta como una organela de almacenamiento de calcio,
donde Rab3 promueve el eflujo de este ion a través de
canales sensibles al IP,. Un aspecto actualmente en
estudio es el de la interrelacion entre las cascadas men-
cionadas y las vias reguladas por el segundo mensajero
adenosin-3',5'-monofosfato ciclico (AMPc). En
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espermatozoides no permeabilizados el AMPc induce la
RA activando la PKA, quien a su vez abre canales de
calcio en la membrana plasmatica. A pesar de que este
comportamiento no se observaria en espermatozoides
tatados con SLO, reactivos que aumentan el AMPc dis-
paran la RA en estas células, la cual es resistente a
inhibidores de PKA. Por lo tanto, proponemos una via
alternativa, PKA-independiente, de transduccién de se-
flales mediadas por el AMPc en la RA. La misma seria
dependiente de Epac, un factor intercambiador de
nucleétidos de guanina para las proteinas Rap que une
y se activa por AMPc. Primero, presentamos evidencias
de la presencia de Epac en espermatozoides humanos
por Western blot e inmunofluorescencia. Segundo, la
estimulacién con el analogo selectivo para Epac 8-pCPT-
2'-O-Me-cAMP induce exocitosis per se. Esta exocitosis
mantiene el requerimiento de toda la maquinaria de fu-
sién (Rab3, «-SNAP/NSF, SNARESs) activa. Tercero,
anticuerpos anti-Epac bloquean la RA disparada por to-
dos los inductores testeados. Cuarto, la introduccién en
espermatozoides de reactivos que bloquean Rap previe-
ne la RA Enresumen, nuestros resultados sugieren que
la activacion de la via Epac/Rap es necesaria y suficien-
te para desencadenar todos los fenémenos inherentes a
la fusién de membranas durante la exocitosis acrosomal.
El estudio de los mecanismos involucrados abre la exci-
tante perspectiva de desentrafiar el interjuego entre las
cascadas mediadas por segundos mensajeros con las
gue gobiernan la fusion.
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El fendmeno de RNA de interferencia (RNAI) es un
mecanismo post-transcripcional de silenciamiento de
genes altamente conservado en los reinos vegetal y ani-
mal. El proceso es iniciado por moléculas de RNA de
doble cadena (dsRNA) y conduce a la degradacion de
RNA mensajeros cuya secuencia sea homéloga a la del
dsRNA. Este mecanismo se encuentra presente en
ovocitos y embriones preimplantatorios de ratén, donde
la degradacion del RNA mensajero ocurre en forma do-
sis y tiempo-dependiente. En el laboratorio hemos desa-
rrollado un sistema de RNAI transgénico en el cual la
produccién de dsRNA se encuentra bajo el control de un
promotor especifico de ovocito. Usando este sistema
hemos reproducido el fenotipo de los ratones deficien-
tes en el gen Mos, es decir una falla en el arresto de la

segunda division meidtica en metafase Il y la consiguiente
activacion partenogenética. Asimismo, otros cuatro genes
han sido silenciados de esta manera en el laboratorio, lo
cual nos ha permitido estudiar su funcién durante el de-
sarrollo del ovocito, la maduracién meiética, la fertiliza-
cion y el desarrollo embrionario temprano. Utilizando
microarreglos y RT-PCR cuantitativa hemos estudiado
la especificidad del efecto en ovocitos, usando para ello
los ratones transgénicos deficientes en Mos. No obser-
vamos ninguna evidencia de inespecificidad ni de una
respuesta antiviral mediada por interferén, que se han
reportado en algunos sistemas. Por otro lado, realiza-
mos estudios para determinar cual podria ser la funcién
biolégica del RNAI en el ovocito y embrion temprano. En
eucariotas inferiores, el papel principal del RNAi es el de
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proveer un sistema immune primitivo. El RNA de interfe-
rencia se ocupa de silenciar virus o transposones, prote-
giendo de esta manera la integridad genémica del indivi-
duo. En mamiferos, sin embargo, se desconoce cual es la
funcién del RNAI. Los elementos moébiles o transposones
se producen en forma masiva cuando se activa el genoma
embrionario, que en el ratén ocurre en el estadio de dos
células. Para dilucidar si RNAI esté involucrado en restrin-
gir la expresion de estos transposones, inhibimos el me-
canismo de RNAI y estudiamos los niveles de expresion
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de dos retrotransposones (MUERV y IAP) en embriones
de ocho células. La microinyeccion de embriones de una
célula con dsRNA contra Dicer, que es la enzima que ini-
cia el mecanismo, produjo una inhibicién parcial (~50%)
del RNAIi en embriones de 8 células. Al mismo tiempo,
observamos un aumento de un 50% en los niveles de RNA
mensajero para IAP y MUERV. Estos resultados nos per-
miten concluir que una de las funciones del RNAi en em-
briones tempranos de raton seria la de proteger la integri-
dad genodmica de la invasion de secuencias repetitivas.
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Capacitation is a complex series of molecular events
that occurs in sperm after epididymal maturation and
confers on sperm the ability to fertilize an egg. This
process can be mimicked in vitro in defined media, the
composition of which is based on the electrolyte con-
centration of oviductal fluid. In most cases, capacita-
tion media contain energy substrates, such as pyruvate,
lactate and glucose, a cholesterol acceptor (usually se-
rum albumin), NaHCO,, Ca*, low K*, and physiological
Na* concentrations. The mechanism of action by which
these compounds promote capacitation is poorly under-
stood at the molecular level; however, some molecular

events significant to the initiation of capacitation have
been identified. For example, capacitation correlates
with cholesterol efflux from the sperm plasma membrane,
increased membrane fluidity, modulations in intracellu-
lar ion concentrations, hyperpolarization of the sperm
plasma membrane and a cCAMP-dependent increase in
protein tyrosine phosphorylation. These molecular
events are required for subsequent changes in the sperm
motility pattern and for the induction of the exocytotic
acrosome reaction. This talk will discuss recent progress
that has been made in elucidating mechanisms that regu-
late sperm capacitation.



