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Descripcion: El espermatozoide humano es una célula terminal, muy polarizada cuya
unica funcion es transferir el material genético al ovocito. Para que esto ocurra debe
secretar el contenido de su granulo apical denominado acrosoma. Este proceso se
denomina exocitosis 0 reaccion acrosomal, tiene un mecanismo complejo y esta
altamente regulado.

Objetivo general.

La zona pellcida ovocitaria (ZP) es uno de los inductores fisioldgicos de la exocitosis
acrosomal mas importante. Sin embargo, la cascada de sefializacion que ésta dispara
estd parcialmente descripta y existen numerosos puntos oscuros por develar en este
proceso. La identificacion y caracterizacion de los lipidos que participan en los
procesos de fusion de membranas en la exocitosis ha comenzado hace pocos afios, asi
como la integracion de los mismos con la maquinaria proteica que participa en este
proceso. Por esa razon el objetivo general de esta propuesta consistira en investigar
especificamente los mecanismos moleculares de la exocitosis acrosomal del
espermatozoide humano inducida por ZP que involucren lipidos.

Obijetivos especificos.

1- Evaluar si existe conexion entre la via de sefializacion disparada por ZP y la
inducida por esfingosina 1-fosfato (S1P) (Suhaiman et al, 2010) mediante ensayos de
exocitosis acrosomal analizando la participacién de los distintos receptores.

2- Determinar si la exocitosis acrosomal inducida por ZP regula la sintesis de
diferentes esfingolipidos bioactivos (esfingosina 1-fosfato, ceramida 1-fosfato)
(Suhaiman et al, 2010; Vaquer, Suhaiman et al, 2020; Belmonte et al, 2016)
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La disponibilidad de ZP humana es muy limitada y requiere la obtencion y separacion
de las glicoproteinas para analizar el efecto de cada una de ellas. EI Unico grupo en el
mundo que produce ZP humana recombinante en células eucariotas de insecto con la
actividad bioldgica especifica esperada es el de la Dra. Chirinos del Centro de
Investigacion Biomedica, Inst. Nac. de Ciencias Medicas y Nutricion Salvador
Zubirén, DF, Mexico. Nuestro laboratorio mantiene una colaboracion activa con este
centro por lo tanto contamos con la glicoproteina humana recombinante. Este
proyecto implica el aprendizaje de las siguientes tecnicas: Western blot,
inmunofluorescencia indirecta, citometria de flujo, manejo de microscopios opticos,
de fluorescencia, confocal y electronicos. Ensayos de exocitosis o funcionales usando
tincién con lectina de Pisum sativun acoplada a un fluoréforo. Se realizaran ensayos
funcionales (de exocitosis) en espermatozoides humanos como se describe en
(Suhaiman et al, 2021). Se evaluard el estado del acrosoma contando los
espermatozoides tefiidos con lectina de Pisum sativum acoplada a fluoresceina en
microscopio de fluorescencia o por citometria de flujo. Western blotting e
inmunofluorescencia. Estas metodologias seran utilizadas para detectar la presencia
ylo localizacion de determinadas proteinas en los espermatozoides humanos.
Espectrofluorometria. La dinamica del calcio intracelular se medira con sondas
fluorescentes sensibles a los cambios de concentracion de dicho ion y sera
monitoreada por espectrofluorometria en tiempo real segun la metodologia descrita
en nuestras publicaciones (Lopez, Pelletan et al, 2012 y Pelletan et al, 2015)
Mediciones de calcio en células vivas, en tiempo real con alta resolucion espacial y
temporal como se describe en nuestras publicaciones (Lopez, Pelletan et al, 2012 y
Pelletan et al, 2015).



