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Las proteinas CRISP:
desde la fertilizacion al sistema inmune.

Las proteinas CRISP (Proteinas Secretorias Ricas en Cisteinas) de mamiferos se
encuentran presentes en el tracto reproductor masculino y han sido propuestas como
mediadores del proceso de fertilizacién. En base a ello, y a su alta homologia con las
proteinas PR1 y Ag5 involucradas en el sistema de defensa, el objetivo de esta Tesis
ha sido investigar la relevancia de las CRISP tanto para la fertilidad como para el
sistema inmune. Previos resultados de nuestro grupo indican que los ratones knockout
para la proteina epididimaria CRISP1 (Crisp1”) son fértiles pese a presentar
espermatozoides con una menor capacidad fertilizante. Dado que una mutacién puede
producir fenotipos diferentes segun su fondo genético, evaluamos el fenotipo de los
animales Crisp1” generados en un fondo genético homogéneo. Los resultados
revelaron que los machos presentaron no soélo una desventaja en la fertilidad sino
también nuevos defectos en parametros funcionales de los espermatozoides,
confirmando la importancia de realizar estudios en animales con diversos fondos
genéticos. La proteina testicular CRISP2 participa en el proceso de fertilizacion y ha
sido propuesta como un auto-antigeno capaz de generar orquitis. Con el fin de
investigar su relevancia para la fertilidad, ratas macho y hembra fueron inmunizadas
con CRISP2, observando que esta proteina es capaz de generar una respuesta
inmune especifica en animales de ambos sexos, que no genera orquitis ni
compromete la fertilidad. Estos resultados sugieren que, a diferencia de CRISP1,
CRISP2 no seria un blanco anticonceptivo ni un antigeno responsable de la
inmunoifertilidad. En cuanto a CRISP3, observamos que si bien existen dos isoformas
en el espermatozoide humano, una de las cuales se libera durante la capacitacién y
otra que permanece en el espermatozoide capacitado, esta proteina no actuaria como
factor decapacitante ni seria relevante para la fertilizacién. Finalmente, en lo que
respecta al posible rol de las CRISP en el sistema inmune, observamos que tanto
CRISP3 como su homélogo CRISP1 se expresan en células dendriticas inmaduras y
maduras. Mas aun, el empleo de animales knockout para CRISP1 revel6 que esta
proteina modularia el perfil secretorio de citoquinas de las células dendritricas. En
conjunto, los resultados obtenidos indican la relevancia de las CRISP para la

regulacién tanto de la fertilidad como del sistema inmune.

Palabras claves: Fertilidad, fertilizacién, espermatozoide, CRISP, células
dendriticas



The CRISP proteins:
from fertilization to the immune system.

The CRISP proteins (Cysteine Rich Secretory Proteins), in mammals, are primarily
expressed in the male reproductive tract and have been proposed to participate in the
fertilization process. Based on this, and considering the high homology between the
CRISP proteins and the PR1 y Ag5 proteins involved in the immune system, the
objective of the present thesis was to investigate the relevance of CRISP in fertility and
in the immune system. Previous results from our group indicated that in spite of been
fertile, the CRISP1 knockout mice contain sperm that exhibit a reduced ability to
fertilized eggs. Considering that it has been reported that different phenotypes can
arise from the same mutation depending on the genetic background, we investigated

the phenotype of Crisp1™"

animals of a homogenous background. Results showed that
males exhibited not only a disadvantage in fertility but also new defects on sperm
parameters, confirming the importance of performing studies in animals with different
genetic background. Testicular protein CRISP2 is involved in the fertilization process
and has been proposed as an auto-antigen capable of generate autoimmune orchitis.
With the aim of investigate its relevance for fertility, male and female rats were
immunized with CRISP2. Results showed that this protein is capable of generating a
specific immune response in male and female rats that neither generates autoimmune
orchitis nor compromises fertility. These results suggest that, differently from CRISP1,
CRISP2 would not be a target for immunocontraception or a molecule responsible for
immunoinfertility. About CRISP3, we observed that even though two forms of the
protein exist in human sperm, one of which is released from the sperm during
capacitation and the other one that remains associated with the sperm after the
acrosome reaction, this protein would not behave as a decapacitating factor and would
not be relevant for fertility. Finally, regarding the role of CRISP in the immune system,
we observed that CRISP3 and CRISP1 are expressed in immature and mature
dendritic cells. Moreover, the use of CRISP1 knockout animals revealed that this
protein would modulate cytokine secretion by dendritic cells. Altogether, the results
obtained in the present thesis indicate not only the relevance of the CRISP protein in
the regulation of fertility but also of the immune system.

Keywords: Fertility, fertilization, sperm, CRISP, dendritic cells.
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Introduccion

La fertilizacion es el proceso por el cual dos gametos haploides, el espermatozoide
(gameto masculino) y el ovocito (gameto femenino) se unen para producir un individuo
diploide Unico. Los ovocitos y los espermatozoides presentan, durante el proceso de
fertilizacion, una historia y un comportamiento sumamente diferente. Profundizar
nuestro conocimiento sobre el “didlogo” entre las gametas nos permitira mejorar el
diagnostico y el tratamiento de la infertilidad. M&s aun, se sabe que la poblacion
mundial se encuentra en constante crecimiento, generando ésto la necesidad de

desarrollar nuevos y mejores métodos anticonceptivos.

Por otra parte, las evidencias indican que la fertilizaciébn es el resultado de una
secuencia precisa y ordenada de interacciones celulares, razén por la cual,
caracterizar los mecanismos moleculares involucrados en este proceso podria aportar
al conocimiento general de diferentes procesos celulares (Florman and Ducibella,
2006).

El tracto reproductor femenino

El tracto reproductor femenino estd compuesto por los ovarios, los oviductos, el utero,

el cervix y la vagina (Figura 1).

Oviducto  Utero

Endometrio

Figura 1: El tracto reproductor femenino.

Los ovarios son estructuras anatémicas pares adosadas a la pared posterior de la
cavidad pélvica, compuestos por una zona periférica o corteza, donde se encuentran
las estructuras que contienen a los ovocitos, y una zona central o médula, formada

basicamente por tejido conjuntivo y vasos sanguineos (Austin and Short F.R.S., 1972).



Introduccion

Los ovarios, se encuentran en estrecho contacto con las estructuras de comunicacion
con el ttero, los oviductos en roedores y las trompas de Fallopio en la mujer. La region
del oviducto proximal al ovario, llamada ampulla, es en donde se crea el
microambiente necesario para que ocurra la fertilizacién, en tanto la region distal, el
isthmus, sirve de reservorio de espermatozoides previo a la fertilizacién (Susan
S.Suarez, 2006).

El utero se extiende desde el oviducto y recorre la cavidad abdominal dorsal,
conectandose a la vagina por el cérvix. A diferencia de los ovarios y oviductos que son
estructuras pares, el Utero es una estructura Unica en primates, y bicorne en la
mayoria de los mamiferos. En el caso murino, si bien los cuernos uterinos parecen
estar unidos se mantienen separados por un septo medio y cada uno de ellos
desemboca, por su respectivo conducto cervical, en el extremo superior de la vagina.
Histol6gicamente, las paredes del Utero estan compuestas por tres capas de tejido
diferentes: la externa o serosa, la media muscular o miometrio y la mucosa interna o
endometrio (Ham et al., 1970). Si bien su funcion principal es alojar y favorecer el
desarrollo del embrién, se ha demostrado que, ademas, las suaves contracciones
musculares de este 6rgano, causadas por la estimulacién nerviosa del apareamiento,
permiten que los espermatozoides sean impulsados hacia adelante, permitiendo
alcanzar los segmentos superiores del oviducto dentro de los primeros minutos

siguientes al apareamiento.

La gameta femenina

El ovocito se produce en el ovario a través de un proceso biol6gico altamente
especializado y regulado denominado ovogénesis. Dicho proceso comienza con la
formacion de las células germinales en el embrién y culmina luego de la pubertad, con

la liberacién de los ovocitos durante la ovulacién (Austin and Short F.R.S., 1972).

La ovogénesis, esquematizada en la Figura 2, comienza con la division activa de las
células germinales por mitosis, las cuales pasan a denominarse ovogonias.
Posteriormente, en el desarrollo embrionario, estas células comienzan a sintetizar
DNA en preparacion para la meiosis, perdiendo su totipotencialidad y denominandose
ovocitos primarios. Al nacimiento, las hembras poseen un namero finito de ovocitos,

los cuales permanecen arrestados en Profase | de la meiosis hasta la pubertad.
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Introduccion

Al llegar a la pubertad, se produce el crecimiento de los ovocitos en forma coordinada
con células de origen somatico, en estructuras celulares llamadas foliculos. Durante el
periodo periovulatorio, un ovocito reanuda la meiosis estimulada por la accién de
hormonas. Esta divisién desigual del citoplasma de la gameta femenina provoca que,
mientras que una de las células hijas (el ovocito) recibe la mayor parte del citoplasma
y es capaz de originar un embrién, la otra (el corpusculo polar) recibe una cantidad
minima, y esta destinada a la degeneracién. En cada ciclo menstrual, cierto nimero de
ovocitos (dependiente de la especie) es capaz de alcanzar el estadio en que son
ovulados.

ovocito (A
g oogonia
primario cuerpo On) Q ,J)
. A\ luteo l

Dy s ,’ Sk ovocito \
D >‘ kel primario )

W L) - gy /A

4

_n)/ \

5 cuerp

poir C
7 , n ovocito
foliculo — ovocito secundano’ \

adt # secundario
foliculo /

oto @ @

CUEIPO  gyocito
palE T

Figura 2: La ovogénesis. A la izquierda, se esquematiza un corte
transversal de un ovario resaltando diferentes estadios foliculares
presentes durante la ovogénesis y a la derecha se muestra un
diagrama resumiendo las etapas de la meiosis femenina.

En el momento de la ovulacion, el ovocito secundario, que se encuentra en foliculos
preovulatorios o De Graaf (Figura 3A), junto con el primer cuerpo polar y algunas
células de soporte, son expulsados del ovario al oviducto donde son retenidos. En la
mayoria de los mamiferos, los ovocitos son ovulados en el estadio de Metafase Il, con
el primer corpusculo polar emitido. Finalmente, la meiosis continda solamente después
de la entrada del espermatozoide al ovocito, resultando en la extrusion del segundo
cuerpo polar. De esta manera, la meiosis femenina se inicia en la etapa fetal, se
prolonga hasta la edad madura de la hembra y, s6lo se completa durante el proceso
de fertilizacién.

El ovocito ovulado en los mamiferos euterianos es una célula esférica, de diametro

variable segun la especie (70-120 uM), contenida dentro de una matriz extracelular, la
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Introduccion

zona pelucida (ZP). Por fuera de la ZP del ovocito ovulado, se encuentran varias
capas de células de la granulosa y una matriz extracelular que, en su conjunto,
conforman el cumulus oophorus. Al conjunto del ovocito, la ZP, las células del camulus
y la matriz extracelular se la denomina complejo cumulos-ovocito (CCO) (Figura 3 By
C). Entre la ZP y la membrana plasmatica del ovocito, se encuentra el espacio
perivitelino conformado por una matriz extracelular sintetizada principalmente por el
ovocito pero con el agregado de fluido y moléculas provenientes de las células que lo
rodean (Talbot and Dandekar, 2003) (Figura 3 D).

Figura 3: La gameta femenina. A) Microfotografia de un foliculo de
Graaf donde puede verse el ovocito rodeado de varias capas de
células de la granulosa desplazado del centro del foliculo por el antro.
B) Microfotografia de un CCO ya ovulado. O: ovocito. ZP: zona
pelucida. CR: corona radiata. CL: células del cimulus C) Fotografia de
microscopio electrénico de barrido de un CCO. D) Microfotografia de
un ovocito sin células del cumulus en donde se distinguen la zona
pellcida, el espacio perivitelino y el primer cuerpo polar.

El ovocito se encuentra conformado por la membrana plasmatica (oolema) rodeando al
citoplasma (ooplasma), el cual contiene al niacleo y una variedad de organelas. Una
caracteristica particular del oolema radica en la presencia de microvellosidades en
toda su superficie, con excepcién de un area libre de microvellosidades que coincide
con la regidn que recubre al huso meidtico, y a través de la cual raramente ocurre la
fusibn del espermatozoide (Shalgi and Phillips, 1980);(O'Rand et al.,
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Introduccion

1986);(Matsudaira, 1990);(Ducibella, 1991). Al igual que en otras células, dentro del
ooplasma se encuentran las mitocondrias, el reticulo endoplasmatico y el aparato de
Golgi, organelas importantes para los diferentes procesos metabdlicos que debe
cumplir el ovocito. En la regién cortical del ovocito maduro, por debajo de la zona de
microvellosidades, se encuentran los granulos corticales, pequenas organelas
esféricas rodeadas de membrana (Ducibella, 1991). La aparicion de dichos granulos
se encuentra asociada a la expansion del aparato de Golgi durante el crecimiento del
ovocito (Ducibella et al., 1994). El papel de los granulos corticales seria importante
para el desarrollo de un embrién viable, ya que su liberacién luego de la fertilizacion
aseguraria la entrada de un unico espermatozoide dentro del ovocito (Yanagimachi,
1994).

La ZP es una matriz transparente, relativamente gruesa, que rodea al ovocito. Si bien
durante mucho tiempo no se sabia exactamente si los componentes de la ZP eran
sintetizados por las células del foliculo o por la misma gameta, diversas evidencias
han demostrado que seria el ovocito el responsable de producir la ZP (Wassarman,
1988);(Haddad and Nagai, 1977);(Bleil and Wassarman, 1980);(Wassarman, 1988).
Dicha matriz se deposita alrededor del ovocito durante el crecimiento y aumenta su
espesor a medida que la célula aumenta su diametro (Mashiach et al., 1992). A pesar
de la presencia de la ZP, las células foliculares continian en contacto con el ovocito a
través de uniones de tipo “gap”, formadas entre el oolema y extensiones de las células
del camulus (Austin and Short F.R.S., 1972). Estas uniones tendrian importancia en el
mantenimiento de las funciones nutricionales y regulatorias que ejercen las células
foliculares sobre el ovocito. La ZP esta compuesta, principalmente, por entre dos y
cuatro glicoproteinas mayoritarias (ZP1, ZP2, ZP3, ZP4), segun la especie
(Wassarman, 1988; Lefievre et al.,, 2004) Gran parte de la informacion sobre la
naturaleza bioquimica, estructura, y funciéon de la ZP provienen de los laboratorios de
los Dres. Paul Wassarman y Jurrien Dean, quienes han utilizado al ratén como modelo
para la mayoria de sus estudios (Hoodbhoy and Dean, 2004);(Wassarman and
Litscher, 2001);(Wassarman, 1988). En esta especie, tres proteinas altamente
glicosiladas conforman la ZP: ZP1, ZP2 y ZP3, siendo las dos ultimas las mas
abundantes. La glicosilacion diferencial de las tres proteinas produce una alta
heterogeneidad de carga en las mismas. Mientras que tanto ZP3 (83 kDa) como ZP2
(120-140 kDa) son mondémeros, la proteina minoritaria ZP1 (185-200 kDa) se
encuentra formando parte de un dimero de cadenas polipeptidicas asociadas por
puentes disulfuro. Hace ya casi dos décadas, Wassarman postul6 un modelo para
explicar la estructura de la ZP de raton, basandose en resultados provenientes de

13



Introduccion

experimentos de microscopia electrénica, cross-linking quimico, e immunolocalizacién
de proteinas en la ZP (Wassarman, 1988). Dicho modelo, esquematizado en la Figura
4A, propuso que la ZP estaria compuesta por filamentos constituidos por
heterodimeros de ZP2 y ZP3, intercomunicados por homodimeros de ZP1. Un
elemento estructural presente en todas estas proteinas, denominado dominio ZP (Bork
and Sander, 1992), seria el responsable del ensamblaje de estos filamentos (Jovine et
al., 2005; Jovine et al., 2002). Considerando la relacion evolutiva entre ZP1 y ZP4, se
ha sugerido que los filamentos de ZP2/ZP3 formarian la estructura basica de la ZP
pero que estos filamentos podrian estar unidos a través de ZP1 y/o a través de ZP4
(Florman and Ducibella, 2006) (Figura 4B)

A Modelo de la B Modelo hipotético
estructura de la ZP de ratén de la estructura de la ZP
(ZP1, ZP2, ZP3) con ZP4 (ej: humano)

ZP1 ZP2 ZP3 ZP4

Figura 4. Representacion esquematica del modelo de la organizacion
molecular de la ZP

La relevancia de cada una de las proteinas de la ZP y sus funciones durante la
fertilizaciéon y el desarrollo fue demostrada mediante el estudio de ratones
genéticamente modificados carentes de ZP1, ZP2 o ZP3. Los ratones knockout (KO)
para ZP3 fueron aquellos que presentaron efectos mas drasticos sobre el fenotipo, los
ovocitos carecieron de ZP y los animales fueron completamente infértiles (Rankin et
al., 1996). En las hembras KO para ZP1, se form6 una ZP compuesta por ZP2 y ZP3,
mas fragil que la normal, que no afecté la formacioén ni la fertilizacion de los ovocitos,
pero produjo una reduccion de la fertilidad del 50%, atribuida al hatching prematuro de
los embriones (Rankin et al., 1999). Por ultimo, el fenotipo de los animales KO para
ZP2 fue diferente al de los dos anteriores, ya que los ovocitos formaron una ZP
delgada (similar a los ratones deficientes para ZP1), que se perdié previamente a la
ovulacion, resultando en la esterilidad de las hembras (Rankin et al., 2001). Segun

esos resultados, la ZP1 seria una proteina minoritaria de la matriz, con un rol
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estructural que no seria indispensable para el desarrollo del ovocito ni para la
fertilizacién. En cuanto a la relevancia de cada proteina, ZP3 seria la molécula
fundamental para formar la ZP, y sélo una proteina adicional (ZP1 o ZP2) seria
necesaria. Funcionalmente, la ZP seria la encargada de brindar la especie-
especificidad durante la fertilizacién, impedir la polispermia, y proteger al ovocito y

embrion de darios fisicos, especialmente durante el clivaje.

Como se mencionara anteriormente, rodeando la ZP, en la mayoria de los mamiferos,
se encuentra el cumulus oophorus, conformado por un grupo de células de la
granulosa, llamadas células del cumulus, embebidas en una matriz extracelular. En el
foliculo ovarico, las células del cumulus se encuentran asociadas entre si por uniones
de tipo gap. Como respuesta al pico de gonadotrofinas que precede a la ovulacion,
dichas células depositan abundante matriz extracelular y, en consecuencia, los CCOs
aumentan en volumen de 20 a 40 veces respecto de su tamafo inicial. Por este
motivo, se denomina a este proceso “expansidon del cumulus” (Zhuo and Kimata,
2001). Originalmente, el acido hialurénico era considerado el componente principal de
la matriz del cumulus (Eppig, 1979). Posteriormente, se han descripto otros
componentes de dicha matriz, particularmente glicosaminoglicanos y proteinas,
sintetizados por las células de la granulosa, que también serian parte importante del
cumulus (Zhuo and Kimata, 2001). Ademas de las moléculas antes mencionadas,
existen factores extrafoliculares, de origen plasmatico, cuyo papel en la composicién y
la estabilizacion de la matriz del cumulus seria importante. Es sabido que los ovocitos
euterianos son capaces de ser fertilizados desprovistos de las células del cumulus
tanto in vitro como in vivo (Yanagimachi, 1994); (Bedford, 2004). Teniendo ésto en
cuenta, el cumulus pareceria no ser esencial para la interaccién de las gametas. No
obstante, numerosos trabajos han informado acerca del efecto beneficioso del
cumulus durante la fertilizacion (Yanagimachi, 1994); (Chen et al.,, 1993). Se ha
propuesto que existirian factores solubles en el cumulus que estimularian tanto la
motilidad de los espermatozoides como la ocurrencia de la reaccién acrosomal
(Roblero et al., 1990; Schroer et al., 2000). Ademas, se ha sugerido que el cumulus
tendria otras funciones tales como aumentar el tamafo del blanco a ser ubicado por
los espermatozoides en el oviducto (Bedford and Kim, 1993), guiar al espermatozoide
hacia el ovocito en un proceso denominado quimiotaxis (Yoshida and Yoshida, 2011);
(Kaupp et al., 2008), favorecer la penetracion de la ZP (Yudin et al., 1988), prolongar la
vida fértil de los espermatozoides, seleccionar aquellos con mayor capacidad
fertilizante (Roblero et al., 1990; Tanghe et al., 2002) y favorecer el desarrollo
embrionario (Zhang et al., 1995). De esta manera, aunque no esencial para la
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interaccion de gametas, la presencia de las células del cimulus incrementa el éxito de

la fertilizacion (Florman and Ducibella, 2006).
El tracto reproductor masculino

En el tracto reproductor masculino, los testiculos son érganos pares que consisten en
una serie de lébulos que contienen en su interior los tubulos seminiferos, dentro de los
cuales se produce la espermatogénesis, separados por tejido intersticial (Austin and
Short F.R.S., 1972). Los tubulos se unen entre si en la rete testis, que se conecta
mediante los ductos eferentes con el epididimo. Este érgano consiste en un largo
conducto que se continda con el vas deferens el cual, durante la eyaculacion, recoge
las secreciones de las glandulas accesorias (prostata, vesicula seminal, glandulas
bulbo-uretrales) y conduce a los espermatozoides hasta la uretra (Figura 5).

En los testiculos se producen los espermatozoides, a través de un proceso conocido
como espermatogénesis (Austin and Short F.R.S., 1972). Al igual que en la hembra,
dicho proceso comienza con la formacién de las células germinales (espermatogonias)
durante la vida embrionaria y requiere de la divisibn meiética para la produccién de
gametas haploides (Figura 5). La gran diferencia con la hembra radica en que
mientras que en la oogénesis todas las células germinales se diferencian en ovocitos
durante el desarrollo embrionario, en el macho existe una poblacion de células
germinales capaces de multiplicarse por mitosis durante toda la vida adulta. De este
modo, mientras que en la hembra existe un namero fijo de gametas al principio de la
vida fértil, en el macho, la produccién de espermatozoides es constante. Ademas, en
la espermatogénesis, cada espermatogonia que entra en meiosis origina cuatro
espermatozoides. Sin embargo, en la oogénesis se produce un sélo ovocito por
ovogonia. Mientras las gametas femeninas son grandes, poco numerosas, con una
abundante reserva de nutrientes y practicamente inmétiles; las gametas masculinas

son muy pequefas, numerosas, carentes de nutrientes y muy mdtiles.

A diferencia de la hembra, en el macho, la espermatogénesis comienza recién luego
de la pubertad y ocurre durante toda la vida adulta del individuo. A partir de ese
momento, una poblacién de células germinales continla multiplicandose por mitosis,
mientras que otras se diferencian en espermatocitos primarios, los cuales entran en
meiosis generando espermatocitos secundarios. Los mismos entran a una interfase
inter-meidtica de poca duracion para pasar luego a la segunda division meiética que
da origen a las células llamadas espermatides. Estas ultimas son células redondas
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que se diferencian morfolégicamente para dar origen a los espermatozoides a través

de un proceso denominado espermiogénesis, caracterizado por la pérdida de

citoplasma, la condensacion nuclear y la aparicion de estructuras particulares como la

cola y el acrosoma, relevantes para la funcién de la gameta. Como consecuencia de la

pérdida casi completa del citoplasma, el espermatozoide carece de la maquinaria

necesaria para la expresion de proteinas, sintesis y degradacién de lipidos, y

transporte vesicular. Finalmente, se produce la liberacion de los espermatozoides en el

lumen de los tubulos seminiferos por un proceso denominado espermiacion. De este

modo, los espermatozoides salen del epitelio seminifero por la rete testis que se

conecta con el epididimo mediante los ductos eferentes.
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Figura 5: ElI tracto reproductor masculino y Ila
espermatogénesis. Arriba, a la izquierda, se muestra una
representacion simple del tracto reproductor masculino. Arriba, a la
derecha, se muestra una representacion de un corte transversal de
un testiculo y de un tdbulo seminifero. Abajo, a la izquierda, se
muestra un diagrama resumiendo las etapas de la meiosis
masculina. Abajo, la derecha, se esquematiza los diferentes
estadios celulares presentes durante la espermatogénesis en un
corte transversal de un tabulo seminifero.
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Ademéds de la linea germinal, dentro del tubulo seminifero, se encuentran las células
de Sertoli. La funcién de estas células es crear y mantener un microambiente
apropiado para el correcto desarrollo de los espermatozoides. Su forma es Unica ya
que se apoyan en la membrana basal y llegan hasta el lumen del epitelio seminifero,
extendiéndose entre las células germinales. La presencia de uniones estrechas entre
las células de Sertoli, permite la formacién de una barrera que limita el pasaje de
moléculas de gran tamafio, como los anticuerpos, entre las células adyacentes. Esta
permeabilidad reducida es parte de lo que se conoce como barrera hemato-testicular,
y determina que las células haploides se encuentren aisladas del sistema inmune.

La gameta masculina aparecen en el desarrollo mucho tiempo después de la
maduracion del sistema inmune y el establecimiento de la tolerancia inmunolégica
(Figura 6). Por esta razon, a diferencia de lo que ocurre con la mayoria de los tejidos y
organos, dichas células son particularmente susceptibles al sistema inmune. La
activacion de una respuesta contra el espermatozoide o hacia otros elementos del
aparato reproductor puede producir insuficiencia androgénica, inflamacién crénica o
infertilidad (M.P.Hedger and D.B.Hales, 2006).
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Figura 6: Comparacion de la maduracién del sistema inmune y del
espermatozoide a lo largo del desarrollo.

La explicacion tradicional del privilegio inmunolégico basado Unicamente en la “barrera
hemato-testicular” no es consistente con los conceptos actuales de tolerancia
inmunoldgica ni con la organizacion histolégica del tracto reproductor. Los conceptos

actuales se focalizan en la actividad inmunoregulatoria de las células dendriticas, los
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macréfagos y los linfocitos, asi como también en una supresién activa de la respuesta
inmune antigeno-especifica mediada por células somaticas a través de la liberacion
citoquinas inmonuregulatorias, esteroides androgénicos, y otros factores anti-
inflamatorios. En este sentido, se ha demostrado que la funcién reproductiva normal se
encuentra intimamente ligada al correcto desarrollo de un microambiente inmunolégico
normal (M.P.Hedger and D.B.Hales, 2006).

El dimorfismo sexual en la salud, tal como la prevalecia de las enfermedades
autoinmunes en las mujeres, junto con ciertas evidencias que indican que diversos
procesos inmunolégicos presentan diferencias sexo especificas, claramente
establecen que los productos testiculares, y en particular los esteroides sexuales, son
capaces de regular el sistema inmune directa o indirectamente (Kimura et al., 1995);
(Araneo et al., 1991); (Weinstein and Berkovich, 1981). Numerosas evidencias apoyan
la idea de que la regulacion del sistema inmune en el tracto reproductor masculino
posee caracteristicas Unicas que pueden proporcionar informaciéon importante para
lograr entender la regulacién del sistema inmune en los transplantes, asi como
también en diversas patologias tales como enfermedades autoinmunes y el cancer.
Mas aun, los mecanismos fisiologicos que permiten al sistema inmune y al aparato
reproductor masculino convivir en un mismo ambiente son, probablemente, muy
similares, en muchos aspectos, a los mecanismos implicados en la interaccién célula-
célula de cualquier otro evento en el proceso de la reproduccién (M.P.Hedger and
D.B.Hales, 2006).

La gameta masculina

El espermatozoide es una célula altamente especializada con capacidad para
transportarse hasta el sitio de fertilizacién en el tracto reproductor femenino y atravesar
las cubiertas que rodean al ovocito para, finalmente, fertilizarlo.

Existe una alta variabilidad en el tamafo de los espermatozoides de las distintas
especies de mamiferos, siendo los de los roedores los de mayor tamano ya que
alcanzan longitudes entre tres y cinco veces las de la mayor parte de los animales
domésticos y el hombre (Austin and Short F.R.S., 1972). A pesar de que la formay el
tamafo de los espermatozoides de las distintas especies de los mamiferos son
variables, los mismos comparten una estructura general similar. Basicamente, el
espermatozoide posee dos componentes morfolégicos distintivos: la cabeza y la cola o
flagelo (Figura 7A) (Eddy, 2006).
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La cabeza del espermatozoide contiene dos elementos fundamentales: un nucleo
compacto, debido a la presencia de cromatina altamente condensada, y el acrosoma,
una estructura cuyo contenido seria importante para la fertilizacion (Eddy, 2006). En la
mayoria de los mamiferos, incluidos el hombre y gran parte de los animales
domeésticos, la cabeza del espermatozoide tiene una forma espatulada en la que el
nucleo y el acrosoma son estructuras simétricas, de forma aplanada en el sentido
longitudinal de la célula (Figura 7A). En otros animales, como el hamster y el cobayo,
existe una protrusion del acrosoma, perpendicular al plano aplanado de la cabeza. En
los roedores, la cabeza es falciforme, con el acrosoma ocupando la regién convexa del
nucleo (Figura7 By C).

A CABEZA COLA B y \\
s Acrosoma Vi \
' Pieza conectora . anterior / \
L Vaina : N \
s WA mitocondrial v B
B« .
> il - (@(/sz/ ,. { ) Segmento
< i P ‘"44./;;?« \ i, ecuatorial 1
A : ] N Anillo % ’ \ /
St = posterior |\ \ /
Capuchén T———— = ) Y 53 \ /
Acrosomal T T - PIEZA ( < Region > /
= MEDIA N——~"postacrosomal e
- - /)\! Anilo
-* — PIEZA posterior
L PRINCIPAL
c REGIONES MEMBRANAS
S t
nfg:;;na?-m Plasmatica
Acrosomal externa
Acrosomal interna
ecuatorial 'Nuclear
L PIEZA™y | Regien_|
- TERMINAL -~
nillo |
posterxcr’z‘é'
Pieza ﬂ—»
conectora |

@WY?VV(VVN‘((\ \\\
VI LY

Figura 7: La gameta masculina. (A) Esquema de un espermatozoide
de mamifero en el que se muestran las diferentes estructuras internas
de la cola. (B) Se muestran las estructuras generales de la cabeza de
un espermatozoide falciforme (izquierda) y otro con forma espatulada
(derecha). (C) se muestran las regiones y las membranas de un
espermatozoide falciforme.

El ndcleo del espermatozoide es de un tamano significativamente menor al del resto
de los tipos celulares. El motivo de esta diferencia se debe, particularmente, a que el
ADN se encuentra asociado a pequenas proteinas basicas y de bajo peso molecular,
llamadas protaminas. Estas proteinas permiten un mayor empaquetamiento de la

cromatina comparado con las histonas presentes en las células somaticas. El ndcleo
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se encuentra rodeado por una envoltura nuclear bastante inusual, caracterizada por la

cercania entre las dos membranas que la conforman y la escasez de poros nucleares.

El acrosoma es una estructura membranosa que rodea al nucleo en la parte anterior
de la cabeza, originada en el aparato de Golgi, durante la espermatogénesis. La forma
y el tamano del acrosoma es variable en las diferentes especies relacionandose,
generalmente, a la forma de la cabeza. Si bien la membrana que rodea al acrosoma es
unica y continua, se ha definido como “membrana acrosomal interna” a aquella que
envuelve a la membrana nuclear externa, y como “membrana acrosomal externa” a la
que se encuentra por debajo de la membrana plasmatica, en la parte anterior de la
cabeza. El acrosoma a su vez esta constituido por dos regiones denominadas
capuchén acrosomal y segmento ecuatorial (SE), definidas principalmente por
diferencias funcionales entre ellas. En cuanto a su composicién, el acrosoma contiene
varias moléculas con actividad enzimatica, las cuales se han relacionado a la
capacidad del espermatozoide de penetrar las cubiertas que rodean al ovocito durante
la fertilizacion. Estudios de microscopia y extraccion diferencial de proteinas han
sugerido que esta organela no seria simplemente un reservorio de enzimas solubles
sino que existiria una organizacién funcional de moléculas dada por la presencia de
una matriz intra-acrosomal (Yanagimachi, 1988a);(Kim and Gerton, 2003). Las dos
enzimas mejor caracterizadas del acrosoma son acrosina, una proteina perteneciente
a la familia de las serin-proteasas, y hialuronidasa, ambas con expresion especifica en
las células espermatogénicas. Si bien por su estructura y contenidos, el acrosoma se
ha descripto como un lisosoma especializado, esta organela del espermatozoide
tendria, ademas, algunas caracteristicas de una vesicula de secrecién ya que, como
se vera mas adelante, libera sus contenidos mediante exocitosis en respuesta a
sefnales especificas que se producen durante la interaccion del espermatozoide con el

ovocito.

En la cabeza del espermatozoide se encuentran también estructuras de citoesqueleto,
que se distribuyen en dos regiones: el citoesqueleto subacrosomal o perforatorium,
localizado entre el acrosoma y el nucleo, el cual estd compuesto principalmente por
material denso (Bellvé y O'Brien, 1983) y es mas prominente en espermatozoides con
forma falciforme, y el citoesqueleto postacrosomal, que se localiza entre el nucleo y la
membrana plasmatica de la regidon postacrosomal del espermatozoide, el cual esta
compuesto por filamentos ordenados (Koehler, 1970);(Courtens et al., 1976);(Fouquet
etal., 1992).
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La cola o flagelo del espermatozoide de los mamiferos estd compuesto por cuatro
segmentos diferentes: la pieza conectora o cuello, la pieza media, la pieza principal, y
la pieza terminal (Figura 7A) (Eddy, 2006). El componente principal de la cola es el
axonema, que consiste en un par de microtubulos centrales rodeados por un cilindro
de nueve pares de microtubulos siguiendo la disposicion caracteristica de “9+2”.
Rodeando al axonema, desde la region de la pieza conectora hasta el final de la pieza
principal, se encuentran nueve fibras densas conteniendo proteinas similares a la
queratina. La estabilizacién de estas fibras por un gran nimero de puentes disulfuro
entre sus componentes sugiere que dichas estructuras estarian involucradas en
otorgar al espermatozoide la elasticidad y flexibilidad necesarias para el batido de la
cola. Ademas de las fibras densas, en la pieza media se encuentra la vaina
mitocondrial, estructura compuesta por mitocondrias organizadas extremo con extremo
que envuelven a la cola en forma helicoidal y cumplirian un papel en la provision de
energia para el espermatozoide. En la pieza principal, reemplazando a la vaina
mitocondrial, se encuentra la vaina fibrosa, conformada por dos columnas
longitudinales asociadas entre si por columnas transversales. El alto grado de
compactacioén y la orientaciéon de las fibras en la vaina fibrosa serian importantes para
modular el plano de batido de la cola del espermatozoide. Por ultimo, la pieza terminal

esta formada por el axonema como Unico componente estructural.

Al igual que en cualquier otro tipo celular, una membrana plasmatica rodea a la
totalidad del espermatozoide. A diferencia de otras células, la membrana del
espermatozoide se encuentra subdividida en dominios o regiones independientes,
coincidentes, en general, con estructuras internas diferentes entre si no sélo en la
composicion sino también a nivel funcional. Estos dominios son estructuras dinamicas
que sufren cambios en organizacién y composicion durante la vida de la célula. Los
dominios principales de la cabeza del espermatozoide son la regiéon acrosomal y la
region postacrosomal. La regién acrosomal se subdivide a su vez en el segmento
principal o capuchon acrosomal, y el segmento ecuatorial (Figura 7B). En la cola, los
dominios de la membrana plasmética se denominan pieza media y cola posterior,
abarcando la region de la pieza media estructural y las otras regiones mas terminales,

respectivamente.

Cuando son liberados del testiculo, los espermatozoides son células altamente
diferenciadas. Sin embargo, a diferencia de los invertebrados y vertebrados inferiores,
en los mamiferos, los espermatozoides testiculares no tienen aun capacidad de

moverse progresivamente o de interactuar con el ovocito. Para adquirir estas
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capacidades y llegar al sitio de fertilizacibn en un estado competente, los
espermatozoides deben sufrir numerosas modificaciones post-testiculares durante su
pasaje tanto por el tracto masculino como por el femenino (Yanagimachi, 1994). De
esta manera, los espermatozoides no solamente tienen que trasportarse desde el
testiculo hacia el oviducto, sitio donde ocurre la fertilizacién, sino también deben sufrir,

durante este trayecto, una serie de cambios que se describiran a continuacién.
Maduracion epididimaria

Como se mencionara anteriormente, en los mamiferos, los espermatozoides que salen
del testiculo aun no poseen motilidad progresiva ni la capacidad de reconocer y
fertilizar al ovocito. Estas capacidades las adquieren durante su pasaje por el
epididimo, en un proceso conocido como maduracion epididimaria (Austin, 1985;
Bedford, 1979; Cooper, 1986; Hinrichsen and Blaquier, 1980). El epididimo (Figura
8A) es un conducto Unico, largo y con muchas circunvoluciones, que cubre el borde
posterior del testiculo. Convencionalmente, si bien no existen limites anatémicos
definidos, el epididimo se divide en tres regiones segun su proximidad con el testiculo:
caput o cabeza (region mas proxima al testiculo), corpus o cuerpo (regién media) y
cauda o cola (regién distal al testiculo). Aunque no todos los espermatozoides
adquieren la capacidad fertilizante simultaneamente, y existe variaciébn entre las
distintas especies, la gran mayoria de los espermatozoides obtiene el potencial
fertilizante al llegar al cauda epididimario (Yanagimachi, 1994).

El epididimo tiene un rol fundamental no so6lo en el proceso de maduraciéon sino
también en el transporte, la proteccion y el almacenamiento de los espermatozoides.
Para ello, los espermatozoides se encuentran a medida que transitan por el epididimo
con un microambiente altamente especializado y especifico de cada segmento
epididimario, el cual es generado mediante la secrecién y absorcién activa de agua,
iones, solutos organicos y proteinas, asi como también por la barrera hemato-

epididimaria.

El proceso de maduracién es dependiente de andrégenos (Blaquier et al., 1973; Dyson
and Orgebin-Crist, 1973) y consiste en una serie de cambios bioquimicos y funcionales
entre los que se incluyen la capacidad de desarrollar la motilidad progresiva y
direccional, cambios estructurales tales como la pérdida de la gota citoplasmatica y la
estabilizacion de la cromatina, y cambios metabdlicos como el aumento de la tasa de
glucdlisis y del consumo de oxigeno. Pero sin lugar a dudas, la mayor parte de los

cambios ocurren al nivel de la membrana plasmatica. Esto resulta légico teniendo en
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cuenta que la maduracién epididimaria trae como consecuencia la adquisicién de
capacidad del espermatozoide de interactuar con el ovocito, interaccion que ocurre a
través de la superficie de ambas gametas. Gran parte de los cambios moleculares y
bioguimicos responsables de las alteraciones de las propiedades de la membrana
plasmatica de los espermatozoides han sido caracterizados, entre ellos se incluyen:
alteraciones en la carga de superficie, en las propiedades de unién de lectinas, en el
contenido lipidico, en los carbohidratos de superficie y en la composicion proteica
(Eddy y O'Brien, 1994). Estos cambios surgen como consecuencia de la adquisicion
de nuevos componentes por parte de la membrana del espermatozoide, y de la
migracion, liberacién y/o modificacién de componentes preexistentes en la superficie
de la gameta. Generalmente, es aceptado que todos los cambios producidos durante
esta etapa de maduracion son tendientes a estabilizar la membrana del

espermatozoide.

Mediante la utilizacion de distintas estrategias experimentales, se ha estudiado la
sintesis y secrecion de proteinas de origen epididimario como asi también su unién o
integracién a diferentes dominios de la membrana plasmatica del espermatozoide
(Cuasnicu et al., 2002). De este modo, se ha descripto que la gran mayoria de las
nuevas proteinas adquiridas por los espermatozoides son proteinas de superficie que
se unen a la membrana de los espermatozoides a través de interacciones
electrostaticas (Cooper, 1998). Sin embargo, también existen evidencias que indican
que algunas proteinas adquiridas durante la maduracién se comportan como proteinas
integrales de membrana (Kirchhoff and Hale, 1996);(Legare et al., 1999);(Cohen et al.,
2000b). Muchas de estas proteinas asociadas fuertemente a la superficie de los
espermatozoides se encuentran ancladas a la membrana mediante uniones GPI
(Frenette and Sullivan, 2001; Legare et al., 1999; Zhang and Martin-Deleon, 2003). Sin
embargo, segun la via clasica de secrecién de proteinas, una proteina anclada por
GPI a la membrana de una célula tiene que transitar por el reticulo endoplasmético,
luego por el aparato de Golgi y, finalmente, por las vesiculas secretoras hasta alcanzar
la superficie celular. De acuerdo con este mecanismo de secrecion, el espermatozoide
no podria adquirir proteinas unidas a GPI durante su pasaje por el epididimo. Estas
observaciones sugieren la existencia de un mecanismo alternativo por el cual estas
proteinas epididimarias se secretarian y se unirian a los espermatozoides. En este
sentido, Yanagimachi y colaboradores (1985) describieron, por primera vez, mediante
microscopia electronica de cortes de epididimos de hamster, la existencia de vesiculas
membranosas que interactuaban con los espermatozoides (Figura 8B y C). Varios
anos luego de esta primera observacion, el laboratorio del Dr. Robert Sullivan
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describié la participacién de dichas vesiculas membranosas en la transferencia de
proteinas epididimarias a la superficie de los espermatozoides durante la maduracion
(Frenette and Sullivan, 2001; Frenette et al.,, 2002; Legare et al., 1999). Estas
vesiculas han sido denominadas “epididimosomas”, y han sido descriptas en el
epididimo de distintos mamiferos tales como la rata (Fornes et al., 1991), el toro
(Frenette and Sullivan, 2001), el raton (Griffiths et al., 2008), e inclusive el humano
(Frenette et al., 2005). Algunas proteinas epididimarias se encuentran asociadas a
estas pequenas vesiculas y, de este modo, son transferidas a los espermatozoides
durante la maduracién (Sullivan et al., 2007). En cuanto al origen de estas pequenas
vesiculas membranosas, se ha sugerido un mecanismo de secrecion apocrina que
implicaria la formacién de vesiculas citoplasmaticas en el polo apical de las células
epiteliales secretoras, que se desprenden de las células y, una vez en el lumen del
organo, se desintegran liberando asi su contenido (Aumuller et al., 1997; Hermo and
Jacks, 2002). Estas vesiculas citoplasmaticas contendrian a los epididimosomas en

su interior.

caput
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Figura 8: El epididimo. A) Microfotografia de un epididimo. (B y C)
Microscopia electrénica de un corte de epididimo mostrando la
interaccion entre un espermatozoide y los epididimosomas. oa:
membrana acrosomal externa, ia: membrana acrosomal interna, pl:
membrana plasmatica.

Por su parte, la funcion biolégica de las distintas proteinas epididimarias asociadas a
los espermatozoides durante la maduracion también ha sido ampliamente estudiada.
Mientras que algunas de estas proteinas mediarian la interaccion del espermatozoide

con el ovocito (Cuasnicu et al., 2002) otras, que reciben el nombre de “factores
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decapacitantes”, estabilizarian la membrana del espermatozoide impidiendo Ila
ocurrencia prematura del proceso de capacitacion (Fraser et al., 1990; Oliphant et al.,
1985).

Los espermatozoides son almacenados en la region del cauda epididimario hasta la
eyaculacion, la cual recoge las secreciones de las glandulas accesorias (prostata,
vesicula seminal, glandulas bulbo-uretrales) y conduce a los espermatozoides hasta la
uretra (Eddy & O'Brien, 1994).

Capacitacion

Si bien el lugar exacto donde se inicia este proceso aun se desconoce, existiendo
variaciones segun la especie y el sitio de deposicién del eyaculado, la capacitacién in
vivo se considera completa cuando los espermatozoides llegan al oviducto (Bedford,
2004; Yanagimachi, 1994). Después de la eyaculacién, los espermatozoides de los
mamiferos no son capaces de fertilizar al ovocito pues la capacidad fertilizante
adquirida durante la maduracion epididimaria es tan so6lo de caracter "potencial". De
esta manera, los espermatozoides maduros, como asi también los espermatozoides
eyaculados, deben permanecer en el tracto femenino durante cierto periodo para
poder expresar la capacidad fertilizante adquirida durante la maduracion vy, finalmente,
penetrar al ovocito. Es durante este trayecto hacia el sitio de fertilizacion que los
espermatozoides sufren una serie de cambios fisiolégicos que, en su conjunto, se
denominan capacitacién (Austin, 1951; Austin, 1952; Chang, 1951). Mientras que
alguno de estos cambios se inician ni bien el espermatozoide entra en contacto con el
tracto o con un medio capacitante apropiado, otros ocurren luego de un largo periodo
de incubacién (Visconti, 2009).

A pesar de que fisiolégicamente el espermatozoide debe atravesar el tracto
reproductor femenino para capacitarse y adquirir la habilidad de fertilizar al ovocito, la
capacitacion puede llevarse a cabo en condiciones in vitro si se coloca a los
espermatozoides en un medio definido. Este medio puede variar de una especie a otra
pero, en general, debe contar con una composicién similar a la del fluido oviductal e
incluir fuentes de energia tales como los sustratos piruvato, lactato, y glucosa, un

aceptor de colesterol como la albumina, y los iones Ca**, K*, Na*y HCOj..

Uno de los mayores cambios que ocurren durante el proceso de capacitacion implica
la desestabilizacion de la membrana plasmatica. En diversas especies, se ha

demostrado que la membrana de los espermatozoides muestra una distribucién
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asimétrica de lipidos (Gadella et al., 1999), la cual seria distorsionada por accion del
ion bicarbonato durante la capacitacion (Gadella and Harrison, 2002; Baumber and
Meyers, 2006). Se cree que el mayor efecto de la reorganizacion de los lipidos seria el
de facilitar la remocion del colesterol de ciertas dominios de la membrana plasmatica
(Flesch et al., 2001). La albumina, presente en el tracto femenino, fue propuesta como
uno de los agentes removedores del colesterol (Go and Wolf, 1985); (Cross, 1998);
(Osheroff et al., 1999), (Visconti et al., 1999). Sin embargo, posteriormente se
demostré que la albumina es activa sélo luego de la reorganizaciéon de los lipidos,
evento inducido por el bicarbonato (Flesch et al., 2001). A su vez, el bajo contenido de
colesterol tiene efectos importantes sobre los microdominios de la membrana
denominados “rafts”, complejos dinamicos compuestos por colesterol y esfingolipidos.
Se postula que los rafts estarian involucrados en la transduccion de sefales
intracelulares ya que en los mismos se agrupan ciertos tipos de proteinas intrinsecas
de membrana (revision de trabajos en Simons and Toomre, 2000). Evidencias en el
cerdo muestran que dos marcadores de rafts se redistribuyen a la region apical de la
membrana del espermatozoide como consecuencia de la accion del bicarbonato y

albumina presentes en la capacitacion (van Gestel et al., 2005).

Como resultado de la pérdida de colesterol, aumenta la fluidez de la membrana y, de
este modo, podrian explicarse algunos fenomenos de redistribucion de proteinas que
se han asociado con la capacitacion (Travis and Kopf, 2002), entre los que puede
mencionarse a la proteina fertilina, de cobayo (Cowan et al., 2001), la
galactosiltransferasa, de ratdn (Lopez and Shur, 1987), y la proteina epididimaria de
rata CRISP1 (Rochwerger and Cuasnicu, 1992). Asimismo, esta desestabilizacion de
la membrana plasmatica, probablemente, debilite la union de los mencionados factores
decapacitantes, proteinas de superficie que estan débilmente asociadas al
espermatozoide, las cuales inhiben la capacitacion y son removidas durante el transito
por el tracto femenino (Fraser et al., 1990);(Oliphant, 1976);(Oliphant and Brackett,
1973);(Oliphant et al., 1985);(Fraser et al., 1990);(Oliphant et al., 1985). Tanto el
aumento de la fluidez de la membrana como la relocalizacion y la pérdida de proteinas
de superficie estarian relacionadas a eventos intracelulares involucrados en la
capacitacion. En los ultimos afos, se ha demostrado que la asimetria de los
fosfolipidos en la bicapa es mantenida activamente por las flipasas (Tanaka et al.,
2011). En ciertos momentos, esta asimetria colapsa, exponiéndose en la membrana
externa tanto a la fosfatidil serina como a la fosfatidil etanolamina. Este evento se
observa al inicio de la capacitacién y si bien no esta del todo claro como participa en la

capacitacion, se sugiere que facilitaria la remocién del colesterol de la membrana
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(Gadella and Harrison, 2000);(Flesch et al., 2001);(Boerke et al., 2012).

Como se mencionara recientemente, numerosos estudios en diferentes especies han
mostrado que, ademas de un aceptor de colesterol como la albumina, la capacitacién
seria altamente dependiente de los iones HCO3 (Boatman and Robbins, 1991; Visconti
et al., 1995; Da Ros et al., 2004). En este sentido, la activacién de la motilidad
comienza inmediatamente después de que el espermatozoide entra en contacto con
altas concentraciones de HCO; y Ca®* (Visconti, 2009). Por otra parte, el movimiento
del HCOg a través de transportadores especificos en la membrana estaria relacionado
con la regulacion del metabolismo del AMP ciclico (AMPc) a través de la modulacion
de la actividad de la adenilato ciclasa (AC) del espermatozoide (Kopf et al., 2002). En
el raton, se demostré que el HCOs podria entrar al espermatozoide a través de un co-
transportador NavHCQOs™ y una vez dentro de la célula, interactuaria con una isoforma
testicular y soluble de la enzima adenilato ciclasa (sAC), la cual aumentaria los niveles
intracelulares de AMPc activando a la proteina quinasa A (PKA). De este modo, PKA
fosforilaria diversas proteinas en residuos serina y treonina para, finalmente, activar
una cascada de senalizacion que conduciria al aumento en la fosforilacion de
proteinas en residuos tirosina en el espermatozoide (Visconti, 2009). Con algunas
excepciones (Arcelay et al., 2008), queda aun por estudiar la identidad y funcién de
esta gran cantidad de proteinas que sufren esta modificacién post-traduccional durante
la capacitacion

Las modificaciones que ocurren en el espermatozoide durante la capacitacion traen
como consecuencia cambios tanto en la cabeza como en la cola del espermatozoide.
Debido a que la cola y la cabeza son estructuralmente distintas, existe una tendencia a
desvincular sus funciones, es decir que los cambios que ocurren en la cabeza durante
la capacitacion permitirian al espermatozoide sufrir la denominada reaccién acrosomal
mientras que los cambios producidos en la membrana plasmatica de la cola permitirian
desarrollar el fenédmeno de hiperactivacion. Sin embargo, en los ultimos anos, las
evidencias sugieren que debe considerarse al flagelo como un cilio sensorial capaz de
captar alteraciones en el medio extracelular y transmitirlas a la cabeza a través de
mensajeros secundarios, pudiendo influir sobre la ocurrencia de la reaccion acrosomal
(Buffone et al., 2012).

A continuacion describiremos los procesos desencadenados como consecuencia de la

capacitacion: la reaccion acrosomal, la quimiotaxis, y la hiperactivacion.
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Reaccion acrosomal:

La reaccion acrosomal (RA) es la liberaciéon regulada del contenido acrosomal del
espermatozoide (Figura 9). Esta liberacion ocurre solamente en los espermatozoides
capacitados y tiene dos consecuencias principales, que resultan fundamentales para la
ocurrencia de la fertilizacion. Una de ellas, es la exposicion de moléculas intra-
acrosomales que permiten al espermatozoide penetrar la ZP, mientras que la segunda
y no menos importante, es la adquisicion de la capacidad fusogénica del segmento
ecuatorial.

Figura 9: Reaccion acrosomal. Microfotografia de un
espermatozoide de cobayo sin reaccionar (A) y reaccionado (B).
ac: acrosoma. (C) Microfotografia de espermatozoides de
hamster. Los dos espermatozoides indicados con una flecha ya
han comenzado la RA.

Es importante diferenciar la RA fisioldégica o verdadera de la RA falsa, que consiste en
la pérdida del capuchdn acrosomal por muerte de los espermatozoides. Existen dos
tipos de RA verdadera, una inducida por el ovocito y una esponténea, que se produce
en ausencia del ovocito. El principal inductor de la RA, y el que ha sido més estudiado
en numerosas especies, es la ZP (Florman and Storey, 1982; Uto et al., 1988). Se ha
demostrado que sus componentes solubilizados también son eficientes inductores de
la RA (Berger et al., 1988; Bleil and Wassarman, 1983; Cherr et al., 1986; Cross et al.,
1988; Florman and Storey, 1982; Florman and First, 1988; O'Rand and Fisher, 1987).
Es ampliamente aceptado que la glicoproteina ZP3 seria el receptor para el
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espermatozoide en la ZP responsable de la RA inducida (Yanagimachi, 1994). La
actividad de receptor seria ejercida por los residuos glicosilicos que se unirian a
componente/s de la membrana del espermatozoide. La unién de los oligosacaridos de
ZP3 a distintos sitios en el espermatozoide produciria la agregacion de dichos sitios, lo
cual induciria la RA (Leyton and Saling, 1989). Si bien la ZP seria el inductor principal
de la RA, existen evidencias de que la progesterona que se encuentra en el fluido
folicular que acompana a las células del cumulus también tiene la capacidad de
inducirla (Parinaud et al., 1992; Blackmore, 1993; Roldan et al., 1994). Se ha
postulado un efecto sinérgico entre elementos presentes en el cumulus y la ZP sobre
el espermatozoide para completar la reaccion (Cherr et al., 1986). Por lo tanto, no
existiria en el medio de fertilizacion un Udnico componente crucial para el
desencadenamiento de la RA. Resulta mas probable que el espermatozoide
capacitado se encontrara listo para sufrir la RA, y que su induccién se produjera a
medida que avanza a través de concentraciones crecientes de factores estimulantes,
durante su acercamiento al ovocito. Durante la induccion, la entrada de calcio
extracelular seria un paso esencial (Yanagimachi, 1994). Al respecto, se demostré que
el ion6foro A23187, que provoca la entrada masiva de calcio a la célula, es capaz de
inducir este importante proceso. (Green, 1978).

ptos de fusion
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Figura 10: Progresion de la reaccion acrosomal. Se muestra un
diagrama representando las etapas de la reaccion acrosomal en la
cabeza del espermatozoide de raton. mp: membrana plasmatica, ma
int: membrana acrosomal interna, ma ext: membrana acrosomal
externa.
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La RA consiste en la vesiculizacion del capuchén acrosomal del espermatozoide, que
ocurre mediante un mecanismo similar al proceso de exocitosis. El proceso comienza
con la fusién entre la membrana acrosomal externa y la membrana plasméatica en
multiples puntos de la regién acrosomal, con excepcion del segmento ecuatorial. Se
denomina intacto a aquel acrosoma que no presenta ningun tipo de alteraciones en su
morfologia, modificado a aquel que presenta alteraciones morfologicas tales como
hinchamiento o rugosidades, y reaccionado a aquel que presenta ya sea vesiculizacion
del acrosoma o pérdida total del capuchdn acrosomal (Figura 10).

A nivel molecular, la secuencia de eventos que desencadena la RA involucra a
multiples receptores presentes en la membrana plasmatica del espermatozoide
capacitado, los cuales reconocen a su ligando complementario (entre ellos, ZP3 y
progesterona) desencadenando la traduccién de sefnales que produce el aumento del
Ca®* intracelular y de otros mensajeros secundarios tales como el AMPc. Como
consecuencia de ello se desencadena el aumento del pH intracelular y se dispara la
depolimerizacién de la F-actina, la cual se dispersa y permite el contacto cercano de la
membrana plasmatica con la membrana acrosomal externa en multiples sitios (Figura
11) (Abou-haila and Tulsiani, 2009). Al igual que la fusion de membranas en otros
sistemas, como entre vesiculas de transporte y la membrana plasmatica, la fusion en
la RA estd mediada por la accién de unas proteinas pertenecientes a la familia
SNARE, como Rab3A y NSF (De Blas et al.,, 2005). En los sitios de fusién, la
membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa forman vesiculas mixtas, que
se desprenden en un fendmeno conocido con el nombre de "pérdida del capuchdn
acrosomal". Entre las vesiculas se crean poros por los que se libera el contenido del
acrosoma. En este sentido, recientemente, se descubrié la participacion de Rab27
conjuntamente con Rab3A en la formacién de los poros al comienzo de la RA (Bustos
et al.,, 2012). Ademas, se ha encontrado que las GTPasas dinamina 1 y dinamina 2,
participarian en la RA controlando la dinamica de los poros por los cuales comienza la
exocitosis acrosomal (Reid et al., 2012). Al final de la RA, la membrana acrosomal
interna se encuentra expuesta al medio extracelular, y adquiere continuidad con la

membrana plasmatica del segmento ecuatorial (Yanagimachi, 1994).
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Figura 11: Modelo ilustrativo de la posible secuencia de
eventos que desencadenan la reaccion acrosomal.

Tradicionalmente, se pensaba que las enzimas contenidas dentro del acrosoma eran
las encargadas de digerir tanto a la matriz extracelular de las células del cumulus
como a la ZP durante la RA, y permitir al espermatozoide abrirse camino hasta el
ovocito (Yanagimachi, 1994). Esta hipétesis se vio modificada por evidencias
demostrando que, al menos en el raton, la RA ocurria, principalmente, cuando el
espermatozoide contactaba con la ZP (Saling and Storey, 1979; Wassarman et al.,
1985), y que los espermatozoides reaccionados eran incapaces de penetrar el
cumulus (Talbot, 1985). En los ultimos afos, se afirmaba que sélo los
espermatozoides intactos eran capaces de unirse a la ZP. De acuerdo a este modelo,
una vez unidos a la ZP, los espermatozoides sufririan la RA, produciéndose la
liberacion de los contenidos del acrosoma, los cuales serian importantes para la
penetracién de la ZP. Posteriormente, los Dres. Kim y Gerton (2003) propusieron un
nuevo modelo, denominado “de exocitosis acrosomal”, en el que replantearon el
mecanismo de la RA y el papel de las moléculas acrosomales en la interaccidén con las
cubiertas del ovocito (Kim and Gerton, 2003). Segun estos autores, la RA seria un
proceso gradual, espontaneo, que seria acelerado por la ZP pero no iniciado por la
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misma. Segun este modelo, los espermatozoides no deben estar intactos para unirse a
la ZP. A favor de esta teoria, recientemente, se demostré6 que la mayoria de los
espermatozoides que fertilizan a los ovocitos, comenzarian a reaccionar en el camulus
y no sobre la ZP (Jin et al., 2011). Esto fue apoyado con la demostracion de que los
espermatozoides perivitelinos, ya reaccionados y sin capuchéon acrosomal, son

capaces de fertilizar ovocitos in vitro (Inoue et al., 2011).

Ademas de ser importante para la unién/penetracién de la ZP, la RA seria un evento
crucial para la fusion de las gametas. Los espermatozoides con acrosomas intactos
pueden unirse al oolema pero son incapaces de fusionarse con la membrana
plasmatica del ovocito (Yanagimachi, 1994). Existen evidencias indicando que ciertas
enzimas acrosomales como la acrosina y las metaloproteasas, liberadas durante la
RA, afectarian a la membrana del segmento ecuatorial otorgandole fusogenicidad
(Diaz-Perez et al., 1988; Diaz-Perez and Meizel, 1992; Takano et al., 1993).

Quimiotaxis:

Las gametas, antes de establecer el contacto fisico requerido para la fertilizacion,
establecen un contacto quimico a distancia. Dentro de este ultimo tipo de
comunicacion, se encuadra la espermo-quimiotaxis, la que se define como el
movimiento direccional de los espermatozoides guiado por un gradiente de
concentracion de moléculas atractantes, producidas por el ovocito o el microambiente.
La quimiotaxis espermatica hacia factores del ovocito o del tracto reproductor
femenino, se ha observado en especies marinas, en anfibios y en mamiferos
(Eisenbach and Tur-Kaspa, 1994). Existen evidencias que indican que los
espermatozoides de humano (Eisenbach, 1999), y de ratén (Giojalas and Rovasio,
1998; Oliveira et al., 1999), entre otros, responden quimiotacticamente hacia factores
presentes en el fluido folicular. El fendbmeno quimiotactico se observa, generalmente,
en una subpoblacion de espermatozoides de entre 10%-20%, dependiendo de la
especie, cuando el fluido folicular se encuentra diluido entre 1.000 y 10.000 veces
(Fabro et al., 2002). Este grupo de células quimiotacticas esta constituido so6lo por
espermatozoides capacitados, siendo dicho estado quimiotactico-capacitado de
caracter transitorio. Aunque se desconoce la identidad del (los) atractante(s)
presente(s) en el fluido folicular, se ha sugerido como posibles candidatos, al aldehido
aromatico bourgeonal que activa los receptores olfatorios OR1D2 en el
espermatozoide (Spehr et al., 2003);(Gakamsky et al., 2009), a péptidos pequenos de
hasta 8 kDa denominados quemoquinas, tales como RANTES, CCL7 (Isobe et al.,
2002);(Tamba et al., 2008) y a la hormona esteroidea progesterona (Teves et al.,
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2006). En ese sentido, es sabido que la progesterona regula los canales de calcio
“CatSper” presentes en el flagelo de los espermatozoides humanos, abriendo la
posibilidad de que dichos canales también estén involucrados en la regulaciéon de las
sefnales de calcio del flagelo durante la quimiotaxis (Lishko et al., 2011).

Hiperactivacion:

Es un patrén de la motilidad descripto por primera vez en el hamster (Yanagimachi,
1969), que consiste en un movimiento flagelar tipico, ampliamente caracterizado,
intimamente relacionado con la capacitacion y observado tanto in vivo, en el lugar de
la fertilizacion, como in vitro, en todas las especies estudiadas (Yanagimachi, 1994). El
movimiento hiperactivado se caracteriza por un incremento en la velocidad, una
disminucién en la linealidad, y un aumento de la amplitud de desplazamiento lateral de
la cabeza, sumados a movimientos del flagelo similares a latigazos (Suarez et al.,
1991);(Suarez, 1996). El patron de motilidad durante la hiperactivacion es variable en
las diferentes especies de mamiferos estudiadas; en algunas de ellas, se observa a la
cabeza de los espermatozoides trazar una figura que se asemeja a un ocho durante el

estado hiperactivado (Yanagimachi, 1994) (Figura 12).

Se han sugerido varios roles potenciales para este tipo de motilidad. Por un lado, el
espermatozoide hiperactivado penetra mas eficientemente las sustancias visco
elasticas (Suarez, 1996). En ese sentido, hay que considerar que los espermatozoides
deben penetrar el medio ambiente viscoso del fluido oviductal y, posteriormente,
durante la interaccion con el ovocito, deben secuencialmente moverse a travées de la
matriz extracelular del cumulus oophorus y la ZP. Por otro lado, la hiperactivacién
podria ayudar a los espermatozoides a ascender desde el oviducto al sitio de
fertilizacién, permitiéndoles disociarse de la adhesion transitoria que establecen con el
epitelio oviductal (Yanagimachi, 1994);(Suarez, 1996). Ademas, existen funciones
tales como aumentar la probabilidad de encuentro entre los espermatozoides y el
ovocito dentro de la ampulla (Yanagimachi, 1994), y estar involucrada en el fenémeno
de quimiotaxis (Chang and Suarez, 2010) entre otras. La hiperactivacion actia,
entonces, como un filtro ya que acceden al sitio de fertilizacion sélo aquellos
espermatozoides que han completado el proceso de capacitacion y estan

hiperactivados.

Si bien se supone que la hiperactivacién podria estar regulada por factores presentes
en el tracto reproductor femenino al momento de la fertilizacion, aun hoy, no hay
consenso respecto a la identidad de dichos factores. Asimismo, la cascada de senales

que regulan la hiperactivaciéon tampoco ha sido completamente descripta, aunque se
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sabe que la alcalinizacién de los espermatozoides y el Ca®* serian fundamentales para
desencadenar dicho proceso. Por otra parte, se han descripto varias enzimas y
canales que podrian estar involucradas en este proceso debido a que los ratones
mutantes para dichos factores son incapaces de desencadenar el movimiento de la
hiperactivacion (Ho et al., 2009); (Kota et al., 2010); (Buffone et al., 2012).
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Figura 12: Hiperactivacion. Se representan los patrones de movimiento
de un espermatozoide activado y de uno hiperactivado.

Transporte de gametas

El encuentro entre el espermatozoide y el ovocito podria parecer una simple cuestién
de azar, ya que el macho deposita millones de espermatozoides en el hembra. Sin
embargo, numerosas evidencias indican la existencia de multiples mecanismos
capaces de regular el transporte de los espermatozoides a través del tracto
reproductor femenino. Estos mecanismos aseguran no soélo que la fertilizacién sea
exitosa, sino también que los espermatozoides con una morfologia y motilidad normal

sean los que, finalmente, logren fertilizar.
Tiempo de vida fértil de las gametas

El tiempo de vida fértil de los espermatozoides varia segun las especies, pudiendo
permanecer en el tracto reproductor femenino a la espera de la llegada del ovocito por
varios dias e incluso durante afios (Susan S.Suarez, 2006). En el ratén, la fertilizacion
ocurre dentro de las siete horas posteriores al apareo. Sin embargo, los murciélagos
se aparean justo antes de que comience el invierno y la fertilizacion ocurre en la

primavera (Krutzsch et al., 1982). Por otra parte, ciertas especies de felinos y
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camélidos han logrado minimizar el tiempo de espera de los espermatozoides

mediante la ovulaciéon inducida por el coito.

A diferencia de ello, la vida fértil del ovocito es el periodo posterior a la ovulacion,
durante el cual el ovocito es capaz de ser fertilizado por un espermatozoide y dar
origen a un embrion normal. En general, los ovocitos permanecen fértiles por un
periodo de 24 hs luego de la ovulacién (vaca, oveja, cerdo, hombre). Sin embargo, en
algunos casos, este periodo no sobrepasa las 12 hs post-ovulatorias (conejo, rata,
hamster, ratén) (Austin, 1970). Si el tiempo transcurrido entre la ovulacion y la
fertilizacion es mayor que la vida fértil del ovocito, el desarrollo embrionario puede
iniciarse pero, generalmente, resulta anormal y de duracién limitada (Austin, 1982). En
base a ello, debido a que el tiempo transcurrido desde la ovulacién hasta la
fertilizacién es relativamente corto, la mayor consideracion respecto a su transporte es
la llegada con éxito al sitio de fertilizacion para evitar embarazos ectépicos (Susan
S.Suarez, 2006)

Sitio de deposicion del semen

En la mayoria de las especies (humanos, ratén, rata, conejo, entre otras) el sitio de
deposicion del semen es la vagina. En el momento de la deposicion, los
espermatozoides son inmotiles, o poseen una motilidad muy reducida, razén por la
cual, se asume que los mismos son arrastrados hacia el cérvix como consecuencia de

las contracciones musculares del tracto reproductor.

En algunas especies, la deposicidén ocurre directamente en el Utero. Por ejemplo, en el
cerdo, el pene tiene forma de sacacorchos y el cuello del utero contiene surcos
complementarios. Durante la copula, el pene encaja en el cuello del Gtero y pasa un
gran volumen de semen (aproximadamente 250 ml) a la cavidad uterina (Hunter,
1981).

Numerosas evidencias indican que los movimientos peristélticos del utero favorecen al
proceso de fertilizacion tanto en las especies con deposicion vaginal como en las que
tienen deposicion uterina (Susan S.Suarez, 2006). Al respecto, en la rata, se ha
observado que las contracciones uterinas en las hembras son significativamente
menores cuando se colocan en apareo con machos vasectomizadas, sugiriendo que
los espermatozoides y/o los componentes del plasma seminal serian capaces de
estimular las contracciones (Peitz and Olds-Clarke, 1986). Por otra parte, en el ratén,
se ha sugerido que las glandulas sexuales también podrian jugar algun rol en este
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proceso ya que la remocién de las vesiculas seminales disminuye significativamente la

tasa de preniez (Crane and Martin, 1991).
Formacion del tapon vaginal

En algunas especies, mientras que la mayoria del semen es transportado hacia el
utero, una porcidn permanece en la vagina donde se coagula para formar el tapon
vaginal. Se ha demostrado en la rata, que la ligacion de las glandulas que promueven
la coagulacion no sélo impide la formacion del tapon, sino también el trasporte de los
espermatozoides al Utero (Susan S.Suarez, 2006). Mas aun, en los animales KO para
una de las proteinas responsables de la formacién del tapén (PN-1) no se observan
espermatozoides en el Gtero a los quince minutos posteriores al apareo. Estos
animales son sub-fértiles, indicando la importancia de la formacién del tap6n vaginal

en el trasporte de los espermatozoides hacia el utero (Murer et al., 2001).

Mecanismos de defensa contra el ataque inmunoldgico del tracto
reproductor femenino.

El tracto reproductor femenino se encuentra en contacto con el exterior, siendo
vulnerable a sufrir infecciones, especialmente en el momento de apareamiento. Por
dicha razén, se encuentra equipado con un sistema de defensa antimicrobiana que
puede a su vez atacar a los espermatozoides. Para que la fertilizacién pueda ocurrir,
tanto la hembra como el macho han desarrollado mecanismos de proteccién contra el

ataque inmunoldgico, alguno de los cuales nombraremos a continuacion.

pH vaginal:

En la mujer el pH vaginal (normalmente menor a 5) es microbicida para numerosas
patdégenos de transmisién sexual. En contraste, el pH del plasma seminal oscila entre
6,7 y 7,4 lo cual permite neutralizar el pH vaginal durante el coito y, de esta manera,

evitar el dafo sobre los espermatozoides.

Respuesta inmune en el cervix:

El cuello del utero es inmunolégicamente competente. En conejos y en humanos, la
inseminacién vaginal estimula la migracibn de leucocitos, particularmente los
neutréfilos y los macréfagos, en el cuello uterino y en la vagina (Pandya and Cohen,
1985). Ciertos estudios han demostrado que los neutroéfilos que ingresan al cérvix
pueden unirse y fagocitar a los espermatozoides humanos sélo si, por alguna razoén

anémala, hay anticuerpos anti-espermatozoides en el suero (D'Cruz et al.,, 1992).
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Estas evidencias sugieren que la invasion leucocitaria en el cérvix, inmediatamente
después del coito, pareceria servir de proteccion contra los microorganismos que
acompanan a los espermatozoides, no siendo una barrera normal para las

espermatozoides motiles (Susan S.Suarez, 2006).

Respuesta inmune en el utero:

En la cavidad uterina, como ocurre en la vagina y en el cervix, el coito induce la
infiltracion leucocitaria (Susan S.Suarez, 2006). Los leucocitos son principalmente
neutréfilos y, en diferentes especies (ratdén, rata conejo, equinos, etc.) se los ha
observado fagocitando espermatozoides. Dicha fagocitosis ocurre varias horas post
copula, existiendo la posibilidad de que se encuentre dirigida principalmente hacia los
espermatozoides danados. Sin embargo, se ha observado que los espermatozoides
normales también pueden ser atacados, especialmente, en las especies con
deposicion vaginal donde los espermatozoides, al llegar al Gtero, han perdido gran
parte de la proteccion otorgada por el plasma seminal. En este sentido, las evidencias
indican que el plasma seminal no sélo contiene componentes que cubren a los
espermatozoides otorgandoles proteccién, sino que también es capaz de inhibir las
respuestas inmunes (Dostal et al., 1997). Asimismo, la sobrevida de los
espermatozoides se ve favorecida por las contracciones miometriales, las cuales

permiten el transporte rapido de los espermatozoides a través del utero.

El proceso de fertilizacion

Interaccion espermatozoide-ovocito

Una vez que el espermatozoide logra alcanzar al ovocito, se desencadena el proceso
de fertilizacion, el cual, en mamiferos, ocurre generalmente en la ampulla del oviducto
(Figura 13A). En dicho lugar, el ovocito se encuentra rodeado por la ZP y por las
células del cumulus. El espermatozoide capacitado debera atravesar las diferentes
envolturas para contactarse y fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito.
Dicho proceso involucra interacciones célula-matriz (espermatozoide-cumulus
oophorus y espermatozoide-ZP) y célula-célula (membranas plasmaticas del
espermatozoide y del ovocito), mediadas por moléculas presentes en ambas gametas,
y culminar con la fusién de las membranas y la formaciéon de un nuevo individuo
(Figura 13B).
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En la mayoria de las especies, el espermatozoide, una vez que atraviesa la union
Utero-tubaria, se almacena en el isthmus hasta el momento de la ovulacién. El epitelio
del isthmus genera un microambiente que estabiliza al espermatozoide por un periodo
de tiempo hasta que se desencadena la ovulacion. Cuando esta ultima ocurre, ciertos
factores femeninos estimulan la liberacién del espermatozoide del reservorio. Este
proceso ayuda a reducir el nimero de espermatozoides disponibles en el sitio de
fertilizacion (la ampulla). Por otra parte, como se mencion6 anteriormente, evidencias
recientes indican que los CCOs liberan sustancias quimioatractantes que ayudan al
espermatozoide a movilizarse hacia la ampulla y localizar su blanco (lkawa et al.,
2010).

Tanto las distintas etapas del proceso de interaccién de gametas como asi también las
moléculas del espermatozoide y del ovocito involucradas seran descriptas con detalle

a continuacion.

reaccion
acrosomal

céluluas del
» camulus

(&

ovocito

Figura 13: Interaccién espermatozoide-ovocito. A. Se muestra un
oviducto de raton. Am: ampulla. Is: isthmus. UTJ: unién Gtero tubaria.
B. Se muestra un esquema representativo de la interaccién
espermatozoide-ovocito. El espermatozoide sufre el proceso de
capacitacion a medida que atraviesa el tracto reproductor femenino, lo
cual va a permitir que ocurra la RA. Cerca del ovocito, el
espermatozoide libera el contenido acrosomal, probablemente
estimulado por el cumulus y/o por la ZP, y penetra la ZP. Solamente
los espermatozoides reaccionados son capaces de fusionarse con el
ovocito. EP: espacio perivitelino.
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Penetracion del cumulus oophorus

Como se describiera anteriormente, los componentes predominantes de la matriz del
cumulus son el acido hialurénico y los glicosaminoglicanos que le proveerian a dicha
estructura celular las propiedades viscoelasticas que lo caracterizan. Por lo tanto, los
espermatozoides que se aproximan al ovocito durante la fertilizacion deben avanzar a
través de la matriz existente entre las células del cumulus para alcanzar al ovocito
(Figura 14).

Aun existe controversia respecto de los mecanismos celulares y moleculares que
tienen lugar durante la penetracién del cimulus. Algunas evidencias han sugerido que
los espermatozoides poseerian hialuronidasa asociada a la superficie de los mismos y
que, esta enzima seria la que ayudaria en el pasaje a través de las células del
cumulus (Talbot, 1985). En este sentido, ha sido descripto que SPAM1 (sperm
adhesion molecule 1, originalmente denominada PH-20), una proteina testicular
identificada por primera vez en la superficie del espermatozoide de cobayo (Primakoff
et al., 1985), presenta actividad de hialuronidasa en las diferentes especies en las que
ha sido detectada (Cherr et al., 1996; Gmachl et al., 1993; Lin et al., 1994). La
relevancia de esta proteina para la penetracién del cimulus ha sido replanteada en
vista de que los ratones KO para SPAM1 son fértiles, a pesar de sufrir un retardo en la
dispersién de las células del camulus respecto de los animales normales (Baba et al.,
2002). En ese trabajo, se reveld la presencia de otra proteina con actividad
hialuronidasa, denominada HYALDS5, presente en membrana plasmatica y acrosomal de
espermatozoides epididimarios de ratén. Los autores postulan la existencia de una
redundancia en cuanto a la funcién de SPAM1 y HYALS5, por lo cual HYAL5 estaria
compensando la funcion de SPAM1 en los animales KO antes descriptos (Kim et al.,
2005). Méas aun, la reciente generacién de ratones doble KO para SPAM1 y las serin-
proteasas TESP5 o ACR (acrosina) sugieren que ambas proteinas actuarian
cooperativamente junto a SPAM1 en la penetracién del al cdmulus (Zhou et al., 2012).
Por otra parte, el modelo de “exocitosis acrosomal” descripto anteriormente (ver
seccion Reaccion acrosomal) postula que durante el avance de los espermatozoides,
se produciria una liberacion parcial de enzimas acrosomales, previa a la vesiculizacion
completa del acrosoma, responsable de degradar a la matriz y permitir al

espermatozoide avanzar entre las células.
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Interaccion espermatozoide-ZP

Luego de haber penetrado el cumulus oophorus, el espermatozoide se encuentra con
la ZP (Figura 14 y 15) a la cual se une por la interaccion entre moléculas presentes
tanto en la superficie del espermatozoide como en la ZP.

Figura 14: Unién espermatozoide-ovocito en el raton. A)
Microfotografia de espermatozoides unidos a la ZP de un ovocito. B)
Fotografia de microscopio electrénico de transmisién de la cabeza de
un espermatozoide unido a la ZP de un ovocito. pm: membrana
plasmatica, ZP: zona pellucida, n: nucleo, a: acrosoma.

Basandose en evidencias provenientes de estudios en el ratéon, se ha propuesto un
modelo de adhesion entre el espermatozoide y la ZP que consta de dos etapas
(Wassarman, 1988) 1) “union primaria”: interaccion del espermatozoide intacto con la
ZP, mas especificamente con carbohidratos de ZP3, desencadenando asi la RAy 2) la
“union secundaria” del espermatozoide reaccionado, a través de ZP2. Sin embargo,
este modelo ha sido recientemente cuestionado por experimentos con ratones
modificados genéticamente, los cuales poseen una ZP “humanizada”, es decir en vez
de ZP3 o ZP2 de raton, estos animales sintetizan a las proteinas homoélogas humanas
(Rankin et al., 1998);(Rankin et al., 2003). En base a los resultados de estos trabajos,
los autores proponen un nuevo modelo de interaccién entre el espermatozoide y una
estructura supramolecular de la ZP compuesta por ZP2 y ZP3, en vez de la interaccion
con una unica glicoproteina en particular (Rankin et al., 2003); (Hoodbhoy and Dean,
2004). Sin embargo, esta hipotesis ha sido refutada (Nixon et al., 2005); (Wassarman
et al., 2005), por lo que pareceria ser el modelo original de “uniéon primaria y
secundaria” hasta ahora el mas aceptado. De todas maneras, actualmente, existe
confusion en lo que respecta a la penetracion de la ZP. Como ya se menciond,
mientras algunos trabajos sugieren una unién primaria y secundaria, otros trabajos

muestran que solo el estado de ZP2 seria importante para penetrar la ZP. De esta
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manera, una ZP2 clivada impediria el paso de la ZP, mientras que una ZP2 intacta
facilitaria el paso a través de la misma (Gahalay et al., 2010).

Por otra parte, existe controversia en cuanto a la identidad del ligando para ZP3
presente en el espermatozoide. Uno de los candidatos mas extensamente estudiados
ha sido la B1,4-galactosiltransferasa | (GalT 1) (Shur and Hall, 1982);(Lopez and Shur,
1987), aunque su relevancia para la fertilidad ha sido luego replanteada en vista de
que los ratones KO para GaT | son fértiles, a pesar de presentar niveles muy bajos
tanto de RA inducida por ZP3 como de fertilizacion de ovocitos in vitro (Lu and Shur,
1997). Otros candidatos alternativos propuestos son sp56 (Bleil and Wassarman,
1990) y zonadhesina (Hardy and Garbers, 1995), sin embargo, debido a su
localizacién intracrosomal (Foster et al., 1997);(Kim et al., 2001);(Bi et al., 2003)
existen controversias en cuento a su disponibilidad para interactuar con ZP3. Cabe
aclarar que, recientemente, se mostr6 que zonadhesina si bien participa en la
interaccion con la ZP, su rol principal seria en la regulacién de la especie/especificidad
(Tardiff et al., 2010). Segun el modelo clasico, no podria actuar en la “unién primaria”
ya que el espermatozoide se encontraria intacto al momento de unirse a ZP3, aunque
en el modelo de “exocitosis acrosomal” (Kim and Gerton, 2003), las moléculas de la
matriz acrosomal podrian asociarse a la ZP. Por otra parte, se ha descripto un cuarto
candidato (Ensslin et al., 1998) con su homdlogo en ratén, denominado SED1.
Estudios con animales KO han demostrado la relevancia de esta proteina para la
etapa de unién del espermatozoide a la ZP ya que los ratones machos son subfértiles
in vivo e incapaces de unirse a la ZP de ovocitos in vitro (Ensslin and Shur, 2003).

En cuanto a las moléculas del espermatozoide responsables de la “unién secundaria”,
se han sugerido algunas proteinas tales como SPAM1 (Myles and Primakoff,
1997);(Yudin et al.,, 1999) y proacrosina/acrosina (Richardson and O'Rand,
1996);(Crosby et al., 1998);(Furlong et al., 2000); (Howes et al., 2001). En lo que
respecta a SPAM1, tal como se mencionara anteriormente, los machos KO para esta
proteina resultaron fértiles (Baba et al., 2002), probablemente, por redundancia
funcional con la hialuronidasa Hyal 5 (Kim et al., 2005). Asimismo, se postula que esta
proteina, que es liberada durante la RA, podria “depolimerizar” localmente a la matriz
del cumulus cerca o en la superficie de la ZP, permitiendo asi que la cola del
espermatozoide se mueva libremente facilitando la penetracién de la ZP. En el caso de
acrosina, estudios con animales KO han replanteado el papel de esta enzima en el
proceso de fertilizacién ya que los machos carentes de esta proteina son fértiles (Baba
et al., 1994) a pesar de mostrar un retardo en la fertilizacion in vitro comparado con
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animales control (Adham et al., 1997). No obstante, una combinacién de estudios
posteriores a nivel genético, bioquimico y funcional apoya la hipétesis que la
interaccion proacrosina/acrosina con ZP2 es importante para la uni6on del
espermatozoide reaccionado a la ZP, postulando la existencia de otras proteasas que
pudieran reemplazar a proacrosina/acrosina en esos animales KO (Howes et al.,
2001).

La interaccion entre el espermatozoide y la ZP continGia con la etapa de penetracion
de la ZP para la cual se han propuesto dos hip6tesis (Yanagimachi, 1994). Una de
ellas, la hipotesis “enzimatica”, sostiene que el pasaje a través de la ZP seria
dependiente de la accién de enzimas presentes en el acrosoma. Segun esta teoria, la
mayoria de dichas enzimas serian liberadas sobre la superficie de la ZP durante la RA,
provocando la hidrélisis de la porcion de la ZP que rodea al espermatozoide e
induciendo asi el "ablandamiento" de la misma. Otras enzimas permanecerian unidas
a la membrana acrosomal interna y serian la responsables de clivar a las moléculas de
ZP2 a las que el espermatozoide se haya unido, permitiendo asi el avance a través de
la ZP. La segunda hipétesis, denominada “mecanica”, propone que la RA permitiria la
exposicion del perforatorium, una estructura rigida, que cortaria la ZP y que,
conjuntamente con la motilidad hiperactivada presente en los espermatozoides,
favorecerian la penetracion de la ZP. Esta hipétesis ha sido respaldada fuertemente
por las caracteristicas estructurales y funcionales de la cabeza de los espermatozoides
de los mamiferos euterianos, incluyendo la rigidez del nacleo, la forma aplanada de la
cabeza, el perfil filoso del perforatorium y la rigidez de la membrana acrosomal interna
(Bedford, 2004). Por otra parte, O'Rand y colaboradores (1986) han propuesto una
hipdtesis que involucraria “ambos mecanismos”. En primer lugar, el espermatozoide se
asociaria a la ZP a través de una unién de alta afinidad (O'Rand et al., 1986). Se
produciria entonces la degradacion de las moléculas de la ZP involucradas en esa
interaccion, dejando libres, a las proteinas del espermatozoide, que quedarian, por
ende, disponibles para interactuar con nuevas moléculas de la ZP. En este punto,
jugaria un papel importante la motilidad, ya que si el espermatozoide no se moviera en
forma progresiva, la probabilidad de encontrar nuevas moléculas para interactuar seria
muy baja y la penetracién no se produciria. En este sentido, el grupo de Dean y
colaboradores propuso que el espermatozoide intacto reaccionaria al atravesar la ZP
por un efecto mecanico de los poros de la misma (Baibakov et al., 2007). Sin embargo,
actualmente, y por los trabajos recientes que apoyan el modelo de la “exocitosis

acrosomal” (ver seccion RA) esta teoria no tendria tanto consenso (Jin et al., 2011).
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La interaccion espermatozoide-ZP es, en general, especie-especifica. Esto significa
que un espermatozoide es capaz de unirse y penetrar sélo la ZP de un ovocito de la
misma especie. Si bien se conoce la existencia de casos de mamiferos hibridos
provenientes de dos especies diferentes, en general la reproduccion interespecifica no
tiene lugar ya sea por mecanismos comportamentales y anatémicos, como por
barreras celulares adicionales como la ZP (Hanada and Chang, 1972). Al respecto, en
el modelo de animales quiméricos, mencionado anteriormente, donde la ZP2 y la ZP3
del raton han sido reemplazadas por las proteinas humanas se observd que los
ovocitos provenientes de esos animales fueron fertilizados por espermatozoides de
raton y no por los humanos sugiriendo que los oligosacaridos unidos mas que la
secuencia peptidico en si misma, serian los responsables de la especie especificidad
(Rankin et al., 2003). Por otra parte, cada vez existe mas consenso de que la unién a
la ZP y la especie-especificidad no estan dados por una sola proteina sino por varias,
concepto también apoyado por la observacion de la agregacién de varias proteinas
que participan en la interaccidbn espermatozoide-ZP localizadas en la region de la
cabeza del espermatozoide por donde ocurre dicha interaccion (Reid et al., 2011).
Esta remodelacion podria ser facilitada por el montaje de un complejo multimérico de
reconocimiento de la ZP formado por proteinas, por chaperonas, y “rafts” lipidicos. La
formacioén y el montaje de dicha estructura ocurriria sobre la region dorsal en la cabeza

del espermatozoide y, una vez ensamblado, migraria hacia el tip (Reid et al., 2011).
Fusién del espermatozoide con el ovocito

Una vez que el espermatozoide ha atravesado la ZP y el espacio perivitelino, ocurre la
fusion entre las membranas plasmaticas del espermatozoide y el ovocito. Sélo luego
de la ocurrencia de esta fusion, un ovocito puede considerarse fertilizado. La fusién del
espermatozoide con el ovocito comprende dos fases de interaccion entre las
membranas de ambas gametas: una primera de unién, y una segunda de fusién
propiamente dicha. Este proceso comienza con la unién de la cabeza del
espermatozoide a la membrana plasmatica del ovocito y, luego de un breve periodo,
que varia segun la especie, se produce una abrupta declinacion o cesacién del
movimiento de la cola (Gaddum-Rosse, 1985). Finalmente, todo el espermatozoide es
gradualmente incorporado al citoplasma del ovocito (Shalgi and Phillips, 1980). La
parte posterior de la cabeza y la cola son incorporadas a través de un proceso de
fusibn de membranas, mientras que la regién anterior de la cabeza es incorporada al

citoplasma de un modo similar a la fagocitosis (Figura 14).
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Figura 15: Fusion espermatozoide-ovocito. Se muestra un esquema
de los eventos involucrados en el proceso de fusidbn de gametas. A)
inicio de la interaccidén entre el segmento ecuatorial y el oolema, B)
fusién de algunos puntos, C) la membrana del ovocito rodea la parte
anterior de la cabeza, D) se incorpora el espermatozoide al ooplasma
mediante fusion de la parte posterior de cabeza y la cola, y
“fagositosis” de la parte anterior. ma int: membrana acrosomal interna,
SE: segmento ecuatorial.

No toda la membrana plasmatica de las gametas es fusogénica, por lo que los
dominios de membrana involucrados en la fusién son restringidos en ambas celulas. El
ovocito de roedores se encuentra recubierto de microvellosidades en toda su
superficie, con excepcion de un area que coincide con la regién que recubre al huso
meibtico (Ebensperger and Barros, 1984), y a través de la cual, raramente, ocurre la
fusion del espermatozoide (Ebensperger and Barros, 1984);(Johnson et al., 1975).
Esto podria deberse a que el segundo corpusculo polar se forma y se libera por esta
region luego de la fertilizacion, resultando “peligroso” que el espermatozoide se
fusione y se incorpore por alli ya sea por interferir con la correcta liberacion del
corpusculo, o bien por ser eliminado durante el proceso de extrusion. Si bien al
asociarse al oolema, el espermatozoide entra en contacto con las microvellosidades,
aun no se conoce si las mismas son esenciales para la ocurrencia de la fusion
(Bedford and Cooper, 1978). En el caso del espermatozoide, es aceptado que la
membrana plasmatica que cubre al SE es la que primero se fusiona con el ovocito
(Arts et al., 1993);(Yanagimachi, 1988b). La motilidad pareceria no ser un requisito
absoluto para la ocurrencia de la fusibn ya que ha sido demostrado que
espermatozoides inmétiles o de muy baja motilidad son capaces de fusionarse con el
ovocito. Por el contrario, la RA es un requisito fundamental para la ocurrencia de la

fusibn ya que, como se menciond anteriormente, los espermatozoides no
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reaccionados (intactos) son incapaces de fusionarse con el oolema (Yanagimachi,
1994).

En cuanto a la especificidad de especie en el proceso de fusion de gametas, la misma
es menos restringida que para la penetracion de la ZP. La fusién de gametas
heterblogas es posible, en algunos casos, pero sélo con gametas provenientes de
determinadas especies, y no siempre en ambas direcciones. Como ejemplo, los
ovocitos de rata pueden ser penetrados heter6logamente por espermatozoides de
raton, pero los ovocitos de ratén no pueden ser penetrados por espermatozoides de
rata (Yanagimachi, 1994).

Si bien el proceso de fusién es un punto clave de la fertilizaciéon, es muy escasa la
informacion disponible sobre los mecanismos moleculares involucrados en esta etapa.
Al igual que ocurre para la unién a la ZP, la fusién estd mediada por la interaccién de
moléculas complementarias localizadas en los dominios fusogénicos especificos de
las membranas de ambas gametas. En cuanto a los componentes de la membrana del
ovocito, las integrinas fueron las primeras moléculas postuladas como mediadoras del
proceso de fusion, por tratarse de ligandos especificos de proteinas presentes en el
espermatozoide ya involucradas en este proceso. La integrina a6B1, una de las
principales en la superficie del ovocito, fue originalmente propuesta como la
responsable de la unién espermatozoide-ovocito (Almeida et al., 1995);(Bigler et al.,
2000). Sin embargo, el hecho de que animales KO para esta integrina sean fértiles,
cuestiond la relevancia de esta proteina para la fertilizaciéon (Miller et al., 2002).
Asimismo, la importancia de las integrinas para la fusiéon ha sido replanteada en vista
de que un estudio utilizando diferentes combinaciones de animales KO para integrinas
y ensayos de fusién in vitro en presencia de anticuerpos, demostré que ninguna de las
integrinas conocidas en la superficie del ovocito (integrina a2, a3, a5, a9, aV, 3 y B5)

seria esencial para este proceso (He et al., 2003).

La asociacién entre la integrina a6B1 y la tetraspanina CD9 en la membrana del
ovocito de ratén (Chen et al., 1999) y el hecho de que esta tetraspanina haya sido
implicada en la fusion de membranas en otros sistemas celulares (Tachibana and
Hemler, 1999), sugiri6 que CD9 también podria cumplir alguna funcién en el proceso
de fusién de gametas. Esta hipétesis fue confirmada por el estudio de animales KO
para esta proteina (Kaji et al., 2000);(Le Naour et al., 2000);(Miyado et al., 2000),
demostrando que las hembras mutantes son estériles y que sus ovocitos, a pesar de
unirse a espermatozoides, son incapaces de fusionarse con los mismos. De acuerdo a

estos resultados, CD9 seria una de las moléculas del ovocito responsable del proceso
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de fusion entre el espermatozoide y el ovocito. Estos estudios fueron los primeros en
identificar a una molécula del ovocito esencial para la fertilidad femenina y para la
fusion de gametas. Experimentos posteriores demostraron que CD9 actua en “cis” con
otros elementos, aun no identificados, presentes en la membrana del ovocito,
funcionando como un organizador de la superficie ovocitaria (Zhu et al., 2002). Estos
resultados no descartan la posibilidad de que CD9 pueda también interactuar en
“trans” como ligando de una proteina del espermatozoide. Resultados mas recientes
indicaron que CD9 generaria sitios especificos de adhesion que regularian la fusion
espermatozoide-ovocito, acercando y reuniendo a todos los intermediarios de este
proceso (Jegou et al., 2011), y que la porcién C-terminal de esta molécula estaria
involucrada en la formacion de dichos complejos y sitios de adhesién (Wang et al.,
2011). Ademas, se ha descripto la existencia de vesiculas membranosas secretadas
por el ovocito y presentes en el espacio perivitelino. Estas vesiculas conteniendo CD9
serian capaces de interactuar con el espermatozoide y participarian en la fusion de
gametas (Miyado et al., 2008). Por otra parte, si bien, los animales KO para proteinas
del ovocito unidas al oolema via glicosilfosfatidilinositol (GPI) también presentan
ovocitos con la fusogenicidad altamente afectada (Alfieri et al., 2003), la identidad de

las proteinas que pudieran ser relevantes para la fusion, aun se desconoce.

Respecto a las moléculas del espermatozoide implicadas en fusién, los estudios se
limitan, principalmente, a las proteinas de la familia ADAM, a una proteina descripta

denominada “Izumo” y a la proteina epididimaria CRISP1.

La familia de proteinas denominada ADAM (a disintegrin and a metalloprotease
domain) esta compuesta por alrededor de 40 miembros (revision de trabajos en Kim et
al., 2006a), tres de los cuales han sido postulados como mediadores del proceso de
fusion espermatozoide-ovocito: fertilina a/ADAM1 (existen 2 subunidades: a y b),
fertilina B/ADAM2 y ciritestina/ADAMS3 (revision de trabajos en Evans, 1999). A pesar
de que el andlisis de la fertilidad de ratones KO deficientes para fertilina a/ADAM1a
(solo presente en células germinales testiculares) 6 fertilina B/ADAM2 indicé que los
machos son infértiles (Cho et al., 1998);(Nishimura et al., 2004) el fenotipo de los
ratones fue inesperado y complejo. En ambos casos, la infertilidad in vivo se debié a
qgue los espermatozoides presentaban defectos en el transporte a través del oviducto y
en la etapa de unibn a la ZP. Los ratones deficientes en fertilina B, ademas,
presentaban una disminucién en la capacidad espermatica de unirse y fusionarse con
el oolema in vitro (Nishimura et al., 2001);(Cho et al., 1998). Por otro lado, ratones KO
para la otra subunidad a, es decir, ADAM1b resultaron fértiles (Kim et al., 2006a). En
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cuanto a ciristestina/ADAMS3, los resultados fueron similares a los de fertilina ya que si
bien, los estudios previos in vitro (revisién de trabajos Evans, 1999) postulaban a esta
proteina como mediadora del proceso de fusion, los ratones macho KO exhibieron una
capacidad de fusién normal pero resultaron infértiles debido a una unién deficiente
entre los espermatozoides y la ZP (Nishimura et al., 2001);(Shamsadin et al., 1999).
Estudios de expresiébn de proteinas sobre estas cuatro lineas de animales KO
indicaron la ausencia de otras proteinas ADAMs en la célula germinal testicular o en el
espermatozoide, ademas de la proteina ADAM que se deseaba anular (Kim et al.,
2006a); (Kim et al., 2006b); (Nishimura et al., 2001);(Suzuki et al., 2005). Mas aun,
animales KO para calmegina, chaperona requerida para el proceso de fertilizacion
(lkawa et al., 1997);(lkawa et al., 2010);(Nishimura et al., 2004), presentan el mismo
fenotipo que los animales deficientes en ADAM1a, y disminucidén o ausencia de alguna
de estas proteinas ADAMs. Por lo tanto, en base a todos los resultados obtenidos, se
concluye que, por lo menos en el raton, el heterodimero ADAM1b/ADAM2 seria
dispensable para el proceso de fertilizacion, ya sea a nivel de la migracion del
espermatozoides a través del oviducto, de la unién espermatozoide-ZP o de la fusién
espermatozoide-ovocito. Por otro lado, ADAM1a/ADAM2 seria esencial para la
correcta localizacién de ADAMS en la superficie del espermatozoide, y ADAM3 seria la
molécula requerida para la unién espermatozoide-ZP (Stein et al., 2005); (Kim et al.,
2006a). Aun no se descarta que otras proteinas ADAMs presentes sobre el
espermatozoide estén involucradas en el proceso de fusion espermatozoide-ovocito
(Stein et al., 2004).

En cuanto a la proteina Izumo corresponde a un miembro de expresién testicular de la
familia de inmunoglobulinas IgSF localizado en el acrosoma del espermatozoide
(Inoue et al., 2005). La relevancia de esta proteina para la fertilidad y su rol en el
proceso de fusion fueron confirmados mediante el analisis de los animales KO para
lzumo. Los machos mutantes son estériles debido a que tienen comprometida la
capacidad fusogénica de sus espermatozoides (Inoue et al., 2005). Asimismo, se
observo que, luego de la RA, la proteina Izumo se relocalizaba a la region por la cual
el espermatozoide se fusiona con el ovocito. En este sentido, resultados utilizando
ratones KO para Tssk6 (testis-specific serine kinase 6) mostraron que sus
espermatozoides eran incapaces de fusionarse con el ovocito debido a que la proteina

Izumo no se redistribuia correctamente (Sosnik et al., 2009).

Finalmente, la proteina CRISP1 y su participacién en el proceso de fertilizacion seran

desarrolladas en profundidad en una seccién posterior de la introduccion.
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Activacion del ovocito:

Luego de la fusién con el espermatozoide, el ovocito inicia una serie de eventos
morfoldgicos y bioquimicos que llevan a la division celular y diferenciacién, o sea a la
formacién de un nuevo individuo. A este reinicio de la actividad del ovocito se lo
denomina activacion. Unos segundos luego de que la fusion ha ocurrido se produce un
aumento transitorio de los niveles de Ca** citoplasmatico en el ovocito (Yanagimachi,
1994). Los indicadores mas visibles de la activacion son la exocitosis de los granulos

corticales y el reinicio de la meiosis.

En la region cortical del ovocito maduro, por debajo de la zona de microvellosidades,
se encuentran los granulos corticales, pequefnas organelas esféricas rodeadas de
membrana que contienen mucopolisacéridos y diversas enzimas (Ducibella, 1991).
Pocos minutos luego de producida la fusion, mas del 95% de los granulos corticales
han sido expulsados por exocitosis (Ducibella, 1991);(Hoodbhoy and Talbot, 1994). Su
funcion es modificar la ZP, como asi también el oolema de forma tal de prevenir la

polispermia.

Luego de la fusién se reinicia la meiosis, razén por la cual es liberado el segundo
corpusculo polar y el complemento haploide resultante se transforma en el prondcleo
femenino. En tanto, el nucleo del espermatozoide se decondensa y se transforma en el
pronucleo masculino. En ambos prondcleos comienza la sintesis de ADN. Una vez que
los pronucleos han completado su desarrollo, migran al centro del ovocito (Figura 16),
sus envolturas nucleares se desintegran y los cromosomas se unen (singamia) para

dar lugar a la primera division mitética.

Figura 16: Ovocito fertilizado. Microfotografia de un ovocito
humano ya fertilizado. Obsérvese los dos pronucleos en el centro
del ovocito conteniendo varios nucleolos cada uno.
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Familia de proteinas CRISP (Cysteine-Rich Secretory
Proteins)

Como se mencionara anteriormente, una de las proteinas propuestas como
mediadoras del proceso de fertilizacibn es la proteina epididimaria CRISP1,
identificada por nuestro grupo en la rata (Cameo and Blaquier, 1976) y primer miembro
descripto de la familia de proteinas CRISP.

Las CRISP (Cysteine-RIch Secretory Proteins), como su nombre lo indica, son
proteinas secretorias ricas en cisteinas que se caracterizan por tener 16 cisteinas
conservadas, 10 de las cuales se encuentran en el dominio C-terminal de la molécula
(Gibbs et al., 2008). Estudios de cristalografia indican que todos los miembros de la
familia presentan una estructura general caracterizada por la presencia de dos
dominios definidos: el N-terminal llamado Pathogenesis Related 1 (PR-1) o dominio
CAP de aproximadamente 21 kDa y el C-terminal, que recibe el nombre de Cysteine
Rich Domain (CRD) o dominio CRISP, de aproximadamente 6 kDa (Guo et al., 2005;
Gibbs et al., 2006) (Gibbs et al., 2008). EI CRD, a su vez, estd compuesto por dos
regiones el Hinge y el ICR. De acuerdo a las evidencias obtenidas hasta el momento,
se ha sugerido que cada uno de estos dominios tendria funciones bioldgicas
independientes. Mientras se ha encontrado que el dominio CRD de varias proteinas
CRISP, a través de su region ICR, presenta la capacidad de regular canales i6nicos
(Guo et al., 2005);(Gibbs et al., 2006);(Gibbs et al., 2011), resultados de nuestro
laboratorio indican que el dominio N-terminal contendria el sitio por el cual CRISP1 se
une a la membrana plasmatica del ovocito (Ellerman et al., 2006). Por otra parte, el
dominio CRD se conecta a través del Hinge con el PR-1, no existiendo ningln
contacto ente el PR-1 y el ICR (Gibbs et al., 2008) (Figura 17).

CRD
Dominio PR-1 Hinge ICR
- interaccién de membranas - regulacion
de canales

Figura 17: Representacion esquematica de los dominios
estructurales de las proteinas de la familia CRISP y su relacion
con las funciones propuestas.
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En mamiferos, se han caracterizado cuatro miembros: CRISP1 de expresion
mayormente epididimaria, la proteina CRISP2, sintetizada casi exclusivamente en el
testiculo (Hardy et al., 1988); (Kasahara et al., 1989), la proteina CRISP3, con una
distribucion mas amplia que incluye 6rganos reproductivos y no reproductivos
(Haendler et al., 1993); (Kjeldsen et al., 1996);(Udby et al., 2005a), y la proteina
CRISP4, expresada casi exclusivamente en el epididimo (Jalkanen et al., 2005);
(Nolan et al., 2006). En la Figura 18 se muestra una comparacion de los porcentajes
de identidad y similitud entre las proteinas CRISP identificadas en diferentes especies
de mamiferos, como asi también la relacion filogenética entre las mismas. Asimismo,
se ha descripto la existencia de otros miembros de la familia CRISP en los venenos de
diferentes serpientes, lagartos y caracoles (Morrissette et al., 1995); (Milne et al.,
2003); (Yamazaki and Morita, 2004), en huevos y embriones de rana (Olson et al.,
2001); (Schambony et al., 2003), y en embriones de gallina (Smith et al., 2001).

Existen ademas, proteinas en especies mas alejadas evolutivamente que poseen
similitud con las proteinas CRISP en el extremo N-terminal y que tienen incompleto o
carecen totalmente del dominio C-terminal rico en cisteinas. Entre ellas, se encuentran
los alergenos de insectos Ag5 (Antigen 5), proteinas muy abundantes e
inmunogénicas de los venenos de insectos, y las proteinas de plantas PR-1
(Pathogenesis-Related-1), altamente expresadas en respuesta a la invasion de
patébgenos (Fernandez et al., 1997);(Henriksen et al., 2001). Por su parte, en
mamiferos, también se describieron proteinas con homologia en el dominio N-terminal
pertenecientes a la familia GLIPR1 (glioma PR-1) y a la familia GAPR1 (Golgi-
associated PR-1) (Gibbs et al., 2008). En su conjunto, todas las proteinas
mencionadas componen la denominada superfamilia de proteinas CAP
(CRISP/Ag5/PR-1). Si bien existen numerosos miembros de esta superfamilia
expresados en diversos sistemas y organismos, muy pocos han sido estudiados en
relacion a su funcién biolégica. En este sentido, nuestro laboratorio ha llevado a cabo
numerosos estudios para determinar la funcion de las proteinas CRISP1 y CRISP2
durante el proceso de fertilizaciéon en distintas especies (revisién de trabajos en Cohen
et al., 2008).
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% IDENTIDAD

CRISP4

CRISP1

CRISP2

CRISP3

CRISP4

55,5 54,7 59,6 41,6 38,2
66,4 69,8 45,8 40,8 41,3
45,4 38,4 37.8
38,8 37.8

% SIMILITUD

CRISP2 Chimp (XP_001147966)
_ECRIS% Human (NP_003287)
CRISPZ Macaque (XP_001105058)
CRISP2 Rat (NP_112519)
E CRISP2 Mouse (NP_033446)
e CRISP2 Horse (NP_001075401)
— CRISP2 Cow (NP_001033178)
CRISP2 Dog (XP_532166)

CRISP3P Horse (NP_001075343)
CRISP3 Dog (XP_538955)

CRISP1P Mouse (NP_033768)
— CRISP3 Mouse (NP_033769)
CRISP1D Rat (NP_074050)
CRISP3 Chimp (XP_001148602)
_E CRISP3D Human (NP_006052)
CRISP3 Macaque (XP_001105217)
CRISP3 Cow (NP_001073103)

Pt [ CRISP1 Chimp (XP_001148805)

CRISP12 Human (NP_001122)
m— CRISP1 Macaque (NP_001027983)
E CRISP43 Rat (NP_001034482)
CRISP43 Mouse (NP_084309)
CRISP1 Cow (XP_873976)

b CRISP 18 Horse (NP_001075342)
CRISP1 Dog (XP_852643)

Figura 18: Proteinas CRISPs de mamiferos. A. Andlisis de
identidades y similitud entre las proteinas CRISPs de diferentes
mamiferos. B. Arbol filogenético de las proteinas CRISPs de
diferentes especies de mamiferos (Gibbs et al., 2008).

Proteina CRISP1

Como se mencionara anteriormente, la proteina CRISP1 (32 kDa) de rata ha sido

identificada, caracterizada y purificada en nuestro laboratorio (Cameo and Blaquier,
1976; Garberi et al., 1979; Garberi et al., 1982). CRISP1, es una de las principales
glicoproteinas secretadas por el epididimo de rata, especie en la cual se sintetiza en
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forma andrégeno-dependiente (Kohane et al., 1983) y se asocia a los espermatozoides
a medida que los mismos transitan por el epididimo (Kohane et al., 1980b; Kohane et
al., 1980a). Resultados posteriores indicaron la existencia de dos poblaciones
asociadas a la superficie del espermatozoide con afinidades diferentes: una poblacién
mayoritaria que se asocia en forma débil, y una fraccion minoritaria que se asocia con
alta afinidad (Cohen et al., 2000b). Recientes resultados de nuestro grupo permitieron
esclarecer los mecanismos por los cuales las dos poblaciones de CRISP1 se
asociarian a la membrana del espermatozoide durante la maduracion epididimaria. Tal
como se muestra en el Figura 19, en el caput epididimario, la proteina CRISP1
fuertemente unida a los espermatozoides provendria de la trasferencia de la misma
desde los epididimosomas (unas vesiculas presentes en el fluido epididimario) (A)
(Maldera et al, en preparacién). A medida que transitan por el epididimo, los
espermatozoides se expondrian a concentraciones cada vez mayores de CRISP1, la
cual se uniria débilmente a la gameta por un mecanismo que involucra la formacién de
complejos entre la proteina y el zinc (B) (Maldera et al., 2011). De esta manera, el
espermatozoide maduro presentaria ambas poblaciones de CRISP1 en su superficie

. 0

® CRISP1 fuertemente unida Q epididimosomas
® CRISP1 débilmente unida th complejos zinc-CRISP1

A

maduracion epididimaria

Figura 19: Mecanismos involucrados en la asociacion de las dos
poblaciones de CRISP1 al espermatozoide durante la maduracion
epididimaria.
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Durante la incubacion de espermatozoides en condiciones capacitantes, se produce la
liberacion de una gran cantidad de CRISP1 (Kohane et al., 1980b);(Cohen et al.,
2000b), lo cual sugiere que esta proteina podria actuar como un factor decapacitante.
En este sentido, Roberts y colaboradores (Roberts et al., 2003a) han descripto que
espermatozoides de rata capacitados en presencia de CRISP1 presentan una
inhibicion tanto en la fosforilacion de proteinas en residuos tirosina como en la
ocurrencia de la RA inducida por progesterona, ambos fendbmenos asociados con la
capacitacion.

Si bien CRISP1 se libera durante la capacitacién, estudios de microscopia electrénica
detectaron la permanencia de la misma en espermatozoides reaccionados (Cameo et
al., 1986). Posteriormente, se observé que, luego de la capacitacion tanto in vitro como
in vivo, la proteina CRISP1 migraba de la regiéon dorsal de la cabeza del
espermatozoide hacia el segmento ecuatorial, (Rochwerger and Cuasnicu, 1992)
(Figura 20A). Considerando que soélo las proteinas que permanecen en el
espermatozoide luego de la capacitacion y/o RA pueden estar involucradas en la
interaccién con el ovocito, en nuestro laboratorio se realizaron diversos estudios con el
fin de investigar la posible participacion de CRISP1 en la interaccién de gametas. La
exposicion de espermatozoides de rata a anticuerpos anti-CRISP1 previo a la
inseminacién intrauterina produjo una disminucidn significativa en los porcentajes de
ovocitos fertilizados (Cuasnicu et al., 1984). Este resultado constituyd la primera
evidencia de la posible participacion de CRISP1 en el proceso de fertilizacion. Estudios
posteriores demostraron que la presencia de CRISP1 purificada durante la co-
incubacién de espermatozoides y ovocitos de rata sin ZP provocaba una disminucién
significativa del porcentaje de ovocitos penetrados. La presencia de CRISP1 no afectd,
sin embargo, la unién inicial de los espermatozoides al oolema, indicando que la
proteina participaria en un evento posterior a la union de las gametas y conducente a
la fusiébn de las membranas (Rochwerger and Cuasnicu, 1992). Estos resultados
sugerian la existencia de sitios de union para CRISP1 en la membrana del ovocito, los
cuales fueron detectados mediante experimentos de inmunofluorescencia indirecta
(IFl) en toda la superficie del ovocito, exceptuando un area negativa correspondiente a
la membrana plasmatica que recubre el huso meidtico (Rochwerger and Cuasnicu,

1992) por el cual, raramente, ocurre la fusién (Figura 20B).
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Figura 20: Localizacion de la proteina CRISP1 sobre el
espermatozoide y de sus sitios complementarios en el ovocito.
A. Esquema de la cabeza de un espermatozoide de rata en donde
se distinguen la regién dorsal (RD) y el segmento ecuatorial (SE) (a).
Microfotografia de la cabeza de un espermatozoide de rata con
marca fluorescente para CRISP1 en la region dorsal (b), y el
segmento ecuatorial (c). B. Microfotografias de un ovocito de rata sin
ZP con marca fluorescente correspondiente a los sitios de unidn
para CRISP1. Se muestran dos planos focales del mismo ovocito. La
flecha indica el area negativa.

Estudios posteriores utilizando la proteina CRISP1 nativa deglicosilada, la proteina
recombinante expresada en un sistema procariético y una serie de fragmentos
recombinantes, indicaron no sélo que los carbohidratos no serian esenciales para la el
rol de la proteina en fusion (Ellerman et al., 2002) sino también que la region
comprendida entre los aminoacidos 114-158 del dominio PR-1 mantendria la actividad
biol6gica de la proteina completa. Un hallazgo muy interesante fue el hecho de que
esta secuencia de 45 aminoacidos contuviera los dos motivos caracteristicos de la
familia CRISP, denominados Signature 1y Signature 2 (Tabla 1). El uso de péptidos
sintéticos correspondientes a estos dominios (P1 y P2, respectivamente) en ensayos
de IFl y de fertilizacion in vitro indicé que P2, pero no asi P1, era capaz de unirse a la
superficie del ovocito e interferir con la fusibn de gametas. En conjunto, estos
resultados indicaron que CRISP1 se uniria al ovocito a través de una regiéon de 12
aminoacidos altamente conservada de la familia CRISP, correspondiente al Signature
2 (Ellerman et al., 2006). Segun nuestro conocimiento, ésta fue la primera vez que se
describié un rol funcional para un motivo de la familia CRISP, y que se logr6 delimitar
la actividad de una proteina CRISP a una region tan pequena.
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Signature 1 Signature 2

RnCRISP1 | CHYEGVENST | FENGHEEPCCHY
MmCRISP1 CEYEGVERNST | vENEHEEPVGHY
HsCRISP1 DEVE@IiizTe | LEUEEEEL=CHD
RnCRISP2 CEYEB L vss | FEEEEErvicEN
MmCRISP2 | CHYE@LEYSS | FENCHEEPVCEN
HsCRISP2 CHYEE A vsT | vENEOEED N
MmCRISP3 CEuEgVENxsN | FENEREErvVIEY
HsCRISP3 CEYB@VEMvSS | vEEECEEr CHw
ROCRISP4 YEYEG ilArs | LENEHEEHECHS
MmCRISP4 | DEVEgMiizST | LENGEEE==CHH

Tabla 1: Signatures 1 y 2 de la familia de proteinas CRISP. Se muestran
las secuencias de los Signatures de las proteinas CRISP1, CRISP2,
CRISP3 y CRISP4 de rata (R. norvegicus), ratén (M. musculus) y humano
(H. sapiens). Notese los aminodcidos idénticos en todas las secuencia (gris
oscuro) y conservados en al menos el 50 % de las secuencias (gris claro)

Por otra parte, la proteina CRISP1 de rata presenta alta homologia con la proteina
AEG/CRISP1 de raton (70%) (Mizuki and Kasahara, 1992); (Haendler et al., 1993) y
con una proteina humana denominada ARP o hCRISP1 (Kratzschmar et al., 1996);
(Hayashi et al., 1996) Resultados de nuestro laboratorio han demostrado que ambas
proteinas se encuentran presentes en la superficie del espermatozoide y también
participan en el proceso de fusién espermatozoide-ovocito. Mas aun, ensayos de IFI
mostraron la existencia de sitios complementarios para las proteinas en la region
fusogénica de los correspondientes ovocitos, tal como previamente se habia
observado para la rata (Cohen et al., 2000a);(Cohen et al., 2001).

Mas alla de la participacion de CRISP1 en la etapa de fusion de gametas, estudios
posteriores realizados, tanto en rata como en ratén, demostraron que la co-incubacién
de espermatozoides y ovocitos rodeados de ZP en presencia ya sea de anti-CRISP1 o
de proteina CRISP1 nativa, producia una disminucién significativa en el porcentaje de
ovocitos fertilizados (Busso et al., 2007a). Ensayos posteriores en los cuales se evalu6
el efecto de anti-CRISP1 y CRISP1 en el nUimero de espermatozoides unidos por
ovocito, indicaron que la proteina participaria en el paso inicial de uni6on del
espermatozoide a la ZP. Por otro lado, si bien la presencia de la proteina CRISP1
recombinante también inhibié significativamente la fertilizacién, en este caso se

produjo un aumento en el nimero de espermatozoides perivitelinos, indicando que
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existia un bloqueo a nivel del oolema sin efectos sobre la etapa de interaccién con la
ZP. Ensayos de IFl indicaron que mientras CRISP1 nativa era capaz de unirse al
oolema y a la ZP (Figura 21), la proteina recombinante sélo se unia al oolema,
sugiriendo que la glicosilacién y/o la conformacion de CRISP1 serian importantes para
su unién a ZP. En conjunto, estos resultados indicaron que CRISP1 cumpliria una
doble funcién en la interaccion de gametas, participando tanto en la etapa de fusion
como de la interaccion espermatozoide-ZP (Busso et al.,, 2007a). Es importante
destacar que resultados aun no publicados de nuestro laboratorio sugirieren que
hCRISP1 también participaria en la etapa de interaccion del espermatozoide con la ZP
(Maldera et al, en preparacion).

Ademas de su participacion en el proceso de fertilizacion, CRISP1 resulté relevante
para la fertilidad a juzgar por experimentos indicando que la inmunizacién activa de
ratas hembras y machos con CRISP1 era capaz de producir anticuerpos especificos
contra la proteina como asi también, una inhibicién significativa de la fertilidad en
ambos sexos (Cuasnicu et al.,, 1990);(Perez Martinez et al., 1995). Estudios
posteriores indicaron que dicho efecto ocurriria a través de un mecanismo especifico
que involucra la entrada de los anticuerpos al tracto reproductivo, su asociacion a los
espermatozoides, y la posterior inhibicibn de su capacidad fertilizante sin provocar
efectos patoldgicos (Ellerman et al., 1998). Posteriormente, se demostré que la
proteina CRISP1 recombinante también era capaz de generar una respuesta inmune
en ratas tanto machos como hembras, resultando en una disminucion significativa en
la fertilidad de los animales (Ellerman et al., 2008). Estos resultados, confirmaron la
relevancia de CRISP1 para la fertilidad de un individuo como asi también, el potencial
uso de esta proteina para el desarrollo de métodos de regulacion de la fertilidad. En
este sentido, recientemente, hemos evaluado si la inmunizacién con la proteina
humana recombinante generaba una respuesta inmune especifica en primates no
humanos. Los resultados indicaron que la inmunizacién de monos hembra y macho
(M.fascicularis) con hCRISP1 produjo una respuesta inmune especifica en ambos
sexos. Los sueros inmunes fueron capaces de reconocer a la proteina nativa de mono
(mARP) tanto en extractos de espermatozoides de mono, por Western Blot, como
sobre espermatozoides frescos, por IFl. Ademas, ensayos de ELISA e IFI indicaron
que los anticuerpos anti-hCRISP1 no sélo se encontraban presentes en el plasma
seminal sino que también se encontraban unidos a los espermatozoides provenientes
de animales inmunizados con hCRISP1, sin observarse efectos sobre el numero,
morfologia y motilidad de dichos espermatozoides, excluyendo asi posibles efectos
deletéreos de la inmunizacion (Ellerman et al., 2010). Estos resultados sugieren que
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los anticuerpos anti-hCRISP1 estarian involucrados en inmunoinfertilidad abriendo la
posibilidad de utilizar a la proteina hCRISP1 para el desarrollo de métodos de
regulacién y diagnéstico de la fertilidad.

Figura 21: Localizacion de los sitios complementarios a CRISP1
en el ovocito. Microfotografias de un ovocito de raton con ZP con
marca fluorescente correspondiente a los sitios de union de CRISP1
nativa (A y B) y de CRISP1 recombinante (C y D) tanto en la ZP
(punta de flecha) como en el oolema (flecha).

Con el fin de investigar mas profundamente la relevancia de CRISP1 para la fertilidad,
en el laboratorio se gener6 una linea de ratones KO para dicha proteina. La estrategia
utilizada para obtener esta linea murina fue interrumpir el gen correspondiente a
CRISP1 en el genoma de células embrionarias totipotenciales (embryonic stem cells:
células ES) de ratébn de la cepa 129/SvEv mediante recombinacion homologa.
Posteriormente, aquellos clones en los cuales habia ocurrido una correcta
recombinacién, fueron microinyectados en blastocistos de raton C57BL/6. El siguiente
paso consistié en obtener ratones quimeras con la mutacién en la linea germinal, los
cuales dieron origen a los animales heterocigotas (HT: Crisp1*"). A continuacién
ratones hembras y machos Crisp1*" fueron puestos en apareo a fin de obtener los
animales homocigotos para la mutacién (KO: Crisp”). De esta manera, y por sucesivos
apareos, se logroé establecer una colonia de animales Crisp1” “exocriada” con un
fondo genético mixto (129/SvEvxC57B/6). Estos fueron los primeros animales KO
producidos para una proteina de la familia CRISP.

El fenotipo de los animales carentes de CRISP1 mostré que los mismos eran normales
en cuanto a su viabilidad y crecimiento y no presentaban diferencias en su fertilidad

respecto a los animales control. Sin embargo, el analisis de diversos parametros
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funcionales de los espermatozoides revelé que si bien los mismos presentaban una
motilidad, viabilidad y reaccién acrosomal normal, exhibian una marcada disminucion
en el nivel de fosforilacion de proteinas en tirosina, evento clave dentro del proceso de
capacitacion (Da Ros et al., 2008).

En relacién a la capacidad fertilizante, se observé que los espermatozoides de los
animales carentes de CRISP1 fueron capaces de fertilizar in vitro un porcentaje de
ovocitos similar al de los espermatozoides control cuando los ovocitos se encontraban
rodeados de células de cumulus. Sin embargo, al remover estas células, los
espermatozoides KO mostraron una capacidad fertilizante significativamente menor
que los controles, sin acumulacion de espermatozoides en el espacio perivitelino,
apoyando la participacién de CRISP1 en la interaccion espermatozoide-ZP. Mas aun,
en concordancia con el rol propuesto para la proteina en la etapa de fusién de
gametas, los ensayos de fertilizacion in vitro utilizando ovocitos sin ZP mostraron una
disminucién significativa en la capacidad fusogénica de los espermatozoides mutantes
(Da Ros et al., 2008). Para explorar la posibilidad de que otras proteinas CRISP
estuvieran compensando la ausencia de CRISP1, se investig6 el efecto inhibitorio in
vitro tanto de la proteina CRISP1 de rata como de otras proteinas CRISP en la
capacidad fusogénica de espermatozoides Crisp1”. La idea de estos experimentos
radicaba en que, si la presencia de la proteina CRISP1 inhibia aun mas la capacidad
fusogénica del espermatozoide KO, dicho espermatozoide se estaria uniendo,
probablemente, al mismo sitio complementario de CRISP1 en el oolema, pero a través
de otra proteina del espermatozoide. El hallazgo de que las proteinas CRISP1 y
CRISP2 pero no asi la proteina hCRISP1, redujeran significativamente la penetracion
de ovocitos sin ZP, apoy6 la idea de que otra proteina homologa a CRISP1, y con un
S2 muy similar (Ver Tabla 1), estaria involucrada en la fusién de gametas. Si bien la
falta de efecto sobre la fertilidad podria deberse a una compensacion por otras
proteinas, relacionadas o no con la familia CRISP, existen varios trabajos en los
cuales se ha observado que una mutacién puede producir fenotipos marcadamente
diferentes dependiendo del fondo genético de los animales (Erickson, 1996). Un
ejemplo de ello, es el caso de CD81, tetraspanina esencial para la fertilidad de
hembras C57BL/6 6 BALB/c pero dispensable en los ratones hibridos originales
(Muller, 1999)(Maecker and Levy, 1997);(Rubinstein et al., 2006). Por otra parte, los
animales KO generados en un fondo genético mixto para GPR56, un receptor
acoplado a proteina G, resultaron totalmente fértiles. Sin embargo, luego de ser
retrocruzados al fondo genético de la cepa C57BL/6 fueron incapaces de producir
descendencia debido a un defecto en la formacion de los tibulos seminiferos (Chen et
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al., 2010). Asimismo, se ha descripto que ciertos factores génicos presentes en
algunas cepas de ratones podrian compensar parcialmente la funcién de la proteina
mutada (Rozmahel et al., 1996). Estas evidencias abren la posibilidad de que la
ausencia de CRISP1 en animales con diferente fondo genético genere un fenotipo
diferente.

Proteina CRISP2

En al ano 1987, se reporto la identificacion de una secuencia en el cromosoma 17 de
raton, de expresion testicular (Kasahara et al., 1987), cuyo producto resulté tener una
alta homologia (67%) con la proteina de rata CRISP1 (Kasahara et al., 1989). La
secuencia codificante predecia una proteina secretoria rica en residuos cisteina en su
porcion C-terminal, a la que se denomind Testicular Protein 1 (Tpx-1). Dada la similitud
de Tpx-1 con CRISP1, posteriormente se propuso denominarla CRISP2 (Haendler et
al.,, 1993). A lo largo de los afos, la proteina ha sido identificada en varias especies
diferentes con un alto grado de conservacion de secuencia aminoacidica entre ellas
(ver Figura 18B). Mas aun, se ha demostrado que CRISP2 es la unica CRISP que se
expresa, mayoritariamente, en el testiculo, no esta glicosilada y cuya expresion no se

encuentra regulada por andrégenos (Gibbs et al., 2008).

Casi en forma simultanea a la identificacion del gen para CRISP2, se identifico a una
proteina en cobayo que, posteriormente, resulté corresponder al homélogo de CRISP2
en esa especie (Hardy et al., 1988; Foster and Gerton, 1996; Kasahara et al., 1989).
Los resultados de ese trabajo postulaban que dicha proteina, denominada AAf1
(autoantigen 1) (25 kDa), se encontraba localizada en el acrosoma y estaba
involucrada en la aparicion de auto-anticuerpos contra el espermatozoide en un
modelo de orquitis experimental, por lo que se postulé que, la misma seria un agente
causante de orquitis autoinmune (Hardy et al., 1988; Foster and Gerton, 1996). Si bien
los autores reportaron que la presencia de anticuerpos anti-AA1 no afectaba los
porcentajes de fertilizacién in vitro de cobayo, se sugiri6 que la especificidad y
abundancia de AA1 indicaban que la proteina deberia ser funcionalmente importante
para el espermatozoide. En un trabajo posterior, se confirm6, por microscopia
electronica, la localizacion de AA1 en el interior del acrosoma del espermatozoide
maduro de cobayo (Hardy et al., 1991). Como fuera mencionado anteriormente, casi
diez anos después del primer trabajo en el que se describe a AA1, su clonado y
secuenciacion permitieron determinar que la misma correspondia al homélogo de la

proteina testicular CRISP2 cuyo gen habia sido ya descripto en ratén y humano
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(Foster and Gerton, 1996; Kasahara et al., 1989). En ese trabajo, ademas de mostrar
que AA1 correspondia a CRISP2 de cobayo, se determind su expresion en células
espermatogénicas haploides (Foster and Gerton, 1996; Hardy et al., 1988).

Aproximadamente en la misma época que se postulaba a CRISP2 como uno de los
componentes mayoritarios del acrosoma en el cobayo, un trabajo proveniente de otro
laboratorio la proponia como una de las proteinas estructurales de las fibras densas de
la cola en la rata (O'Bryan et al., 1998). En ese trabajo, se aisl6 a CRISP2 de una
biblioteca de expresion de testiculo de rata mediante un anticuerpo generado contra
proteinas totales de las fibras densas, por lo que se propuso que la misma
corresponderia a una de las proteinas mayoritarias de dicha estructura. En un trabajo
publicado posteriormente, los mismos autores detectaron a CRISP2 en el acrosoma y
la cola de rata por microscopia electronica, y sugirieron que la proteina podria estar
involucrada en la conformacién y la funcibn de ambas estructuras (O'Bryan et al.,
2001a). Por otra parte, CRISP2 fue localizada en la superficie de las células
espermatogénicas en el testiculo (Maeda et al., 1998). Dichas evidencias provinieron
de un estudio desarrollado para identificar proteinas de las células espermatogénicas
que participaban de la interaccion con las células de Sertoli. Con ese fin, células Jurkat
fueron transfectadas con una biblioteca de ADNc de células espermatogénicas, y
luego co-cultivadas in vitro con células de Sertoli. Posteriormente, aquellas colonias
que adquirian la capacidad de asociarse a células de Sertoli se seleccionaron y los
plasmidos en las mismas fueron recuperados para su secuenciacion. Entre los clones
secuenciados, se identific6 una secuencia altamente homéloga a CRISP2. El
anticuerpo especifico contra la proteina recombinante expresada a partir de la
secuencia identificada, inhibi6 la asociacion de células espermatogénicas con células
de Sertoli in vitro. En un trabajo posterior del mismo grupo, se determiné que CRISP2
seria secretada al medio de cultivo tanto por las células Jurkat transfectadas como por
las células espermatogénicas (Maeda et al, 1999). Tomando en cuenta estos
resultados y la participacion de CRISP2 en la adhesion a las células de Sertoli, los
autores postularon que la proteina se encontraria localizada en la superficie de las

células espermatogénicas.

Experimentos de hibridizacion in situ en raton, determinaron que CRISP2 se
expresaba, al igual que en el cobayo, en células espermatogénicas haploides (Mizuki
et al.,, 1992). Los autores de ese trabajo sugirieron que CRISP2 se encontraba
localizada en el acrosoma ya que, si bien la proteina tenia un péptido sefal,
caracteristico de las proteinas secretorias, el hecho de que se expresara en células
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incapaces de realizar procesos secretorios como son las espermatides, indicaba que

la misma seria transportada a la vesicula acrosomal en ese tipo celular.

Muchos afios después, se demostrd que la regién ICR del dominio CRD de la proteina
CRISP2 recombinante era capaz de regular el flujo del Ca®** a través de los canales
rianodinicos (Gibbs et al., 2006) en forma anéaloga a otras CRISP aisladas del veneno
de ciertos reptiles (Yamazaki and Morita, 2004). EI mismo grupo en los ultimos anos,
ha descripto varias proteinas capaces de interactuar con CRISP2 en diferentes
compartimentos del espermatozoide, entre las cuales se encuentran SHTAP (sperm
head and tail associated protein), MAP311 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase
Kinase 11) y GGN1 (gametogenetin 1) (Gibbs et al., 2007; Jamsai et al., 2008; Jamsai
et al., 2010). Si bien se ha demostrado que la unién de CRISP2 a estos ligandos es
estabilizada por la region denominada Hinge del dominio CRD, hasta el momento se
desconoce la relevancia de dichas interacciones.

A lo largo de los ultimos anos, nuestro grupo ha realizado diversos estudios con el fin
de investigar la posible participacion de CRISP2 en la interaccion de gametas.
Mediante ensayos de extraccidn proteica y de inmunofluorescencia indirecta,
observamos que tanto en el raton como en el humano, CRISP2 es una proteina
acrosomal que se mantiene asociada el espermatozoide luego de la RA (Figura 22A).
Asimismo, hemos demostrado que la presencia de anticuerpos anti-CRISP2 durante la
co-incubacién de espermatozoides y ovocitos de ratén con ZP, provocaba una
disminucion significativa del porcentaje de ovocitos penetrados con un aumento en el
namero de espermatozoides perivitelinos, sugiriendo que CRISP2 participaria en la
etapa de fusién de gametas en el raton pero no asi en la etapa previa de interaccién
con la ZP. En concordancia con dicho resultado, la proteina CRISP2 recombinante
purificada es capaz de unirse especificamente al oolema de los ovocitos de ratén
(Figura 22B) (Busso et al., 2007b). En el caso de CRISP2 humana, observamos que
los anticuerpos especificos contra la proteina eran capaces de inhibir
significativamente la penetracion de ovocitos de hamster por espermatozoides

humanos (Busso et al., 2005).

La localizacion similar para los sitios de unién de CRISP1 y CRISP2 en la superficie de
los ovocitos de roedor nos llevd a estudiar si cada proteina tenia un sitio de unién
particular o si ambas proteinas del espermatozoide compartian un unico sitio en el
oolema. Los resultados de nuestros ensayos indicaron que, en condiciones in vitro,
CRISP1 y CRISP2 compiten por los mismos sitios en el ovocito, (Busso et al., 2007b).
Si bien estos resultados podrian deberse a la utilizacion de las proteinas en solucion,
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lo cual tal vez no refleje la situacion real de cada proteina sobre el espermatozoide en
cuanto a cantidad, localizacién y afinidad por el sitio, también abren la posibilidad de
que la unién de CRISP1 y CRISP2 al mismo receptor tenga una relevancia fisiolégica
para la fusién. En este sentido, la comparacién de las secuencias de CRISP1 y
CRISP2 revelé que estas proteinas comparten 10 de los 12 aminoacidos del S2,
dominio en el que, segun nuestros resultados, se encontraria el sitio activo de CRISP1
para su rol en fusion (Ellerman et al., 2006) (ver Tabla 1). Mas aun, como se
mencionara anteriormente, los estudios de fertilizacion in vitro realizados en el modelo
de animales KO para CRISP1 mostraron que la presencia de CRISP2 durante la co-
incubacién de gametas disminuye significativamente la penetracion de ovocitos sin ZP
por espermatozoides Crisp1” (Da Ros et al., 2008). A diferencia de ello, la presencia
de la proteina hCRISP1, la cual posee un S2 con 4 aminoacidos distintos a los de
CRISP1 de ratén, no afecta el porcentaje de fertilizacion logrado por los
espermatozoides KO, apoyando la idea de que una proteina con un S2 similar al de
CRISP1 estaria compensando la ausencia de CRISP1 en el animal KO. En el caso de
la rata, los estudios realizados utilizando la proteina recombinante de ratdn indicaron
que CRISP2 es capaz de unirse al oolema de ovocitos de rata, y que esa asociacion
seria funcional ya que fue capaz de impedir la fusién de los espermatozoides a los
ovocitos (Dra. Dolores Busso, Tesis Doctoral 2005).

| --

Figura 22: Localizacion de la proteina CRISP2 en los espermatozoides y de
sus sitios complementarios en el ovocito. A. Microfotografia de la cabeza de un
espermatozoide humano con marca fluorescente para CRISP2 en la regién
acrosomal de un espermatozoide fresco (panel izquierdo), y en el segmento
ecuatorial de un espermatozoide reaccionado (panel derecho). B. Microfotografias
de campo claro (panel izquierdo) y de fluorescencia (panel derecho) de un ovocito
de ratdén con ZP con marca fluorescente correspondiente a los sitios de unién de
CRISP2 en el oolema.
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Mas alla de su participacion en la interaccion de gametas, CRISP2 pareceria ser
relevante para la fertilidad de un individuo a juzgar por el hecho de que se ha
encontrado una relacién entre los niveles de expresion de CRISP2, su localizacion y la
infertilidad masculina (Du et al., 2006). De acuerdo con dicha observacion,
recientemente, se han observado menores niveles de expresién del mensajero y de la
proteina CRISP2 en pacientes con astenozoospermia, sugiriendo que la modificacion
en la expresién de esta proteina podria estar relacionada con la disminucién en la
motilidad de los espermatozoides observada en estos pacientes (Jing et al., 2011).
Mas aun, se han detectado anticuerpos anti-CRISP2 en pacientes inmuno-infértiles
con anticuerpos anti-espermatozoides en el plasma seminal. (Domagala et al., 2007).
En conjunto, estas observaciones en el humano abren la posibilidad de que CRISP2
represente un potencial blanco para el desarrollo de métodos para la regulacion y de
diagnostico de la fertilidad.

Proteina CRISP3

El tercer miembro de la familia CRISP fue originalmente identificado en la glandula
salival del ratén, donde se observo que el promotor del gen presentaba dos elementos
de respuesta a androgenos (Schwidetzky et al., 1995). A continuacién, describieron la
expresion del mensajero de CRISP3 en las células linfoides pre-B en el ratdn (Pfisterer
et al.,, 1996) y a una glicoproteina de aproximadamente 28 kDa homdloga a CRISP2
en la matriz de los granulos de los neutréfilos humanos. Casi simultaneamente, se
caracterizd la expresion y distribucién de los mensajeros de CRISP1, CRISP2 y
CRISP3 en los tejidos humanos observando que esta Ultima presentaba la mas amplia
distribucion en su expresion, encontrandose predominantemente en glandula salival,
pancreas y prostata, y en menor proporcién en el epididimo, ovario, timo y colon
(Kratzschmar et al., 1996).

En el caballo, CRISP3 originalmente denominada HSP-3, es una proteina abundante
del plasma seminal (aproximadamente 1 mg / ml) que se produce, principalmente, en
la ampolla del conducto deferente y en las vesiculas seminales (Magdaleno et al.,
1997). CRISP3 equina no se encuentra glicosilada y se mantiene unida a la regién
post-acrosomal y pieza media de los espermatozoides (Magdaleno et al., 1997). Al
respecto, en un analisis de SNPs (single nucleotide polymorphism) del gen de CRISP3
equina, los autores identificaron tres polimorfismos asociados a infertilidad en los
machos, no encontrandose ninguna asociacion entre la fertilidad y los polimorfismos
de los genes de CRISP1 y de CRISP2 (Hamann et al., 2007). En el humano, CRISP3
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se encuentra en altas concentraciones en saliva y plasma seminal, y en menor medida
en plasma sanguineo y sudor. En todos los fluidos, se encuentran dos formas de la
proteina madura, una N-glicosilada que presenta un peso molecular aparente de entre
29-31 KDa, y otra no glicosilada con un peso molecular aparente de entre 27-29 KDa
(Udby et al., 2002). Se ha observado que, tanto en plasma sanguineo como en el
plasma seminal, CRISP3 se encuentra formando un complejo con las proteinas, aip-
glicoprotein y B-microseminoprotein (MSP), respectivamente (Udby et al., 2004);(Udby
et al., 2005b). Si bien la importancia de dichas interacciones se desconoce, se ha
observado la existencia de una interaccién especifica de alta afinidad entre MSP y el
dominio PR-1 de la proteina CRISP3 (Gibbs et al., 2008). Por otra parte, se ha
descripto la expresion de CRISP3 en el epitelio secretor de todo el tracto reproductor
masculino, desde el testiculo hasta la préstata. Curiosamente, si bien detectaron una
altisima expresion en el cauda epididimario, no encontraron diferencias en la
concentracion de CRISP3 en el plasma seminal de los pacientes vasectomizados
respecto a los controles. En base a ello, los autores sugieren que la mayor fuente de
CRISP3 en el plasma seminal serian los 6rganos que se encuentran rio abajo del
epididimo (Udby et al., 2005a). Vale destacar que en este trabajo, los autores
describieron, ademas, la presencia de la proteina en espermatozoides frescos. Estas
evidencias, junto a nuestras observaciones en el modelo de animales KO indicando
que otras proteinas CRISP podrian compensar la ausencia de CRISP1 en la
interaccion espermatozoide-ovocito, sugieren que la proteina CRISP3 también podria

estar participando en el proceso de fertilizacion.

Diversas evidencias han identificado a CRISP3 como una proteina que modifica su
expresion en diversas patologias. Sin embargo, no se conoce si esta caracteristica es
causa o consecuencia de dichas enfermedades. Es asi que CRISP3 se expresa en
bajos niveles en el tejido prostatico normal y es una de las proteinas que mas aumenta
su expresion en pacientes con cancer prostatico. Por el contrario, la expresién de MSP
(posible ligando de CRISP3) se encuentra disminuida en este tipo de cancer (Chan et
al., 1999). En base a ello, en los ultimos afos, se han publicado numerosos trabajos
que intentan dilucidar la relevancia de CRISP3 y de su interaccién con MSP en cancer
de préstata (Hoogland et al., 2011); (Brase et al., 2011; Dahlman et al., 2011; Van
Eynde et al., 2011; Pathak et al., 2010). Por otra parte, CRISP3 se expresa en forma
andrégeno dependiente en las glandulas salivales y lacrimales en raton y en humano.
En las mujeres que padecen la enfermedad auto-inmune “Sjogren’s Syndrome”, se
observé una disminucién en la produccion de CRISP3. Esta enfermedad se caracteriza

por presentar modificaciones en la distribucion y en la funcién de un canal i6nico

65



Introduccion

(acuaporina-5) con lo cual se cree que podria existir, como ocurre en otras CRISP, una
actividad reguladora de canales en el ICR de CRISPS3 involucrada en la enfermedad
(Laine et al., 2007; Porola et al., 2008);(Tapinos et al., 2002). Ademas de los casos
mencionados anteriormente, se ha observado una modificacion en la expresién de
CRISP3 en pancreatitis y en cancer de lengua (Ye et al., 2008),(Ko et al., 2012);(Liao
et al., 2003);(Friess et al., 2001). En base a estas observaciones, numerosos autores
han sugerido un rol para CRISP3 en la regulacion del sistema inmune. Sin embargo,
hasta el momento, esta hip6tesis no ha sido evaluada.
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Con el fin de profundizar los conocimientos sobre la participacién de las proteinas
CRISP en el proceso de fertilizacion y su relevancia para la fertilidad, como asi
también estudiar si, al igual que en organismos inferiores, estas proteinas cumplen un
rol inmunoregulatorio en mamiferos, en la presente Tesis se plantearon los siguientes

objetivos:

Considerando que existen numerosas evidencias que indican que una mutacién puede
producir fenotipos marcadamente diferentes dependiendo del origen genético, el
primer objetivo de esta Tesis ha sido estudiar la influencia del origen genético
sobre el fenotipo de los animales KO para CRISP1 (CAPITULO 1).

En base a las evidencias indicando que CRISP2 no solo participaria en el proceso de
fertilizacién sino también que podria ser relevante para la fertilidad de un individuo, el
segundo objetivo de esta Tesis ha sido investigar la relevancia de CRISP2 para
la fertilidad a través de la inmunizacion de ratas machos y hembras tal como
fuera evaluado para CRISP1 (CAPITULO 2).

Finalmente, teniendo en cuenta la presencia de CRISP3 en espermatozoides humanos
y en ciertos 6rganos del sistema inmune como asi también su expresion diferencial en
diversas patologias el tercer objetivo de esta Tesis ha sido evaluar la posible
participacion de la proteina CRISP3 en el proceso de fertilizacion y explorar su
posible rol en el sistema inmune (CAPITULO 3).
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Animales

Todos los animales fueron mantenidas en el bioterio del IBYME, con alimento y agua
ad libitum'y con un ciclo de 12 hs de luz y 12 hs de oscuridad Los experimentos con
animales fueron llevados a cabo siguiendo la “Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals” publicada por NIH (Bethesda, MA, Estados Unidos).
Ratones

e Cepa C57BL/6:
- machos adultos de entre 2 y 6 meses
- hembras adultos de entre 2 y 6 meses

e Linea Crisp1” de origen genético mixto 129SvEv/C57BL/6:
- machos adultos de 2 a 12 meses de edad
- hembras adultas de 2 a 6 meses de edad

e Linea Crisp1” de origen genético homogéneo C57BL/6:
- machos adultos de 2 a 6 meses de edad para evaluar fertilidad y parametros
espermaticos, y de 6 a 12 semanas para los ensayos inmunoldgicos
- hembras adultas de 2 a 6 meses para evaluar fertilidad, pre-puberes y
adultas jévenes de 1 a 3 meses para superovular, y de 6 a 12 semanas para los

ensayos inmunologicos.
Ratas

e Cepa Wistar:
- machos adultos 70-90 dias de edad
- hembras adultas de 70 a 90 dias de edad

o Cepa Sprague-Dawley

- machos adultos de 3 a 12 meses de edad

- hembras prepuberes de 25 a 30 dias de edad.
Hamsters

e Cepa Golden Syrian
- hembras de 30 a 45 dias de edad
Proteina CRISP1 nativa

La proteina CRISP1 utilizada en este trabajo fue purificada de acuerdo a lo descripto
por Garberi y colaboradores (Garberi et al., 1979);)Garberi et al., 1982). Brevemente,

la purificacién incluye la precipitacién del citosol epididimario con (NH,).SO,4, seguido
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de una cromatografia de intercambio iénico en DEAE-celulosa y un paso final de
cromatografia de afinidad en una columna de Sepharosa-Concanavalina A (Pharmacia
LKB, Uppsala, Suecia). Cuando este material es sometido a electroforesis y tincién
con plata, sélo se detectan las bandas correspondientes a CRISP1.

Proteina CRISP3 nativa equina

La proteina CRISP3 equina fue gentiimente provista por el grupo de la Dra. Edda
Topfer-Petersen de la Universidad de Hannover, Germany. Dicha proteina fue
purificada de acuerdo a lo descripto por el Dr Schambony (Schambony et al., 1998)

Proteinas recombinantes

La secuencia codificante de la proteina epididimaria de rata CRISP1 y de la proteina
testicular de raton CRISP2 fueron clonadas en el vector de expresién pMAL-C2 (New
England Biolabs, Beverly, MA, Estados Unidos) que produce una proteina de fusién
con la proteina de unién a maltosa MBP (Maltose Binding Protein). Asimismo, el
plasmido comercial pMAL-C2 sin inserto fue utilizado para expresar la proteina MBP
en forma aislada. Para la expresion de cada una de las proteinas recombinantes, los
plasmidos respectivos fueron utilizados para transformar bacterias E. coli BL21, las
cuales fueron crecidas a 37°C en LB (triptona 1%; extracto de levadura 0,5%; NaCl
1%) con 2% ampicilina y 0,2% Glucosa hasta una DOgyonm = 0,5. Posteriormente, se
agreg6 a los cultivos 0,1 mM final de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido;
Promega, Madison, WI, Estados Unidos) y la incubacion se continué por 5 hs a 27°C.
Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacion durante 20 min a 4000 x g,
resuspendidas en buffer 20 mM Tris-HCI pH 7,4, 1 M NaCl, 1 mM EDTA vy, finalmente,
sonicadas. La suspensién final fue centrifugada durante 30 min a 12000 x g, y el
sobrenadante pasado por una columna de resina acoplada a amilosa (New England
Biolabs), eluyéndose la proteina de fusién con 10 mM maltosa. Las distintas fracciones
eluidas fueron analizadas por espectrometria a 280nm y geles de poliacrilamida al
10% tefidos con Azul de Coomassie. Aquellas fracciones conteniendo la proteina de

interés fueron dializadas 24 hs contra H,O y, finalmente, liofilizadas.

Anticuerpos

A continuacion, se describen los anticuerpos utilizados segun la metodologia
empleada:

Western Blot: Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: Anti-CRISP1
(1/500) anticuerpo policlonal fue desarrollado anteriormente en el laboratorio mediante
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la inmunizacién de conejos con la proteina epididimaria de rata CRISP1 purificada
(Kohane et al.,, 1983). Anti-CRISP3: anticuerpo policlonal comercial (HyCult
Biotechnology, b. v., Plymouth Meeting, USA) (1/500) para inmunodetectar CRISP3
sobre espermatozoides humanos y el policlonal comercial (Proteintech Group,
Burlington, Canada) (1/1000) para inmunodetectar CRISP3 de ratén en las células
dendriticas. Anti-MBP: anticuerpo policlonal comercial (NEB) (1/500). Anti-fosfotirosina:

Anticuerpo monoclonal (clone 4G10, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, Estados
Unidos) (1/1000). Anti-B-tubulina: el anticuerpo monoclonal (clone D66, Sigma)

(1/50000). Y los siguientes anticuerpos secundarios de la compafiia Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EEUU, el anti-lg G normal de conejo acoplado a

peroxidasa (1/4000) y el anti.lg G normal de ratén acoplado a peroxidasa (1/4000), y
de la compania Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina el anti-IgG de rata acoplado a
biotina (1/500).

Inmunofluorescencia indirecta: Se utilizaron los siguientes anticuerpos
primarios: Anti-CRISP1: anticuerpo policlonal mencionado anteriormente (1/50) y el
Anti-CRISP3: policlonal comercial (Proteintech Group, Burlington, Canada) (1/50) para
inmunodetectar CRISP1 y CRISP3 de ratén en las células dendriticas. El anti-CRISP3
(HyCult Biotechnology, b. v., Plymouth Meeting, USA) (1/50) para inmunodetectar
CRISP3 sobre espermatozoides humanos. Y como anticuerpos secundarios de la
compania Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina el anti-IgG de rata y el anti- IgG de
conejo acoplados a FITC (1/100)

Citometria de flujo: Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: de la
compania BD Becton-Dickinson, Buenos Aires, Argentina, el ant-CDiic (HL3)
acoplado a PE y el anti-CD86 (GL1) acoplado a FITC, el anti- IgG 2b1 k acoplado a

FITC como control de isotipo y el anti- IgG acoplado a PE como control de isotipo. La

dilucion utilizada en todos los casos fue 1/10.

Evaluacion de la fertilidad

La evaluacién de la fertilidad se evalud en las diferentes especies de la siguiente

manera:

Raton: Un macho heterocigotas (Crisp1*) u homocigotas (Crisp1”) para la
mutacion en el gen CRISP1 fue puesto en apareo con 2 hembras control por un
periodo de 14 dias. Al cabo de ese periodo, las hembras fueron separadas en jaulas
independientes y evaluadas por signos de prefiez o paricion hasta 3 semanas
posteriores. Este esquema se repitid6 2 veces para cada macho. El comportamiento

sexual fue evaluado por la presencia de tapon vaginal todas las mananas que durara
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el apareo. El nimero de crias fue determinado contando los animales nacidos dividido
en numero de hembras colocadas en apareo. El tiempo transcurrido desde el primer
dia de apareo hasta la paricién fue calculado considerando las hembras prefiadas. La
fertilidad de cada macho fue expresada como: (numero de hembras prefnadas/numero
total de hembras apareadas) x 100.

Rata: Cada macho, inmunizado o control, fue alojado en una caja junto con tres
hembras control durante 7 dias, luego de lo cual el macho fue retirado. Las hembras
fueron examinadas para evaluar signos de prefiez determinandose, posteriormente, el
numero de sus crias. La fertilidad de cada macho fue expresada como: (niUmero de
hembras prefiadas/3) x 100. En el caso de las hembras, se colocaron dos, de diferente
tratamiento, con un macho control durante 7 dias, luego fueron examinadas para
evaluar signos de prefnez determinandose, posteriormente, el nimero de crias. La
fertilidad de las hembras fue calculado como: (nUmero de hembras prefiadas)/(numero
total de hembras apareadas)

Superovulacion de las hembras y preparacion de los ovocitos

Las hembras de rata, ratébn y hamster de las edades descriptas anteriormente fueron
superovuladas con una inyeccion de gonadotrofina coriénica equina (PMSG) (Syntex),
seguida, a las 48 - 72 h, por una inyeccion de gonadotrofina coriénica humana (hCG)
(Sigma). Las dosis de cada hormona fueron diferentes para cada especie, siendo la
cantidad de eCG y hGC 20 Ul y 25 Ul para la rata, 5 Ul y 5 Ul para el ratdbn y 25 Ul y
25 Ul para el hamster. Las hembras fueron sacrificadas a las 12-15 h luego de la
inyeccion de hCG, y ambos oviductos fueron extraidos cuidadosamente en el medio
correspondiente. Los medios utilizados para la obtencibn de los ovocitos
correspondieron a aquellos utilizados para la capacitacién de los espermatozoides “rat
fertilization médium” (RFM) (Kaplan and Kraicer, 1978)para los ovocitos de rata, medio
Fraser y Drury para los de raton (Fraser and Drury, 1975) y medio BWW (Biggers et al,
1971) para los de hamster. Los CCO fueron obtenidos mediante puncién de la
ampulla. Los CCO fueron tratados con hialuronidasa 0,1% (type IV, Sigma) a
temperatura ambiente, para la disociacion de las células del camulus. Las ZP fueron
removidas por tratamiento con solucion acida de Tyrode (pH 2,5) durante 10-20
segundos. Luego de cada tratamiento, los ovocitos fueron rapidamente lavados en el

medio correspondiente, y utilizados en los diferentes ensayos.
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Obtencion de espermatozoides

Raton y rata: Para la obtencion de espermatozoides epididimarios, los
animales adultos fueron anestesiados, los epididimos expuestos a través de un corte
efectuado en la region escrotal, liberados de grasa y sangre y mantenidos
permanentemente humedecidos con solucion fisiolégica. Los espermatozoides del
cauda epididimario se obtuvieron por puncion o por cortes en los tubulos
correspondientes a dicha regién.

Humanos: Los espermatozoides humanos provinieron de eyaculados de
donantes adultos (21-35 afos) cuyas caracteristicas seminales iniciales concordaban
con el criterio de normalidad de la Organizacion Mundial de la Salus (OMS) (WHO,
1999). En todos los casos, se solicitd un periodo de 48 h de abstinencia sexual previo

a la donacion de la muestra y la firma del consentimiento informado.

Capacitacion de espermatozoides

Ratén: La obtencion y capacitacién de espermatozoides de ratén se realizé en
el medio de Fraser y Drury (Fraser and Drury, 1975), suplementado con 3% BSA. Con
el fin de obtener una muestra rica en espermatozoides motiles, se utilizé un sistema de
seleccién en el cual los caudas epididimarios cortados en tres puntos fueron colocados
en una gota de 300ul del medio de Fraser y Drury en una placa bajo aceite, y luego
incubados por un periodo de 15 min a 37°C y 5% CO, para permitir la dispersion de
las células con mayor motilidad ("swim out"). La capacitacién fue llevada cabo en
gotas de 300 pul de medio bajo aceite a una concentracion final de espermatozoides de
0,1-1 10" esp/ml, y las células incubadas por un periodo de 90-120 min a 37°C y 5%
CO:zen una estufa con gaseo automatico.

Rata: Los espermatozoides de rata fueron recuperados en medio (Kaplan and
Kraicer, 1978). Con el fin de obtener una muestra rica en espermatozoides métiles, se
utilizé un sistema de seleccion en el cual los espermatozoides obtenidos por puncion
de los tubulos del cauda fueron colocados en el fondo de un tubo coénico Falcon,
cubiertos de 1,5 ml de RFM, y luego incubados por un periodo de 15 min a 37°C y 5%
CO, para permitir que las células con mayor motilidad asciendan hacia la superficie
libre ("swim up"). La capacitacién fue realizada en placas de cultivo de 24 posillos
conteniendo 400 ul de RFM cubiertos por 300 pl de aceite de parafina por hoyo
previamente equilibrados durante 30 min en un incubador de gaseo automéatico (Forma
Scientific). A continuacion, alicuotas de las capas superiores del swim up fueron

agregadas a cada pocillo de capacitacion, siendo la concentracién final en cada pocillo
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de 0,5-1 x 10° espermatozoides/ml. Posteriormente, los espermatozoides fueron
incubados por un periodo de 5 hs a 37°C y 5% CO2.

Humanos: Luego de la licuefaccion, el semen fue colocado en el fondo de un
tubo cénico de 15 ml conteniendo 1 ml de medio Biggers, Whitten, Whittingham
(BWW) (Biggers et al., 1971) conteniendo 3,5% de albumina sérica humana (Sigma)
(BWW-ASH), e incubado durante 1 h a 37°C y 5% CO2z en una estufa con gaseo
automatico. Los espermatozoides métiles recuperados de la superficie del medio luego
de 1 hora (“swim up”) fueron diluidos en BWW-ASH a una concentracion final de 0,5-1
x 107 cels/ml e incubados por 18-22 h a 37°C, en una atmésfera de 5% CO,,

Ensayo de fertilizacion in vivo

Dos hembras de ratén superovuladas fueron colocadas en una jaula, 9 hs luego de la
inyecciéon de hCG, con un macho Crisp1* o uno Crisp1”. A la mafiana siguiente, el
macho fue separado de la jaula. Aproximadamente 5hs después las hembras fueron
sacrificadas y ambos oviductos fueron extraidos cuidadosamente y colocados en una
solucion de PBS-BSA 0,4%. Los CCO fueron obtenidos mediante la percusién de los
oviductos con PBS-BSA 0.4%. Las células del cumulus fueron removidas Luego de
remover las células del cumulus fueron removidas con un tratamiento con
hialuronidasa 0,1% (type IV, Sigma) a temperatura ambiente. Posteriormente los
ovocitos/embriones fueron lavados, tefidos con 1 pg Hoescht 33342 de union al ADN
(1Img/ml) durante 10 min a temperatura ambiente, montados y observados en un
microscopio Nikon Optiphot (Nikon) equipado con lentes de epifluorescencia y luz de
mercurio, determinandose el porcentaje de ovocitos fertilizados (dos pronucleos y

embriones en dos células).

Ensayo de fertilizacion in vitro
Ovocitos sin ZP

Raton: Ovocitos de ratén sin ZP fueron inseminados con espermatozoides de
raton capacitados en una concentracion final de 0,5-1 x 104 células/ml, y las gametas
fueron co-incubadas durante 1 h en una estufa a 37°C y 5% CO2. Al concluir la co-
incubacién, los ovocitos fueron lavados y fijados con PFA 2% durante 10 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, los mismos fueron tefiidos con 1 yg Hoescht
33342 de union al ADN (1mg/ml) durante 10 min a temperatura ambiente. Finalmente,
los ovocitos fueron lavados y observados en un microscopio Nikon Optiphot (Nikon)
equipado con lentes de epifluorescencia y luz de mercurio, determinandose el
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porcentaje de ovocitos fertilizados. Los ovocitos se consideraron fertilizados si

presentaban en el citoplasma al menos un nucleo espermatico descondensado.

Rata: Ovocitos de rata sin ZP fueron inseminados con espermatozoides
capacitados en una concentracion final de 0,5-1 x 10* células/ml pre-incubadas con los
distintos anticuerpos durante 30 min a 37°C en una atmoésfera de 5% CO,, y luego 10-
15 ovocitos fueron agregados a cada gota y las gametas co-incubadas durante 2-3 h
en las mismas condiciones. Al cabo de ese periodo, los ovocitos fueron lavados,
montados y observados individualmente al microscopio 6ptico (Nikon),
determinandose el porcentaje de ovocitos fertilizados en cada tratamiento. Los
ovocitos se consideraron fertilizados si presentaban en el citoplasma dos pronucleos y
la cola del espermatozoide.

Humanos: Ensayo de penetracién de ovocitos de hamster (HOPT: hamster
oocyte penetration test): El HOPT fue realizado segun se describe en el Manual de
Laboratorio para la evaluacion de semen humano (WHO, 1999). Alicuotas de 100 ul de
BWW-ASH conteniendo 3,5 x 10° espermatozoides métiles fueron pre-incubadas con
los distintos anticuerpos durante 30 min a 37°C en una atmésfera de 5% CO,, luego
de la cual 10-15 ovocitos fueron agregados a cada gota y las gametas co-incubadas
durante 2-3 h en las mismas condiciones. Al cabo de ese periodo, los ovocitos fueron
lavados por aspiracién para remover los espermatozoides no unidos o débilmente
unidos, fijados en glutaraldehido 4% y montados en portaobjetos. Para la observacién
de los ovocitos, los mismos fueron tefiidos con una solucién de 1% acetocarmin, con el
fin de colorear el nacleo de los espermatozoides. Los ovocitos fueron observados en el
microscopio optico (Nikon), determinandose la presencia de espermatozoides unidos y
penetrados para cada ovocito. Se consideraron ovocitos penetrados aquellos que
presentaron cabezas descondensadas o pronucleos, y colas de espermatozoides en el
citoplasma.

Ovocitos con ZP

Ovocitos de ratén intactos con ZP fueron inseminados con espermatozoides
previamente capacitados en una concentracion final de 0,5-2 x 10°células/ml, y las
gametas co-incubados toda la noche en una estufa a 37°C y 5% COs2. Luego de 17hs
de incubacion los ovocitos fueron lavados y observados al microscopio invertido

(Nikon) determinandose el porcentaje de embriones en dos células
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Ensayo de unién a la ZP

Ovocitos de ratén intactos fueron inseminados con espermatozoides
capacitados, y las gametas fueron co-incubadas a 37°C y 5% CO, por 30 min. Los
ovocitos fueron luego lavados por pasajes sucesivos en tres gotas de medio utilizando
la misma pipeta (de didmetro ancho) para todos los ovocitos del experimento.
Finalmente, los ovocitos fueron fijados en PFA 2%, montados, y observados al
microscopio Optico, determinandose el nimero de espermatozoides unidos a la ZP a

los ovocitos.

Evaluacion de la viabilidad de los espermatozoides

Alicuotas de 10ul de las suspensiones de espermatozoides frescos o capacitados
fueron colocadas sobre portaobjetos mantenidos a 37°C y conteniendo 10ul de 0,5%
eosina en solucién fisiolégica. Mientras que los espermatozoides vivos excluyen el
colorante y no se colorean, los espermatozoides muertos incorporan el colorante y se
tinen de rosa. El porcentaje de viabilidad se evalud por microscopia Optica utilizando
un aumento de 400 x. En algunos casos, los espermatozoides capacitados fueron
incubados durante 30 min a 37°C, en presencia de los anticuerpos, luego de la cual se
evalu6 su viabilidad. En todos los casos se analizé un minimo de 100 células por

determinacion.

Evaluacion de la motilidad de los espermatozoides

Alicuotas de 10ul de las suspensiones de espermatozoides frescos o capacitados
fueron colocadas sobre portaobjetos mantenidos a 37°C y la motilidad evaluada
subjetivamente por observacion al microscopio optico utilizando un aumento de 400 x.
En los casos en los que se evalué el efecto de los anticuerpos, los espermatozoides
capacitados fueron incubados durante 30 min a 37°C en estufa gaseada, en presencia

de los anticuerpos previo a la evaluacién de la motilidad.

En los casos donde se evalué el efecto del AMPc sobre la motilidad, los
espermatozoides frescos fueron incubados durante 30 min en medio de capacitacién
en presencia de 5 mM dibutiril AMPc (dbcAMP, preparado en medio al momento del
uso; Sigma), 100 uM 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX, preparado en DMSO al momento
del uso; Sigma). Como control se agregdé un tratamiento con DMSO. Una vez
concluido el periodo de incubacion, se colocé una alicuota de 10 pl de la suspension
de espermatozoides en un portaobjetos mantenido a 37°C y se registré, mediante
videomicroscopia, diferente campos del portaobjetos por 35 segundos registrandose 7
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videos por cada tratamiento. Los videos luego fueron analizados, determinandose el
porcentaje de espermatozoides motiles.

Induccidn de la reaccion acrosomal (RA)
En cada especie la induccion de la RA se realiz6 como se describiera a continuacion.

Ratén: La RA fue inducida por exposicién de los espermatozoides a 15 uM
progesterona (Sigma, preparada 15 mM en dimetilsulféxido, DMSQO), 15 min antes del
final del periodo de capacitacion.

Humano y rata: La RA fue inducida por exposicion de los espermatozoides a
una milésima parte de una solucién 10 mM de ion6foro de calcio A23187 (Sigma-
Aldrich), resuspendido en dimetilsulféxido (DMSO) media hora antes del final del
periodo de capacitacion.

Evaluacion de la ocurrencia de la RA.

Ratdn y rata: Los espermatozoides fueron recuperados del medio capacitante,
lavados dos veces con PBS vy fijados en un volumen de PFA 8% en PBS durante 15
min a temperatura ambiente, y luego lavados 3 veces con acetato de amonio 0,1M pH:
9, por centrifugacién, y extendidos sobre portaobjetos. Los portaobjetos fueron luego
lavados por inmersion sucesiva en agua, metanol y agua (5 min en cada uno), y
posteriormente incubados en una solucién de 0,22% Coomasie Brillant Blue en 50%
metanol, 10% acido acético. Al cabo de esa incubacion, los portaobjetos fueron
lavados con agua destilada y examinados inmediatamente para evitar la difusién del
colorante. Los espermatozoides fueron cuantificados como intactos cuando
presentaban una coloraciéon azul intensa en la regiéon acrosomal, y como reaccionados

cuando esa regién no presentaba color.

Humanos: La evaluacion de la RA en los espermatozoides humanos se realizé
mediante la tincion del contenido acrosomal con la lectina fluorescente Pisum sativum
agglutinin conjugada a FITC (Pisum-FITC) (Sigma) segun fuera descripto
anteriormente (Cross et al., 1986). Previamente, los espermatozoides fueron fijados en
2% PFA en PBS, extendidos sobre portaobjetos y permeabilizados por inmersion en
metanol a —20°C por 5 min. Los espermatozoides fueron luego incubados con 50
pg/ml de Pisum-FITC por 30 min a temperatura ambiente, en la oscuridad, lavados con
PBS, montados en 90% glicerol y observados bajo un microscopio de epifluorescencia.
Los espermatozoides fueron cuantificados como intactos cuando presentaban una
marca brillante en la region acrosomal completa, y como reaccionados cuando la

fluorescencia estaba restringida al segmento ecuatorial (SE) o ausente.
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Inmunofluorescencia indirecta de espermatozoides

Los espermatozoides fueron lavados dos veces con PBS y fijados por el agregado de
un volumen de PFA 4% durante 10 min, lavados tres veces por centrifugacién con
PBS conteniendo 4 mg/ml de BSA (PBS-BSA4) y, finalmente, extendidos sobre
portaobjetos. Para la permeabilizacién de los espermatozoides humanos, los
extendidos fueron sumergidos en metanol a —20°C durante 5 min mientras que para
los espermatozoides de rata, los extendidos fueron sumergidos en forma seriada en
porcentajes decrecientes de metanol frio en PBS por 5 min. Las muestras fueron
blogueadas con PBS-BSA4 por un periodo de 30 min a 37°C, seguida por una
incubacién con el anticuerpo primario a la concentracién indicada durante toda la
noche a 4°C y luego de tres lavados con PBS, incubadas con el anticuerpo secundario
diluido en PBS por 30 min a 37°C. Terminada la incubacién, las muestras fueron
nuevamente lavadas tres veces con PBS y montadas con glicerol 90% vy los
cubreobjetos sellados con esmalte. Los preparados fueron examinados en un
microscopio de epifluorescencia (Nikon Optiphot) con los objetivos de 40x o 100x.

Extraccion de proteinas
De los espermatozoide

Las suspensiones de espermatozoides humanos seleccionados por “swim up” fueron
lavadas tres veces por centrifugacion y resuspendidas en PBS. Los espermatozoides
fueron separados en diferentes alicuotas y cada una de ellas fue incubada en 1 ml de
la solucién de extraccion conteniendo las diferentes soluciones de extraccién (NaCl,
detergente, etc), durante 30 min a temperatura ambiente. Terminado el tratamiento, las
suspensiones fueron centrifugadas a 13000xg durante 10 min. Con el fin de concentrar
los extractos proteicos para su analisis electroforético, los sobrenadantes fueron
tratados con un volumen de &cido tricloroacético (TCA) 10% y luego centrifugados

para la precipitacion de las proteinas.

De los 6rganos

Los diferentes érganos utilizados fueron disgregados en frio, mediante cortes con
tijeras, hasta obtener una preparacién homogénea. Posteriormente, fueron agregados
1,5 vol de una solucién Tris-HCI 50 mM pH 7,4 conteniendo 0,2 mM de PMSF,
completandose la homogeneizacién mediante la utilizacién de un homogeneizador
Polytron (Omni International, Marietta, GA, EEUU). Finalmente, la preparacion
resultante fue centrifugada durante 20 min a 10000 x g a 4°C y el sobrenadante

centrifugado nuevamente.
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La concentracion proteica de las muestras se determiné utilizando el reactivo “Protein

Assay” (Bio-Rad Laboratories) siguiendo las instrucciones del proveedor.
De las células dendriticas

Los extractos proteicos se prepararon colocando a las células en un buffer de
extraccién (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 10mM EDTA, 1% NP-40 y 0.2mM
PMSF). El lisado se incubd en hielo durante 1 h y luego se centrifugdé a 12.000 rpm
durante 20 min a 4° C. El sobrenadante obtenido representa el extracto proteico total.

Separacion electroforética de las proteinas

Para llevar a cabo la separacion electroforética de las proteinas, se utilizaron geles de
poliacrilamida con SDS de 7,5% a 15% segun el caso, de 1,5 mm de espesor,
preparados siguiendo la técnica descripta por Laemmli (Laemmli, 1970). Las muestras
fueron diluidas en buffer de siembra (Tris-HCI 50 mM pH 6,8 conteniendo 10% glicerol
y azul de bromofenol) y hervidas durante 8 min en buffer de siembra con 2% SDS. En
La corrida se realizd6 bajo condiciones de corriente constante (25 mA por gel) a

temperatura ambiente.

Tincién de proteinas en geles

Azul de Coomasie: una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron sumergidos en
Azul de Coomasie R250 (CBB) (0,25% en 45% metanol, 10% acido acético) durante
16h a temperatura ambiente. El exceso de colorante fue eliminado mediante sucesivas

incubaciones en destenidor (50% metanol, 10% acido acético).

Nitrato de plata: los geles fueron fijados durante 1 h en una solucién 40% metanol-10%
acido acético, y sometidos a dos incubaciones de 30 min en 10% etanol 5% &cido
acético, y a una incubacion de 10 min en 0,1% K.Cr.O7, 0,03% HNO; Luego de tres
lavados con agua, los geles fueron incubados durante 30 min con 0.2% AgNO; y luego
lavados con agua durante 10 min. El revelado se inici6 mediante una incubacion de 30
segundos con 3% Na,COg, 0,02% formaldehido, seguida de una segunda incubacion
hasta la aparicion del color. La reaccién se finalizd con el agregado de acido acético al
5%.

Luego de ambas tinciones, los geles fueron secados mediante vacio y calor, sobre un
papel de filtro para su conservacion.
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Transferencia a nitrocelulosa y PVDF (polifluoruro de vinilideno)

Para la inmovilizacién de proteinas sobre nitrocelulosa (Bio Rad) y sobre PVDF
(Millipore) se siguié la técnica descripta por Towbin y colaboradores (Towbin et al.,
1979). Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron sumergidos en buffer Tris
25 mM, Glicina 192 mM, metanol 20%, pH = 8,3 por 30 min. La transferencia fue
llevada a cabo en el mismo buffer a 4°C, ya sea durante toda la noche utilizando
voltaje constante de 35 V o durante una hora a 100 V. Las membranas de PVDF

debieron ser activadas previamente sumergiéndolas en metanol frio durante 5 min.

Una vez finalizada la transferencia, las membranas fueron tefidas con rojo Ponceau
para visualizar la correcta transferencia de las proteinas. Para ello, las membranas
fueron incubadas durante 5 min en Ponceau 0,1% en acido acético 5%, y el exceso de

colorante removido mediante lavados con agua deionizada.

Western Blot

Para la deteccion inmunoldgica de las proteinas mediante la técnica de Western Blot,
las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con una solucién 20 mg/ml de
leche en polvo descremada en PBS 0,1% Tween 20 (PBST), seguida de una
incubacién con anticuerpo primario (a las diluciones indicadas) en PBST. Luego de 3
lavados en PBST, las membranas fueron incubadas con anti-lgG (de la especie en la
que se produjo el anticuerpo primario) acoplado a peroxidasa (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EEUU), 1:4000 en PBST. Finalizada la incubacion, se repitio el
procedimiento de lavado. Con el fin de eliminar el Tween 20, se realiz6 un lavado
adicional con PBS. Por dultimo, las bandas reactivas fueron visualizadas por
quimioluminiscencia utilizando el kit comercial “ECL plus” (Amersham Life Science
Inc., Oakville, ON, Canada). Las membranas con el reactivo de quimioluminiscencia
fueron expuestas a placas Biomax MR (Eastman Kodax Company, Rochester, NY)
durante pocos minutos y luego reveladas por pasajes sucesivos en soluciones de
revelador, lavado y fijador. En los casos en los cuales como primer anticuerpo se
emplearon sueros, se utiliz6 como segundo anticuerpo un anti-lgG de rata acoplado a
biotina, 1:500 (Sigma-Aldrich) en PBST. Finalizada la incubacion, se repitio el
procedimiento de lavado. Las membranas fueron luego incubadas con una solucion de
extravidina-peroxidasa 1:1000 en PBST y nuevamente lavadas. Con el fin de eliminar
el Tween 20, se realiz6 un lavado adicional con Tris 0,1 M, pH 7.5. Por ultimo, se
realizé la reacciéon de revelado con el sustrato diaminobencidina (DAB) (50 pg/ml,

H202 0,01% en Tris 0,1 M pH 7,5), deteniéndose la reaccion por agregado de un
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exceso de agua. Todas las incubaciones fueron realizadas por un periodo de 60 min a

temperatura ambiente, con agitacion.

Ensayos de inmunizacion

El esquema de inmunizacion llevado a cabo y las dosis administradas se muestran en
la Figura 2 y en la tabla 1 del capitulo 2 respectivamente. Cada inyeccién se prepar6
disolviendo la proteina correspondiente (recCRISP2, recCRISP1 o MBP) en 300 ul de
solucién fisiologica, realizando luego una emulsion con un volumen igual de
adyuvante. Para la primera inmunizacion utilizamos el adyuvante de Freund completo
(Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina) y para las restantes el incompleto. Se
administraron 300 pl de la emulsién en forma subcutanea en la regién dorsal y 300 pl

en forma intramuscular en un miembro trasero.

Obtencion y almacenamiento de los sueros

Para la obtencion de los sueros, las ratas fueron anestesiadas y sangradas via
yugular, realizdndose una incision que permitiera la visualizacion de la vena y su
puncidén. Se extrajeron aproximadamente 1.5 ml de sangre por animal, utilizandose
jeringa y aguja N° 21. La sangre se incub6 durante 1h a temperatura ambiente, para
favorecer la coagulacién, y luego durante 16 hs a 4°C. Los sueros fueron separados
del coagulo por centrifugacién durante 15 minutos a 1.700 rpm a 4 °C, y luego

fraccionados y almacenados a —20°C.

Enzimoinmunoensayo (ELISA), para el seguimiento de la respuesta inmune.

Se colocaron 50 pl de una solucién 1 ng/ pl de proteina (MBP, recCRISP2, nCRISP1
segun el caso) en Na,CO; (0.3 M, pH 9.5) por hoyo de placa de ELISA incubandose
durante toda la noche a 4°C. La proteina no unida fue eliminada mediante tres lavados
con PBS 0,02% Tween 20 (PBS-T20), y luego las placas fueron bloqueadas durante
90 minutos a temperatura ambiente con leche descremada 20 mg/ml en PBS.
Descartada la solucién de bloqueo, se agregaron 50 pl por hoyo de cada uno de los
sueros obtenidos (a las diluciones indicadas en PBS-BSA 0,1%). Posteriormente, las
placas fueron incubadas a 37°C durante 1 hora; luego de lo cual las mismas fueron
lavadas nuevamente tres veces con PBS-T20. A continuacion, las placas fueron
incubadas con 50 pl/hoyo de segundo anticuerpo (anti-lgG de rata acoplado a biotina
1:500) diluido en PBS-BSA 0,1%, durante 1 hora a 37°C. Luego de tres lavados, se
agregd6 una dilucion 1:1000 de extravidina conjugada a fosfatasa alcalina en PBS-BSA

0,1% y las placas fueron incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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Finalmente, las mismas fueron incubadas con 1mg/ml de p-nitrofenilfosfato (Sigma
104) en buffer dietanolamina (DEA)(10% v/v DEA, 1,25 % HCI 1N, 0,4 mM MgCl,),
hasta la aparicién del color (15-20 minutos), deteniéndose la reacciéon con NaOH 0,5N
y efectuandose la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 405 nm.

Todas las mediciones fueron realizadas por duplicado, utilizando como blanco hoyos a
los que no se habia acoplado antigeno. El valor del blanco fue restado del promedio

obtenido para cada muestra. aldehido aromatico

Con el fin de medir los anticuerpos especificos contra CRISP2 en los sueros de los
animales inmunizados con recCRISP2, se realiz6 una captura de los anticuerpos anti-
MBP. Para ello, la proteina de fusidon se acopl6 a la placa y los sueros se diluyeron en
PBS-BSA 0,1% conteniendo 300 ng/ul de proteina MBP soluble. La eficiencia de la
captura se evaluo utilizando a MBP como antigeno acoplado a la placa.

Histologia

Con el fin de realizar un analisis histologico, las ratas fueron anestesiadas y sus
6rganos removidos y fijados por inmersién en solucién de Bovin durante 24 horas. Los
organos fueron luego incluidos en parafina, y cortados en micr6tomo. Finalmente, los
cortes fueron tefidos con hematoxilina-eosina y observados bajo microscopio éptico.
La evaluacion histologica fue realizada en colaboracion con la Dra Livia Lustig (FMED-
UBA-CONICET) en el caso de los érganos masculinos, y con la Dra Silvia Vanzulli de
la Academia de Medicina.

Obtencion de DC de raton

Las DC se diferenciaron a partir de precursores mieloides de médula 6ésea.
Brevemente, se obtuvo la médula 6sea de fémures y tibias de ratones, el tejido se
disgregd mediante suaves pasajes a través de una aguja de 21 G y los glébulos rojos
se lisaron con buffer ACK (NH4CI 0,15 M, KHCO3 10 mM, Na,EDTA 0,1 mM, pH
7,2- 7,4). Las células obtenidas se cultivaron a 2x106 células/ml en medio completo
[RPMI 1640 10% SFB, 40 pg/ml gentamicina, 50 uM 2b mercaptoetanol, 2 mM L-
glutamina y 10 mM HEPES (todo de Gibco)] suplementado con 10-15% del
sobrenadante de cultivo de la linea J588L (mieloma de ratén transfectado con cDNA
de GM-CSF), durante 8 dias con 3 cambios completos de medio. La maduraciéon de
las DC se efectud al exponerlas a 1ug/ml de LPS durante 24 6 48 h.
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Obtencion de RNA total y retrotranscripcion reversa:

El ARN de los érganos de ratén fue extraido utilizando el reactivo Trizol® (Gibco BRL)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Con el fin de generar ADNc, 5 ug del ARN
total fueron incubados a 65°C durante 5 min, seguido de una incubacién en hielo. Por
otro lado, una mezcla de reaccién conteniendo 300 U de la enzima transcriptasa
reversa M-MLV (Promega); 2,5 uM de un oligonucledtido de timidinas (oligo dT),
utilizado como “primer”; 80 Ul de un inhibidor de RNasas (Promega) y 0,3 mM de
dNTPs, fue llevada a un volumen final de 15 pl con el buffer apropiado. La mezcla de
reaccion, junto con el ARN, fue incubada durante 10 min a temperatura ambiente,
seguido por 1 ha 37°Cy 5 min a 94°C.

PCR

Un ul del producto de la transcripcion reversa fue sujeto a una PCR utilizando los
siguientes “primers” especificos: CRISP1 forward: 5 ACTTCCTGCAGAACAACGC 3’y
reverse: 5 ACCAACTGCAGATGCAACT 3, CRISP3 forward 5
TCCTGGCTGCTGTACTGCCC 3" y reverse 5° CCTGGCAGCCTGGACAGG 3" y
Actina primers comerciales (Byodinamics, Buenos Aires, Argentina). La mezcla de
reaccion contenia 1 pl del ADNc de cada uno de los érganos o células estudiadas,
0,75 U de la polimerasa comercial “Taq” (Byodinamics, Buenos Aires, Argentina) en el
buffer apropiado, 0,4 mM de dNTPs; 2,5 mM de cada “primer” especifico en un
volumen final de 25 pl. La amplificacion se realizé en el termociclador “Mastercycler
gradient” (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) para tubos eppendorfs. Las condiciones
en generales de PCR fueron: 1 min a 94°C; 30 seg a 94°C, 30 seg a 59°C y 30 seg a
72°C por 35 ciclos; 5 min a 72°C. En el caso especifico de las RT-PCR
semicuantitativas, la amplificacién con los primers de Actina se restringié con 20 ciclos.
Posteriormente, se cuantificé el producto de PCR obtenido con la ayuda del programa
Image J contra un gen constitutivo amplificado mediante el mismo ndamero de ciclos y

partiendo de la misma muestra.

Citometria de flujo

Las células se centrifugaron y se resuspendieron en PBS y suero fetal bovino (SFB)
1%. Para realizar la tincion de superficie, las células se incubaron durante 30 min a 4
°C con los anticuerpos monoclonales (0 sus controles de isotipo) conjugados a sus
respectivos fluorocromos. Luego, las células se lavaron dos veces con PBS/SFB 1% vy
se resuspendieron en p-formaldehido 1% en PBS hasta su analisis.
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Deteccion de citoquinas por ELISA

Se utilizaron sets de ELISA de captura comerciales de acuerdo a las instrucciones del
proveedor. En primer lugar, se incubaron (18 h a 4 °C) placas de 96 pocillos (Costar)
con el anticuerpo de captura disuelto en buffer carbonato pH 9,6 o buffer fosfato pH
6,5. Luego las placas se lavaron 3 veces con PBS pH 7,4; 0,01% Tween-20 (PBST
0,01%) y se incubaron con buffer de bloqueo (PBS/10% SFB) durante 1 h a
temperatura ambiente. A continuacion, se incubaron las muestras y la curva estandar
por duplicado (18 h; 4 °C). Se realizaron 4 lavados con PBST 0,01%, se agrego la
solucién de deteccion conteniendo el anticuerpo secundario biotinilado y la
estreptavidina-HRP (2 h; temperatura ambiente). Finalmente, se realizaron 6 lavados
con PBST 0,01% y se procedié al revelado con una solucibn de sustrato
tetrametilbenzidina (TMB) y 0,03% de H,O, en buffer fosfato-citrato (0,1 M &cido
citrico; 0,1 M Na,H PO?%). La reaccién se detuvo con H,SO* 2N determinandose la
absorbancia a una longitud de onda de 450 nm en un espectrofotdmetro de placa
(Labysistems Multiskan).

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media * el error estandar para cada serie de
experimentos. Los porcentajes (ovocitos fertilizados, viabilidad, motilidad, reaccién
acrosomal y los patrones de marca fluorescente de los espermatozoides) fueron
analizados con el test de Chi cuadrado (x°). Los nimeros de espermatozoides unidos,
el nimero de crias, la fertilidad de los machos inmunizados con recCRISP2, los dias
transcurridos desde el inicio del apareo hasta el parto, los porcentajes de células
dendriticas marcadas, y los niveles de citoquinas fueron analizados mediante el test t
de Student. Los resultados fueron considerados significativamente diferentes
considerando un p<0,05. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa
“GraphPad Prism” (version 3,02, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA
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CAPITULO 1

Influencia del origen genético sobre el fenotipo de los animales KO para
CRISP1.

Como se mencionara en la introduccién, resultados de nuestro grupo utilizando
ratones KO para CRISP1 indican que, si bien los animales son fértiles, sus
espermatozoides poseen una menor capacidad fertilizante (Da Ros et al., 2008).
Debido a que existen evidencias que indican que una mutacion puede producir
fenotipos marcadamente diferentes dependiendo del origen genético (Erickson, 1996),
decidimos generar una nueva colonia de animales Crisp1” con una base genética
homogénea para la cepa endocriada C57BL/6. Para ello, los animales Crisp1* de la
colonia hibrida inicial (129SvEv/C57BL/6) fueron apareados con animales Crisp1** de
la cepa C57BL/6. Los ratones adultos HT, producto de dichos apareos, fueron
seleccionados mediante genotipificacion y apareados nuevamente con ratones
Crisp1** de la cepa C57BL/6 (Figura 1A). En cada generacién de retrocruza, el nivel
de heterocigosis se reduce un 50% y aumenta en la misma proporcion el fondo
genético de la linea receptora (Benavidez, 2006). En la Figura 1B se puede observar
que en la septima generacién de retrocruza el 99.6% del genoma corresponde a la
linea receptora. En base a ello, y considerando que hay ciertas evidencias que indican
que seis generaciones de retrocruza son suficientes para manifestar diferencias en el
fenotipo de la colonia (Rubinstein et al., 2006), decidimos realizar el analisis en los
animales provenientes de dicha generacién. Los ratones Crisp1* de la generacién N;
fueron cruzados entre si para obtener los animales homocigotos (Crisp1”) (Figura
1A). Para asegurar que la base genética de los cromosomas sexuales fuera
homogénea, en cada generacion, intercambiamos el sexo de los ratones provenientes

de cada cepa.

La genotipificacion de los animales se realizé mediante la técnica de PCR. Para tal fin,
el ADN extraido de biopsias de las orejas fue sometido a amplificacién utilizando tres
primers, uno de ellos complementario a una region homologa entre el alelo salvaje y el
mutado, y los otros dos, especificos para cada alelo. Las muestras amplificadas fueron
sometidas a separacion en gel de agarosa y tedidas con bromuro de etidio,
observandose una banda de 894bp para el alelo salvaje, y otra de 611bp para el alelo
mutado (Figura 2).

87



Resultados

A B

i d Q
7N \
129SvEW/CSTBLE  ~ (171 + £/ Cepa C57BL/6 " TR

838 332l 992 4945
> i

Porcentaje del genoma de fondo

Generacion
N e

\ﬁ\:& CI N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 N10 N11

Ratones CRISPT" de la
cepa endocriada C57BL/6

Figura 1: Generacion de la colonia Crisp1” en una base
genética homogénea. A. Esquema representativo de cémo se
realizé la retrocruza entre los animales de la colonia mixta
(129SvEV/C57BL6) y la colonia endocriada C57BL/6. B. Grafico
mostrando el aumento del porcentaje correspondiente al genoma
de la linea de fondo (C57BL/6) en cada generacion de retrocruza.
N: generacién de retrocruza. Cl: colonia inicial.
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Figura 2: Analisis del genotipo. EI ADN extraido fue sometido a
amplificacién utilizando tres “primers” y analizado, posteriormente, en
geles de agarosa. A la izquierda, se muestran los marcadores de tamano
en kb.

El paso siguiente consisti6 en corroborar que la mutacion del gen se hubiera
mantenido a lo largo de las generaciones analizando tanto la expresion del mensajero
de CRISP1 como de la proteina. Para ello, se extrajo ARN de epididimos de ratones
HT y KO y se realizd un analisis por RT-PCR utilizando “primers” oligo dT para la RT y
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primers especificos para CRISP1 para la PCR. Como control del molde, se llevé a
cabo una amplificacién incluyendo “primers” para el gen de actina. Mientras que se
observd la banda correspondiente a actina en ambos genotipos, la banda
correpondiente a CRSP1 solo se observé en los animales Crisp1*” (Figura 3A). Por
otro lado, la expresion de la proteina se evalué a partir de extractos proteicos
provenientes de los epididimos de los animales de ambos genotipos, los cuales fueron
sometidos a separacion electroforética e inmunodeteccién utilizando anti-CRISP1 y
anti-tubulina como control. En los animales Crisp1*”, se observaron las bandas de los
tamanos esperados para las proteinas CRISP1 y tubulina, mientras que en los
animales KO, unicamente se detecté la banda de tubulina (Figura 3B). Estos
resultados muestran la falta de expresion de CRISP1 en los animales KO, indicando

que la mutacion se mantuvo a lo largo de las generaciones.

A B
o .
H,O +/- -~ -RT +/- -/-
epididimo epididimo

Figura 3: Analisis de la expresion de CRISP1 a nivel de mensajero y de proteina.
A. El ADNc proveniente del ARN extraido de los epididimos de los animales de ambos
genotipos fue utilizado como molde en una PCR empleandose “primers” especificos
para CRISP1 (panel superior) y para actina (panel inferior). El producto de la PCR
fue separado por electroforesis en geles de agarosa. H,O: producto de PCR sin molde.
-RT: ADNc proveniente de una RT-PCR realizada sin la retrotranscriptasa B. Extractos
proteicos de epididimo provenientes de ratones de ambos genotipos fueron sometidos
a electroforesis en geles de poliacrilamida y analizados por Western Blot utilizando
anti-CRISP1 (panel superior) 6 anti-tubulina (panel inferior) como primer anticuerpo.

Con el fin de evaluar la fertilidad de los animales Crisp1” de la nueva colonia, machos
HT y KO fueron apareados con hembras control. El esquema consistié en colocar un
macho con dos hembras en la misma jaula durante dos semanas, al cabo de las
cuales, las hembras fueron separadas y observadas periddicamente por signos de
prefiez 6 paricion. Los resultados indicaron que los machos carentes de CRISP1 no
presentaron diferencias significativas en el porcentaje de fertilidad ni en la cantidad de
crias por camada respecto a los machos control. Sin embargo, a diferencia de lo
observado en la colonia inicial, el tiempo transcurrido desde el inicio del apareo hasta
el parto fue significativamente mayor para las hembras apareadas con machos KO que

con los controles (Tabla 1). Considerando que las hembras no fueron cicladas previo
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al apareo, existia la posibilidad de que la diferencia observada pudiera deberse al error
inherente al inicio del ciclo estral de las hembras (duracién aproximada: entre 4 y 5
dias). Sin embargo, la evaluacion de los valores individuales (Figura 4) apoya la idea
de que la diferencia encontrada podria deberse a la existencia de una subpoblacién de
machos Crisp1” que no es capaz de prefiar a las dos hembras en un Gnico ciclo estral.
Estos resultados sugieren la existencia de una desventaja en su fertilidad respecto a

los machos control.

Tabla 1: Fertilidad de los machos de lo nueva colonia.

Crisp1*" | Crisp1”
% DE FERTILIDAD | 79,2+7,2 | 81,3+6,3
N2 CRIAS 53+1,3 59+0,6

TIEMPO HASTA
PARTO (dias)

23,0+0,3 | 24,9 £ 0,6"

Los datos representan el promedio + SEM de 4 machos
evaluados para cada genotipo. *p < 0,05.
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Figura 4: Tiempo transcurrido desde el inicio del apareo hasta el
parto. Machos Crisp1*"y Crisp1” fueron colocados en apareo con dos
hembras control evaluandose, posteriormente, el tiempo transcurrido
desde el primer dia del apareo hasta el parto. Se evaluaron 4 machos
de cada genotipo. El promedio de los datos se indica con una linea.

Como otra aproximacién para estudiar la desventaja en la fertilidad de los animales in
vivo, realizamos una serie de apareos colocando en una jaula dos hembras control
superovuladas con un macho HT o KO. Al dia siguiente, recuperamos los ovocitos del
oviducto y evaluamos la presencia de células con dos pronucleos o embriones en dos

células. Los resultados mostraron que el porcentaje de ovocitos fertilizados por los
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machos KO fue significativamente menor al de los machos control (Tabla 2) indicando
que el cambio del fondo genético de la colonia permitiria poner de manifiesto una
desventaja en la fertilidad de los animales Crisp?”" no observada en la colonia inicial.

Tabla 2: Capacidad fertilizante in vivo de los machos KO para
CRISP1 de la nueva colonia.

Macho Ovocitos Ovocitos % de ovocitos
recuperados | fertilizados fertilizados

Crisp1*" 101 46 45,5

Crisp1- 85 25 29,4*

Se evaluaron 3 machos de cada genotipo. *p < 0,05.

Como se mencionara en la introduccion, estudios de nuestro laboratorio indican que
CRISP1 participaria tanto en la interaccion espermatozoide-ZP como en el proceso de
fusion de gametas (Busso et al.,, 2007a);(Rochwerger et al., 1992),(Cohen et al.,
1986);(Da Ros et al., 2008). Con el fin de evaluar la capacidad de los espermatozoides
en la nueva colonia de interactuar con la ZP, se realizaron ensayos de fertilizacién in
vitro utilizado ovocitos de hembras control desprovistos de las células del cimulus de
manera tal de encontrarse rodeados sélo de su ZP al momento de ser inseminados,
con espermatozoides capacitados provenientes de animales HT o KO. Los resultados
de estos experimentos se muestran en la Figura 5A e indican que, al igual que lo
observado en la colonia original, los espermatozoides carentes de CRISP1
provenientes de animales de la nueva colonia poseen una capacidad de fertilizar a los
ovocitos con ZP significativamente menor a la de los espermatozoides control.
Considerando que la interaccion del espermatozoide con la ZP consta de un primer
paso de union a dicha matriz seguido de la etapa de penetracién de la misma, a
continuacién se realizaron ensayos disefiados para evaluar, especificamente, la etapa
de unién de los espermatozoides a la ZP. Para ello, ovocitos con ZP fueron co-
incubados por tiempos mas cortos (30 min) con espermatozoides capacitados, luego
fueron lavados para remover los espermatozoides asociados débilmente a la ZP, y
finalmente observados al microscopio optico. La cuantificacion de los espermatozoides
unidos por ovocito indicé que los espermatozoides KO de la nueva colonia presentaron
una capacidad de unirse a la ZP significativamente menor que la correspondiente a los

espermatozoides control (Figura 5B).
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El proximo paso consistidé en evaluar la capacidad fusogénica de los espermatozoides
provenientes de los animales de la nueva colonia. Para ello, ovocitos desprovistos
tanto de las células del cumulus como de la ZP fueron inseminados con
espermatozoides capacitados provenientes de animales HT o KO de la nueva colonia.
Los resultados mostraron que los espermatozoides carentes de CRISP1 mostraron
una reduccion significativa en su capacidad de fusionarse con el ovocito respecto a los

espermatozoides de animales control (Figura 5C).
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Figura 5: Evaluacion de la capacidad fertilizante de los espermatozoides de la
nueva colonia. Espermatozoides epididimarios fueron capacitados por 90 min y
luego utilizados para inseminar ovocitos con (A - B) o sin (C) ZP. A. Al cabo de 24hs
de co-incubacién, se evalué el porcentaje de embriones en dos células (panel
izquierdo). Foto representativa de un ensayo (panel derecho). B. Luego de 30 min de
co-incubacién, los ovocitos fueron recuperados, lavados y observados al microscopio
optico, determinandose el numero de espermatozoides unidos por ovocito. C. Al cabo
de 1 h de coincubacion, los ovocitos sin ZP fueron lavados y tenidos con Hoescht
33342 determindndose el porcentaje de los mismos con al menos una cabeza
espermatica descondensada en su citoplasma. En todos los casos, los datos
representan el promedio + SEM de al menos 3 experimentos independientes.

* p<0,05.
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El andlisis de diversos parametros funcionales del espermatozoide de la nueva colonia

no mostré diferencias en cuanto al numero de espermatozoides recuperados del
cauda epididimario o su viabilidad (Tabla 3). Sin embargo, la observacion al

microscopio optico revel6 una disminucién en la motilidad total de los espermatozoides

Crisp1” tanto al inicio de la capacitacion (t=0) (Figura 6A) como luego de haber sido
incubados 90 min en un medio capacitante. (t = 90 min) (Figura 6B). Estos resultados

indican que, a diferencia de lo que ocurre en la colonia hibrida inicial, la ausencia de

CRISP1 en la nueva colonia afecta la motilidad de los espermatozoides.

Tabla 3: Viabilidad y numero de espermatozoides epididimarios.

Crisp1*" | Crisp1”
n°de espermatozoides
epididimarios (x10°) 30£5 2516
Viabilidad (%) 50+4 46 £2

Los datos representan el promedio * SEM de al menos 3

experimentos independientes.
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Figura 6: Evaluacion de la motilidad espermatica. La motilidad total
fue evaluada mediante observacion al microscopio Optico en
espermatozoides al inicio de la capacitacion (A) asi como también una
vez finalizada la misma (90 min) (B). Los datos representan el promedio +
SEM de al menos 3 ensayos independientes. * p< 0,05.
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Teniendo en cuenta que se ha sugerido que el AMPc seria el un mensajero secundario
clave en la regulacién de la motilidad (Eddy, 2006), decidimos evaluar si la exposicion
de los espermatozoides al AMPc era capaz de modificar el patrén de motilidad de los
mismos. Para ello, espermatozoides de ambos genotipos fueron incubados en
condiciones capacitantes durante 30 min en presencia de un analogo de AMPc
(dibutiril AMPc) y un inhibidor de fosfodiesterasa (PDE) (3-isobutyl-1-methylxanthine;
IBMX) registrandose la motilidad de los espermatozoides mediante videomicroscopia.
Los resultados mostraron que bajo estas condiciones se logré revertir el defecto en la
motilidad observado en los espermatozoides Crisp1” (Figura 7).
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Figura 7: Efecto del agregado de AMPc sobre la motilidad
espermatica. Espermatozoides provenientes del cauda epididimario
fueron incubados en condiciones capacitantes durante 30 min en
presencia de dibutiri AMPc (AMPc) e IBMX, analizandose,
posteriormente, la motilidad total de los espermatozoides. Los datos
representan el promedio + SEM de al menos 3 ensayos
independientes. * p< 0,05

Numerosas evidencias indican que el aumento en los niveles de fosforilacion en
tirosina es un evento clave dentro del proceso de capacitacion (Visconti, 2009). En
este sentido, los estudios realizados en la colonia hibrida original indicaron que la
ausencia de CRISP1 produce una disminucién en los niveles de fosforilacion en
tirosina (Da Ros et al.,, 2008). Sin embargo, la evaluacién de dicho parametro,

mediante ensayos de Western Blot, en la nueva colonia revel6 que los
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espermatozoides Crisp1” presentaban el mismo patrén de fosforilacién que los
espermatozoides control (Figura 8).

Crisp1*- Crisp1+

F C F C
98 =
64 =
50 =

Figura 8: Evaluacion de la fosforilacion de proteinas en residuos
tirosina Extractos proteicos de espermatozoides Crisp1”" o Crisp1”
frescos (F) o capacitados (C) durante 90 min fueron separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida y analizados por Western Blot
utilizando anti-fosfotirosina como primer anticuerpo. Se realizaron al menos
3 experimentos independientes, mostrandose uno representativo. A la
izquierda se muestran los marcadores de peso molecular en Kb.

A continuacién, se estudio la capacidad de los espermatozoides Crisp?” de la nueva
colonia de sufrir la RA tanto espontanea como inducida por progesterona. Si bien no
se observaron diferencias entre los espermatozoides KO y los controles en cuanto al
porcentaje de RA espontanea luego de la capacitacién, a diferencia de lo observado
en la colonia hibrida original, la progesterona no fue capaz de inducir la RA en los
espermatozoides Crisp1” provenientes de la nueva colonia (Figura 9).

En conjunto, los animales Crisp1” de la colonia con origen genético homogéneo para
la cepa endocriada C57BL/6 presentaron un fenotipo claramente diferente al de la
colonia hibrida original, confirmando la influencia de CRISP1 sobre la capacidad de los
espermatozoides de interactuar con la ZP y con el oolema y revelando no solo la
importancia de CRISP1 para la motilidad y la RA inducida de los espermatozoides sino
también una desventaja en la fertilidad de los machos carentes de la proteina (Tabla
4).

95



Resultados

30

% reaccion acrosomal

T

I I

<« O R ¢ O

Crisp1*”

Crisp1”"

Figura 9: Reaccion acrosomal espontanea e inducida. El porcentaje de
reaccion acrosomal fue evaluado mediante la técnica de Coomassie blue
en espermatozoides frescos (F), capacitados (C) y expuestos a
progesterona 15uM (P). Los datos representan el promedio + el SEM de al
menos 3 ensayos independientes. avs b, avs cy b vs ¢ : P<0,001.

Tabla 4: Diferencias encontradas entre las colonias

COLONIA

FENOTIPO Inicial hibrida Endocriada
129SvEv/C57BL/6 C57/BL6

Fertilidad Normal con desventaja
Interaccién con disminuida disminuida

ZP
Fusion Disminuida disminuida
Motilidad Normal disminuida
Fosforilacion disminuida normal

RA inducida Normal disminuida
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CAPITULO 2

Estudio de la relevancia de la proteina testicular CRISP2 para la fertilidad.

Con el fin de estudiar tanto la relevancia de CRISP2 para la fertilidad como asi
también su potencial uso para el desarrollo de métodos de regulacién de la
fertilidad, en el presente capitulo ratas machos y hembras fueron inmunizadas
con la proteina CRISP2 expresada en forma recombinante en nuestro
laboratorio (recCRISP2). Dado que la proteina recombinante se encuentra
fusionada a MBP (maltose binding protein), la inmunizacién podia realizarse
tanto con la proteina de fusibn como con la proteina CRISP2 previamente
escindida de MBP. En este sentido, el empleo de la proteina acoplada a MBP
presenta las ventajas de una obtencidn sencilla que involucra un Unico paso de
cromatografia de afinidad, y una inmunogenicidad potencialmente mayor
debido tanto a su tamano como a la presencia de epitopes bacterianos. La
desventaja del empleo de la proteina de fusién es la posterior generacion de
anticuerpos anti-MBP que podrian provocar una reaccion cruzada con otras
proteinas enddgenas. Por su parte, la opcién de utilizar la proteina CRISP2
escindida de MBP, si bien permite obtener una respuesta mas especifica,
implica la separacion de ambas proteinas mediante el tratamiento con una
proteasa especifica seguida de un paso adicional de purificaciéon, lo cual
disminuye considerablemente la cantidad de proteina final obtenida. En base a
ello, y considerando que la inmunizacibn con CRISP1 recombinante
(recCRISP1) realizada previamente en nuestro laboratorio demostré que la
presencia de anticuerpos anti-MBP circulantes no afecta ningun parametro
reproductivo, decidimos realizar los estudios utilizando la proteina de fusién. De
todos modos, con el fin de controlar posibles efectos debidos a la presencia de
anticuerpos anti-MBP, un grupo de animales fue inmunizado con la proteina
recombinante MBP como control. Por otra parte, teniendo en cuenta resultados
previos indicando que la inmunizacion de ratas con recCRISP1 produce una
inhibicién en la fertilidad (Ellerman et al., 2008), un tercer grupo fue inyectado
con dicha proteina epididimaria como control de inhibicion.

97



Resultados

Para la expresion de las proteinas recombinantes, se transformaron bacterias
de la cepa BI21 con los plasmidos (p-Mal) inducibles por IPTG, conteniendo las
secuencias de expresion de la proteina MBP sola, de la proteina MBP unida a
CRISP2 de ratdén (93% homoéloga a CRISP2 de rata) o a CRISP1 de rata. A
modo de ejemplo, se muestra en la Figura 1A como el agregado de IPTG a los
cultivos bacterianos indujo la expresién de una proteina del tamafo molecular
esperado para la proteina de fusién (62kDa). La purificacion de la proteina fue
realizada mediante cromatografia de afinidad utilizando una resina acoplada a
amilosa, un polimero de maltosa con capacidad de unir a la proteina a través
de su porcién MBP. El proceso de purificacién permitié la obtencion de una
proteina con un alto grado de pureza, evaluado tanto por la técnica de tincidén
con plata (Figura 1B) como por Western Blot (utilizando anti-MBP) (Figura 1C)
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Coomasie Blue con Plata Blot

Figura 1: Expresion y purificacion de CRISP2. Bacterias Bl21 conteniendo
el vector p-MAL-recCRISP2 fueron cultivadas en presencia (+) 0 ausencia
(-) de IPTG y los extractos proteicos de los cultivos fueron separados por
electroforesis y tefidos con Coomasie Blue. En el extracto de bacterias
IPTG+, la banda de 62 kDa correspondiente a CRISP2 se encuentra
indicada por una flecha (A). CRISP2 purificada, sometida a electroforesis y
analizada por tincion con plata (B) o Western Blot (C) utilizando anti-MBP
como primer anticuerpo.

La cantidad de proteina utilizada y la distribuciéon de los animales en los
distintos tratamientos se muestran en la Tabla 1. En cuanto a la cantidad
inyectada, los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio al
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inmunizar con CRISP1 indicaron que la mayor inhibicion de la fertilidad se
obtenia al inmunizar con 100ug de proteina (Ellerman et al., 2008).
Considerando que la secuencia correspondiente a CRISP2 constituye el 40%
de la proteina de fusion (25 kDa de un total de 62kDa), la cantidad de proteina
recombinante necesaria para obtener 100ug de la porcién correspondiente a
CRISP2 es 248ug. ElI mismo célculo se realizd para recCRISP1. Las
cantidades utilizadas para las inmunizaciones con MBP provienen de restar la
masa de CRISP2 presente en la proteina recombinante.

Tabla 1: Distribucién de los animales en los distintos
grupos experimentales

Numero de animales

Grupo Cantidad

Machos Hembras Total
recCRISP2 248ug 10 10 20
MBP 168ug 9 9 18
recCRISP1 268ug 6 6 12
Total 25 25 50

En la Figura 2 se muestra el esquema de inmunizacién, sangrados y apareos

llevados a cabo para todos los grupos.
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Figura 2: Esquema experimental
inmunizaciéon. |: inyeccién, S: sangrado,
apareo

de
A:

La respuesta inmune generada contra CRISP2 fue evaluada mediante la técnica de

ELISA utilizando como primer anticuerpo los sueros obtenidos luego de cada

inyeccion. Teniendo en cuenta que los animales inmunizados con recCRISP2

presentaban anticuerpos tanto contra CRISP2 como contra MBP, y no disponiendo de

CRISP2 libre de MBP, el proximo paso fue desarrollar un método que permitiera medir

los anticuerpos especificos contra CRISP2. La estrategia consisti6 en realizar un

ELISA contra recCRISP2 utilizando los sueros diluidos en presencia de un exceso de

proteina MBP soluble. Con el fin de controlar que la captura fuera completa, los sueros

asi diluidos se utilizaron en un ELISA contra MBP (Figura 3).
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acoplada suerosyexceso de anticuerpo y su sustrato
MBP secundario
biotinilado
B. g\\_
0
MEBP acoplada Incubaciéncon Lavado Incubaciéncon Revelado con EFA
suerosyexcesode anticuerpo y susustrato
MBP secundario
biotinilado

0 (ccCRISP2® MBP ¥ anti-CRISP2 - Anticuerpoacoplado a biotina
® CRISP2 \- anti-MBP EFA:extravidina fosfatasaalcalina

Figura 3: Esquema de ELISA de captura para evaluar la presencia de anticuerpos
especificos contra CRISP2. En A y en B se muestra lo esperado al acoplar a la placa
recCRISP2 y MBP respectivamente.

Con el fin de definir el protocolo 6ptimo que permitiera detectar la respuesta inmune
especificamente contra CRISP2, primeramente, se estimé el titulo de los sueros
utilizando diluciones seriadas de los mismos como primer anticuerpo, en presencia de
un exceso de MBP soluble (100 veces la cantidad acoplada a la placa). Los resultados
correspondientes al ultimo sangrado se muestran en la Figura 4A e indican que si bien
el titulo de los sueros fue de 10% el método de competencia no fue eficiente para
capturar los anticuerpos anti-MBP en ninguna de las diluciones ensayadas. Dado que
se realizaron varios sangrados de cada animal y que el nimero de animales era
considerable, se decidi6 evaluar la eficiencia del método de competencia
seleccionando una dilucién fija intermedia entre aquellas que habian resultado
positivas (dilucién 1/1000 y 1/10000), considerando positivos aquellos valores de
absorbancia mayores a 0,2. Teniendo en cuenta que en la dilucion 1/10000, la
absorbancia fue muy baja o negativa para algunos sueros, y que la dilucion 1/1000
demostré ser saturante en muchos casos, la dilucién fija seleccionada fue 1/5000. En
base a ello, se realizaron ensayos de ELISA utilizando como primer anticuerpo los
sueros provenientes del ultimo sangrado, a la dilucién fija elegida (1/5000) y en
presencia de diferentes cantidades de MBP soluble. Los resultados representados en
la Figura 4B indican que el método de competencia resulté eficiente para capturar los
anticuerpos anti-MBP cuando la cantidad de MBP soluble fue 300 veces la de la
proteina acoplada a la placa (300ng).
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Figura 4: Titulacion de los sueros y captura de los
anticuerpos anti-MBP. Los sueros de los animales
inmunizados fueron utilizados como primer anticuerpo en
ELISA contra recCRISP2. A. Diluciones seriadas en presencia
de un exceso de MBP soluble (100ng). B. Dilucién fija
(1/5000) en presencia de concentraciones crecientes de MBP
soluble.

Habiendo encontrado las condiciones optimas para capturar los anticuerpos anti-MBP,
el paso siguiente consisti6 en evaluar la cinética de la respuesta inmune contra
CRISP2. Los resultados indicaron que los anticuerpos contra CRISP2 pudieron
detectarse en los sueros obtenidos a partir de la segunda inyeccién, aumentando sus
niveles en funcion del tiempo tanto en machos (Figura 5A) como en hembras (Figura
5B). Asimismo, se observé que los anticuerpos dirigidos contra MBP habian sido
capturados correctamente.
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Figura 5: Cinética de la respuesta inmune en animales inmunizados con
recCRISP2. Los sueros anti-recCRISP2 provenientes de machos (A) y
hembras (B) fueron utilizados como primer anticuerpo a una dilucion fija 'y en
presencia de un exceso de MBP soluble en ELISA. Los valores representan la
media + el SEM de las absorbancias correspondientes a cada grupo
experimental. Como antigeno, se utilizd6 recCRISP2 (——) o MBP ( ). S:
sangrado

Con el fin de evaluar si los niveles de anticuerpos alcanzados luego de la ultima
inmunizacién con recCRISP2 eran similares a los alcanzados al inmunizar con
recCRISP1, se realizaron ensayos de ELISA utilizando como antigeno la proteina
CRISP1 nativa disponible en el laboratorio y, como primer anticuerpo, los sueros anti-
recCRISP1. Los resultados indicaron que la inmunizaciéon con recCRISP2 fue capaz
de generar niveles de anticuerpos similares a los producidos al inmunizar con
recCRISP1 (Figura 6).

0,70 -

0,60 - '{

Abs 450nm
o o o
8 8 8

o

L)

(=]
i

o
-
(=]

0,00

anti- anti-
CRISP2 CRISP1

Figura 6: Respuesta inmune contra recCRISP2 y recCRISP1. Una dilucién fija
(1/5000) de los sueros provenientes de los animales inmunizados con recCRISP2 o
con recCRISP1 fueron utilizados como primer anticuerpo en ELISA contra CRISP1
nativa o recCRISP2, respectivamente. En el caso de CRISP2, la dilucién fue
realizada en presencia de un exceso de MBP soluble
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Para evaluar la especificidad de los sueros provenientes de machos y hembras
inmunizados con recCRISP2, se realizaron ensayos de Western Blot sobre extractos
de distintos tejidos. Los resultados mostraron que los anticuerpos generados fueron
capaces de detectar CRISP2 en testiculo y en espermatozoide, mostrando una
reaccion negativa al ser enfrentados a una serie de 6rganos reproductivos masculinos
y femeninos asi como también no reproductivos (Figura 7A y B). Cabe mencionar que
los sueros inmunes reconocieron una banda con un peso molecular mayor al de
CRISP2 en epididimo y en ovario, no siendo capaces de detectar a CRISP1 nativa.
Asimismo, los sueros pre-inmunes y anti-MBP fueron incapaces de reconocer a
CRISP2 u otra proteina en todos los tejidos evaluados (Figura 7C).

< ~ N
L 8 2
& > 3
o F LR & o B o & B @
LS FIF D F L oo LS TS
A ST s 8S B FEFLLT s £E8
€ 2 ¢ 9§ Q@ § ¢ < ¢ § &8 & § S
36
CRISP2
(25KDa) =% — -
22
16
anti-CRISP2 machos anti-CRISP2 hembras
2 @
&
& &
& O
C L &9
& £
5 &5
&L FY
PI anti-
MBP

Figura 7: Analisis de la especificidad tisular de los sueros. Ensayos de
Western Blot sobre extractos proteicos de tejidos masculinos (A) y femeninos
(B) utilizando los sueros anti-CRISP2 como primer anticuerpo. Como control,
los ensayos se realizaron sobre extractos de espermatozoide y testiculo,
utilizando los sueros pre-inmune (Pl) y anti-MBP (C).
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Teniendo en cuenta que los anticuerpos circulantes capaces de reconocer a un
antigeno en un determinado tejido pueden causar un efecto deletéreo sobre el mismo,
se decidié evaluar la histopatologia de aquellos tejidos con reaccién positiva. Los
resultados indicaron que los cortes de testiculos y epididimo de los animales
inmunizados con recCRISP2 mostraron tubulos seminiferos (Figura 8A) vy
epididimarios (Figura 8B) normales, conteniendo espermatozoides en su lumen. Por
su parte, los ovarios mostraron presencia de foliculos en crecimiento y de cuerpos
liteos sin signos de degeneracion o atresia (Figura 8C). Ninguno de los tejidos
evaluados presento signos de infiltracion leucocitaria.

En conjunto, estos resultados nos permiten excluir un posible efecto patolégico de los
anticuerpos generados sobre los tejidos estudiados.

Figura 8. Histologia de los o6rganos reproductivos. Cortes de
testiculo (A), epididimo (B) y ovario (C) de ratas inmunizadas con
recCRISP2, tefiidos con hematoxilina eosina y analizados bajo
microscopio optico. Muestra representativa de un total de 4 animales.

Habiendo demostrado la especificidad de los sueros, se evalué, mediante ensayos de
IFI, si los mismos eran capaces de detectar a la proteina en su conformacién nativa
sobre el espermatozoide de rata. Es importante destacar que, inicialmente, los
ensayos se realizaron sobre espermatozoides fijados sin permeabilizar y los resultados
mostraron que la marca se encontraba ausente o era muy débil. Por el contrario, las
IFI realizadas sobre espermatozoides fijados y posteriormente permeabilizados con
metanol frio, indicaron que los sueros anti-CRISP2 fueron capaces de reconocer a la
proteina en espermatozoides frescos, capacitados e inducidos a sufrir la RA con
ion6foro de calcio. Los resultados revelaron dos patrones claramente diferentes: uno
representado por una marca en la region dorsal de la cabeza, acompanada por una
marca en el acroplaxoma (Patrén I, Figura 9A a,b) estructura que se encuentra entre
la membrana acrosomal y la membrana nuclear (Figura 9B), y el otro representado
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por una marca en el acroplaxoma unicamente (Patrén Il, Figura 9A c,d). En todos los
casos, los espermatozoides expuestos a los sueros anti-CRISP2 mostraron una marca
adicional en la cola, mientras que aquellos tratados con los sueros anti-MBP mostraron
una reaccion negativa (Figura 9A e,f). Mientras que el patrén | fue observado en la
mayoria de los espermatozoides frescos (67 = 3%), el porcentaje de células que
presentaban el patron Il fue significativamente mayor (p<0,0001), respecto a los
frescos (33 = 4%), en los espermatozoides capacitados (52 + 8%) y en los
reaccionados (72 = 3%). En conjunto, los resultados de IFI indicarian que los sueros
anti-CRISP2 son capaces de reconocer a la proteina en su conformacion nativa sobre
los espermatozoides y que, en el espermatozoide de rata, CRISP2 se localizaria

intracelularmente en la region acrosomal, en el acroplaxoma y en la cola.

Acrosoma

Acroplaxoma ;' |
|
l

Figura 9. Inmunolocalizacion de CRISP2 en espermatozoides de rata. A:
Microfotografia de campo claro (izquierda) y de fluorescencia (derecha) de
espermatozoides recuperados del cauda epididimario, fijados, permeabilizados vy
sometidos a IFI utilizando los sueros anti-CRISP2 (a,b,c y d) o anti-MBP (e y f) como
primer anticuerpo. B: Esquema de un espermatozoide de rata mostrando las
estructuras marcadas por el anticuerpo en la cabeza del espermatozoide.
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Con el fin de estudiar si la proteina CRISP2 sufre alguna modificacion post
traduccional durante el proceso de capacitacion y RA, realizamos ensayos de Western
Blot sobre extractos de espermatozoides frescos, capacitados e inducidos a reaccionar
con ionoforo de calcio. Los resultados indicaron que CRISP2 permanecié unida al
espermatozoide luego de la capacitacion y la RA (Figura 10) sin sufrir modificaciones
post traduccionales a juzgar por la presencia de una Unica banda que mantiene su
movilidad electroforética en los extractos proteicos de las tres poblaciones.

Figura 10: Comportamiento de la proteina CRISP2
durante la capacitacion y la RA. Extractos de
espermatozoides frescos (F), capacitados (C) vy
reaccionados (R) fueron separados por electroforesis y
revelados por Western Blot utilizando los sueros anti-
CRISP2 como primer anticuerpo. La flecha indica la
proteina CRISP2.

Una vez determinada la capacidad de los sueros de reconocer y unirse a la proteina
CRISP2 en su conformacidn nativa sobre el espermatozoide, el préximo paso consistio
en evaluar si dicha interaccion era capaz de inhibir la capacidad fertilizante de los
espermatozoides. Para ello, se realizaron ensayos de fertilizacion in vitro en los cuales
espermatozoides capacitados fueron co-incubados con ovocitos sin ZP en presencia
de los sueros anti-CRISP2 o anti-MBP como control. Los resultados mostraron que la
exposicion de los espermatozoides a los sueros anti-CRISP2 producia una
disminucién significativa en el porcentaje de ovocitos penetrados respecto al control
(Figura 11). Cabe aclarar que estos estudios no pudieron realizarse utilizando ovocitos
con ZP debido a las conocidas dificultades que presenta este ensayo en la rata.

El pr6ximo paso consistio en evaluar si los sueros habian producido algun efecto sobre
otros parametros funcionales del espermatozoide que pudieran afectar,
indirectamente, su capacidad fertilizante. La evaluacion de la motilidad y la viabilidad
de los espermatozoides expuestos a los anti-sueros descarté efectos sobre dichos
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parametros como asi también la presencia de aglutinacién (Tabla 2), apoyando una

inhibicion especifica de los sueros a nivel de la interaccion espermatozoide-ovocito.
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Figura 11. Efecto de los sueros anti-CRISP2 sobre la
capacidad fertilizante  de los espermatozoides.
Espermatozoides de rata capacitados fueron preincubados con
los distintos anticuerpos y luego co-incubados con ovocitos de
de rata sin ZP, determinandose, posteriormente, el porcentaje
de ovocitos penetrados. Los datos representan el promedio *
SEM de al menos tres ensayos independientes. *p<0.05.

Tabla 2. Determinacion de la motilidad y viabilidad de los
espermatozoides.

anti- anti-
CRISP2 | MBP
% de
motilidad | 4°*6 496
% de
viabilidad | 28%2 58+7

Los datos representan el promedio + SEM de al menos 3 ensayos
independientes.

Habiendo observado que los anticuerpos anti-CRISP2 no producian un efecto
patoldgico sobre los 6rganos reproductivos, y eran capaces tanto de reconocer a
CRISP2 sobre el espermatozoide como de inhibir su capacidad fertilizante, el siguiente
paso consistié en evaluar el efecto de la respuesta inmune sobre la fertilidad de los
animales. Para ello, ratas machos y hembras inmunizadas con recCRISP2, MBP o
recCRISP1 fueron puestos en apareo con animales control no tratados. En todos los

108



Resultados

casos, los animales fueron apareados en dos periodos en los que se detectaron altos
niveles de anticuerpos (ver Figura 2). Mientras que los machos y las hembras
inmunizados con recCRISP1 presentaban una disminucién en la fertilidad en el
segundo apareo, tal como habia sido descripto anteriormente (Ellerman et al., 2008),
no se detectaron diferencias en la fertilidad de los animales inmunizados con
recCRISP2 respecto a los animales controles para ningln sexo y en ninguno de los

dos apareos (Tabla 3).

Tabla 3. Fertilidad de los animales inmunizados. Apareo 2

Tratamiento an'\ilmgfes ht:lmgfas h:lr[\grils § e:ﬁ I?de ad P;Zr::}:;o
evaluados apareadas prenadas
MBP 5 15 11 7312 | 7.1 +£0.8
Macho |recCRISP2 7 21 17 81+£10 | 56+£0.7
recCRISP1 5 15 7 47 +13* | 5.2+1.7
MBP 6 6 5 83 8323
Hembras | recCRISP2 10 10 9 90 57+£13
recCRISP1 5 5 2 40* 1.6+1.2"

En conjunto, los resultados descriptos en el presente capitulo nos permiten concluir
que CRISP2 participaria del proceso de fertilizacién en la rata, y que la misma es
capaz de generar una respuesta inmune especifica en ambos sexos, la cual no genera
orquitis autoinmune vy, a diferencia de CRISP1, no compromete la fertilidad de los
animales. Sin excluir la relevancia de CRISP2 para la fertilidad, estos observaciones
no apoyan CRISP2 como una molécula responsable de generar orquitis autoinmune o

immunoinfertilidad
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CAPITULO 3:

Estudio de CRISP3 en el proceso de fertilizacion y de su posible rol
inmunoregulatorio.

Como se mencionara en la introduccion, en nuestro laboratorio, hemos estudiado la
asociacion de CRISP1 y CRISP2 a los espermatozoides de distintas especies
(humano, ratén y rata) encontrando que ambas proteinas permanecen unidas a la
gameta luego de la capacitacién y de la RA y que cumplen un rol en el proceso de
fertilizacién (Busso et al., 2005);(Cohen et al., 1996);(Cohen et al., 2001);(Busso et al.,
2007a). Sin embargo, poco se sabe aun de la funciéon que podria cumplir CRISP3. Al
respecto, cabe destacar que si bien el genoma de la rata no contiene al gen de
CRISP3, en el ratén ha sido descripta su expresion en Gtero y varios érganos y
glandulas esenciales tales como timo, bazo, glandula salival, entre otras,
encontrandose ausente en el epididimo y en el testiculo (Reddy et al., 2008).
Considerando la dificultad de trabajar con espermatozoides eyaculados de raton, y
teniendo en cuenta que en el humano CRISP3 esta presente a lo largo de todo el
tracto reproductor masculino como asi también en el espermatozoide y el plasma
seminal (Udby et al., 2005a), se decidié estudiar el tipo de asociacién de CRISP3 al
espermatozoide humano, su comportamiento durante la capacitacion y su posible rol

en el proceso de fertilizacion.

Para tal fin, se analizé mediante ensayos de Western Blot, la especificidad del
anticuerpo anti-CRISP3 comercial y su capacidad de reconocer a la proteina en
plasma seminal y en espermatozoides humanos. Los resultados mostraron que el
anticuerpo utilizado fue capaz de reconocer, especificamente, tanto en el plasma
seminal como en el espermatozoide, las dos formas de CRISP3 previamente
descriptas (Udby et al., 2005a), una glicosilada con un peso molecular aparente de 31
KDa y otra no glicosilada con un peso molecular aparente de 29 KDa (Figura 1).

Habiendo corroborado la especificidad del anticuerpo y la presencia de la proteina en
el espermatozoide humano, se llevaron a cabo una serie de experimentos con el fin de
estudiar el tipo de asociacion de CRISP3 a la gameta masculina. Para ello, se
realizaron diferentes tratamientos de extraccién proteica evaluandose, posteriormente,
la remocién o permanencia de CRISP3 en los espermatozoides mediante ensayos de
Western Blot. Los resultados mostraron que mientras la proteina correspondiente a la
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banda de 31kDa fue removida por lavados con PBS, una proporcion de la forma de
29kDa permanecié unida al espermatozoide luego del tratamiento con NaCl 0,6M,
siendo totalmente extraida por Tritébn X-100 1% (Figura 2, panel superior). Para
evaluar la eficiencia del tratamiento con alta fuerza idnica, se realizé una segunda
extraccién secuencial, observandose nuevamente que, a diferencia de lo que ocurre
con el detergente (Tritbn X-100), dos extracciones consecutivas con NaCl 0,6M no
lograban extraer la proteina (Figura 2, panel inferior). En conjunto, los resultados
sugieren que mientras la banda de 31kDa se estaria comportando como una proteina
periférica, una proporcion de la de 29kDa se encontraria fuertemente unida a la

membrana.

Plasma seminal Espermatozoides
31KDa —>» 31KDa —» W=
29KDa —>» 29KDa=—> "

Figura 1: Presencia de CRISP3 en plasma seminal y
espermatozoides humanos. Extractos proteicos de plasma
seminal y espermatozoides humanos fueron separados
electroforéticamente en un gel de poliacrilamida y analizados
por Western Blot utilizando anti-CRISP3 como primer
anticuerpo. La figura corresponde a un Western Blot
representativo de al menos tres ensayos independientes.

El paso siguiente consistié en investigar el comportamiento de CRISP3 durante la
capacitacion y la RA. Para ello, los espermatozoides humanos fueron incubados en
condiciones capacitantes e inducidos a sufrir la RA mediante su exposicion a ion6foro
de calcio evaluandose, luego, la presencia de la proteina sobre la gameta mediante
ensayos de Western Blot. Los resultados mostraron que mientras la banda de 31kDa
no se encontraba en los espermatozoides capacitados, la banda de 29kDa
permanecia unida a los espermatozoides tanto capacitados como reaccionados
(Figura 3A). A continuacion, los espermatozoides capacitados fueron sometidos a

diferentes tratamientos de extraccion proteica para evaluar el tipo de asociacién de la
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proteina sobre dicha subpoblacion de células. En la Figura 3B puede observarse que,
luego de la capacitacion, la proteina no sélo mantiene su movilidad electroforética sino
también el mismo tipo de unién, siendo liberaba por Triton X-100 1% pero no asi por
fuerza i6nica (NaCl 6,0M). Estos resultados sugieren que la forma de 29kDa de
CRISP3 permaneceria unida al espermatozoide luego de la RA sin sufrir, a juzgar por
la movilidad electroforética, modificaciones post traduccionales.

PBS NaCl 0.6M Triton X-100
=11 |

sn___pl __sSn I

31kDa —>
29kDa —> N .

NaCl 0.6M Triton X-100
oDl ST

i

28kba—>

Figura 2: Asociacion de CRISP3 a los espermatozoides humanos.
Espermatozoides humanos fueron sometidos a distintos tratamientos de
extraccién y centrifugados para obtener los sobrenadantes (sn) y los
precipitados (pl), los cuales fueron separados electroforéticamente y
analizados por Western Blot utilizando anti-CRISP3 como primer
anticuerpo. La figura corresponde a un Western Blot representativo de
al menos tres ensayos independientes.

Es sabido que durante la capacitacidén de los espermatozoides se produce la remocién
o alteracion de factores estabilizantes de la membrana del espermatozoide que
impiden la ocurrencia de una capacitacion prematura. La mayoria de dichos factores,
denominados “factores decapacitantes”, corresponden a proteinas periféricas
asociadas a la membrana por fuerzas electroestaticas (Cooper, 1998). Considerando
que una poblacion de CRISP3 cumplia con dichas caracteristicas, se decidi6 evaluar si
su presencia durante la capacitacion era capaz de afectar la fosforilacién de proteinas
en residuos tirosina, uno de los eventos claves del proceso de capacitacion. Para ello,
espermatozoides humanos fueron incubados en medio capacitante conteniendo
CRISP3, analizandose, posteriormente, la fosforilacion de proteinas en tirosina
mediante Western Blot. Cabe aclarar que para realizar dichos ensayos se utilizé la
proteina CRISP3 equina nativa (80% homodloga a la humana), la cual fue gentilmente
provista por la Dra. Edda Topfer-Petersen (Universidad de Hannover, Germany). Los

resultados mostraron que, bajo estas condiciones, los espermatozoides capacitados
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presentaron un nivel de fosforilacion similar al de los espermatozoides control (Figura
4) sugiriendo que CRISP3 no actuaria como un factor decapacitante capaz de inhibir la

fosforilacion en tirosina.

A Espermatozoides
F C
31kDa —> | . r~ =
29kDa —> | | T“
B
PBS NaCl 0,6M Triton x100
sh pl sh pl sh pl
29kDa —> . - -

Figura 3 Comportamiento de la proteina CRISP3 durante la
capacitacion y RA. A. Extractos de proteinas totales de
espermatozoides frescos (F), capacitados (C) y tratados con ionéforo de
calcio (I), fueron sometidos a electroforesis y analizados por Western
Blot. B. Espermatozoides capacitados fueron sometidos a distintos
tratamientos de extraccién y la presencia de CRISP3 en los extractos
analizada por Western Blot. Tanto en A como en B se utiliz6 anti-
CRISP3 como primer anticuerpo. sn: sobrenadante. pl: pellets. La figura
corresponde a un Western Blot representativo de al menos tres ensayos
independientes.

En paralelo, se estudié la localizacién de la proteina CRISP3 en los espermatozoides
humanos mediante IFI. Para ello, espermatozoides frescos, capacitados vy
reaccionados con ionéforo fueron fijados y sometidos a IFI utilizando anti-CRISP3 o
IgG normal como primer anticuerpo. El andlisis de los resultados mostr6 dos patrones
de marcacion fluorescentes en las diferentes poblaciones evaluadas. Mientras que la
mayoria de los espermatozoides frescos presentaba marca fluorescente en la regién
acrosomal (Figura 5A), los espermatozoides capacitados y reaccionados exhibian,
ademas, un patrén fluorescente en el segmento ecuatorial (Figura 5B). En todos los
casos, la fluorescencia en la cabeza estuvo acompafnada de una marcacion en la
pieza media. La Figura 5C muestra la reaccion negativa obtenida cuando se utilizd

anti-lgG como primer anticuerpo.
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Figura 4: Efecto de CRISP3 sobre la fosforilacion de proteinas
en tirosina. Extractos proteicos de espermatozoides humanos
frescos (F) o capacitados (C) en ausencia (-) o presencia de CRISP3
(6uM) fueron analizados por Western Blot utilizando anti-fosfotirosina
como anticuerpo. La figura corresponde a un Western Blot
representativo de tres ensayos independientes.

Figura 5. Localizacion de CRISP3 en espermatozoides humanos.
Espermatozoides humanos frescos, capacitados y tratados con
ionoforo de calcio fueron fijados y sometidos a IFI utilizando anti-
CRISP3 (A y B) o IgG de conejo normal (C) como primeros
anticuerpos. A: Imagen representativa de la marca fluorescente
observada en la regién acrosomal y en la pieza media. B: Imagen
representativa de la marca en el segmento ecuatorial y en la pieza
media.
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Si bien la localizacion de CRISP3 en el capuchén acrosomal, regién por la cual los
espermatozoides se unen a la ZP, nos permite especular acerca de la posible
participacién de la proteina en la interaccién con la ZP, las nuevas normas existentes
en las clinicas de reproduccién asistida dificultan la obtencién de ZP humana para
realizar estos estudios. Por otra parte, la presencia de CRISP3 en el SE, dominio
responsable de la fusién con el oolema, abre la posibilidad de que la proteina participe
en esta etapa especifica del proceso de fertilizacion. Con el fin de evaluar esta
hipbtesis, se utilizd el ensayo heter6logo conocido como HOPT (Hamster Oocyte
Penetration Test), el cual evalia la capacidad de espermatozoides humanos de
fusionarse con la membrana plasmatica de ovocitos de hamster sin ZP (Yanagimachi
et al., 1976). Para ello, espermatozoides humanos capacitados fueron preincubados
con el anticuerpo anti-CRISP3 y luego co-incubados con ovocitos de hamster sin ZP,
evaluandose el efecto del anticuerpo sobre la capacidad fertilizante de los
espermatozoides. Teniendo en cuenta resultados previos de nuestro laboratorio
mostrando que tanto el anticuerpo anti-CRISP1 como anti-CRISP2 son capaces de
inhibir la capacidad de los espermatozoides humanos de penetrar ovocitos de
hamster, utilizamos dichos anticuerpos como control positivo de inhibicion (Busso et
al., 2005);(Cohen et al, 2001). Por otra parte, como control negativo, las gametas
fueron incubadas en presencia de IgG de conejo normal. Los resultados mostraron
que, a diferencia de lo que ocurre con anti-CRISP1 y anti-CRISP2, el anticuerpo anti-
CRISP3 no produjo una disminucidén en el porcentaje de ovocitos fertilizados (Figura
6) sugiriendo que CRISP3 no estaria participando en la etapa de fusion de gametas en

el humano.

En base a estas observaciones, y considerando que CRISP3 se expresa
diferencialmente en ciertos tipos de canceres y enfermedades autoinmunes (Gibbs el
at, 2008), el siguiente paso consistié en explorar si CRISP3 podria estar cumpliendo,
en realidad, un rol en la regulacion del sistema inmune. Con el fin de investigar dicha
posibilidad, nuestro laboratorio estableci6 una colaboracion con el Dr. Gabriel
Rabinovich (IBYME), investigador reconocido a nivel internacional por su importante

trabajo sobre el rol inmunoregulador de galectinas y glicanos.
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Figura 6: Efecto del anti-CRISP3 sobre la capacidad fertilizante
de espermatozoides humanos. Espermatozoides humanos
capacitados fueron preincubados con los distintos anticuerpos y
luego co-incubados con ovocitos de hamster sin ZP, evaluandose el
porcentaje de ovocitos penetrados. Los datos representan el
promedio £ SEM de al menos 3 ensayos independientes. *p < 0.05.

Como una primera aproximacion para estudiar dicho rol decidimos analizar, en el
modelo del ratdn, la expresién de CRISP3 en las células dendriticas (DC) cuya funcién
es clave en la interfase entre inmunidad innata y adaptativa. Teniendo en cuenta que
CRISP3 exhibe una gran homologia con la proteina epididimaria CRISP1, para la cual
contdbamos con una colonia de animales KO, decidimos también evaluar la expresion
de CRISP1 en las DC. Para ello, las DC fueron obtenidas estimulando la diferenciacion
de las células provenientes de la médula 6sea de ratones con el factor estimulante de
granulocitos y macrofagos (GMC-SF) en cultivo. Concluido el periodo de
diferenciacién, las DC obtenidas, denominadas inmaduras (DCi), fueron expuestas a
un ambiente inflamatorio cultivdndolas en presencia de lipopolisacaridos (LPS) por
24hs para obtener las células dendriticas maduras (DCm).

En el caso de CRISP3, se evalub la expresion del mensajero mediante la técnica de
PCR. Para ello, se utilizaron primers especificos y, como molde, ADNc obtenido
mediante RT-PCR del ARN extraido de las DCi y de las DCm. Considerando que la
expresion de CRISP3 habia sido previamente demostrada en varios tejidos entre los
cuales se encontraba el utero (Reddy et al., 2008), empleamos ADNc proveniente de
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dicho 6rgano como control. Por otro lado, los primers para el gen de actina fueron
utilizados para controlar la cantidad de ADNc presente en cada tubo de reaccion. Los
resultados mostraron que CRISP3 se expresa tanto en las DCi como en las DCm.
Asimismo, para evaluar si la expresién de la proteina se mantenia cuando las células
eran incubadas por tiempos mas largos en presencia de LPS, se realizé una
incubacién por 48hs detectdndose, nuevamente, la presencia del mensajero de
CRISP3 (Figura 7A). La semi-cuantificacion de las bandas no mostré diferencias
significativas en la expresién del mensajero a lo largo del tiempo (Figura 7B).
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Figura 7: Analisis de la expresion de CRISP3 a nivel de ARN
mensajero. El ADNc de las DCi y de las DCm cultivadas por 24 hs o
48 hs fue utilizado como molde en una PCR y su producto separado
por electroforesis en geles de agarosa (A). Cuantificacion de las
bandas realizada mediante densitometria utilizando el programa
Image J (B). UT: utero, -RT: ADNc proveniente de una RT-PCR
realizada sin la retrotranscriptasa.

La expresion de la proteina CRISP3 en DC se evalué a partir de extractos proteicos
provenientes de las DCi y de las DCm, los cuales fueron sometidos a separaciéon
electroforética e inmuno-deteccion utilizando un anticuerpo dirigido contra la proteina
CRISP3 de ratén. Los resultados mostraron que la proteina CRISP3 se expresa en
ambas subpoblaciones de células (Figura 8).

El siguiente paso consistié en estudiar la localizacion de CRISP3 en DC mediante
ensayos de IFIl. Los resultados indicaron que, a diferencia de lo que ocurre con el
anticuerpo control (IgG normal), las células expuestas a anti-CRISP3 mostraron una
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marca fluorescente en el citoplasma de la célula, consistente con lo esperado para una

proteina secretoria (Figura 9).

CRISP3

-

UT DCi DCm

Figura 8: Analisis de la expresion de CRISP3 a nivel
proteico. Extractos proteicos provenientes de DCi, DCm y
utero (control) de ratén fueron sometidos a electroforesis
en geles de poliacrilamida y analizados por Western Blot
utilizando anti-CRISP3 como primer anticuerpo.

Figura 9: Localizacion de CRISP3 en las células dendriticas. A.
Las DC de raton fueron fijadas, permeabilizadas y sometidas a IFI
utilizando anti-CRISP3 como primer anticuerpo. Aumento 200X (panel
izquierdo), 1000X (panel central), campo claro (panel derecho). B. Se
empled 1gG normal como control. Aumento 200x (izquierda), campo
claro (derecha).

Por otra parte, estudiamos la expresion de CRISP1 en las DC mediante PCR
utilizando el modelo de animales KO. Mientras que tanto en las DCi como las DCm
provenientes de los animales Crisp1™ se observé una banda del tamafio esperado
para el mensajero de CRISP1, en las células de los animales Crisp1”, se detect6
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Unicamente la banda de actina (Figura 10A). Por otra parte, estudios de IFI
confirmaron la ausencia de expresion de CRISP1 en las DC detectandose su
presencia en el citoplasma celular de los animales control (Figura 10B).

A
o WJ CRISP1
: 1+/-
S S ACTINA Crisp
DCi DCm DCi DCm
Crisp1™" Crisp1”
Crisp1”

Figura 10: Expresion y localizacion de CRISP1 en DC de ambos
genotipos. A. El ADNc proveniente de las DCi y DCm de animales
Crisp1*" y Crisp1” fue utilizado como molde en una PCR empleando
“primers” especificos para CRISP1 o para actina y luego separado por
electroforesis en geles de agarosa. B. Las DC fueron fijadas,
permeabilizadas y sometidas a IF| utilizando anti-CRISP1 como primer
anticuerpo. Microfotografia de fluorescencia (panel izquierdo) de
campo claro (panel derecho).

Habiendo demostrado la expresién de CRISP1 en las DC, el paso siguiente consistio
en evaluar si su ausencia era capaz de producir cambios fenotipicos sobre dichas
células. Para ello, se analiz6é por citometria de flujo, el porcentaje de células positivas
para los marcadores de superficie CD11c (caracteristico de DC de raton) y CD86,
(altamente expresada en las DC activadas) (Figura 11). Al respecto, cabe aclarar que
el desplazamiento de la curva hacia mayores intensidades de fluorescencia indica la
existencia de una poblacién de células positivas para el marcador de superficie que se
esta analizando. Los resultados mostraron que, luego del tratamiento con GM-CSF, las
células provenientes de la médula 6sea de los animales de ambos genotipos fueron
capaces de diferenciarse a DCi (Figura 11A), mostrando fenotipos de superficie
similares, con aproximadamente un 70% de DC positivas para CD11c y un 10% de
células positivas para CD86 (Figura 11B).
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Figura 11: Efecto de la ausencia de CRISP1 sobre el fenotipo
celular de las DCi. A. Se muestra un ensayo representativo del
andlisis del fenotipo de la superficie de las DCi por citometria de
flujo, utilizando los anticuerpos anti-CD11c y anti-CD86. En
ambos casos, la curva gris corresponde al anticuerpo control
(lgG del isotipo correspondiente). B. Porcentaje de células
positivas para cada marcador de superficie. Los resultados son
expresados como el promedio * SEM de 4 ensayos
independientes.

Por otro lado, el LPS fue capaz de inducir la maduracion de las DCi provenientes tanto
de los animales KO como de los controles, tal como lo demuestra el aumento en el
porcentaje de células positivas para el marcador de superficie CD86 (Figura 12A). Si
bien se observé una tendencia de las células provenientes de los animales Crisp1” a
presentar un porcentaje mayor de CD86 luego de la activacion, no se observaron
diferencias significativas respecto a los controles (Figura 12B).
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Figura 12: Efecto de la ausencia de CRISP1 sobre el fenotipo
celular de las DCm. A. Se muestra un ensayo representativo del
analisis del fenotipo de la superficie de las DCm por citometria de
flujo, utilizando los anticuerpos anti-CD11c y anti-CD86. En ambos
casos, la curva gris corresponde al anticuerpo control (IgG del
isotipo correspondiente). B. Porcentaje de células positivas para
cada marcador de superficie para ambos genotipos. Los
resultados son expresados como el promedio + SEM de 4
ensayos independientes.

El siguiente paso consistio en estudiar la relevancia de CRISP1 en la funcionalidad de
las DC. Para ello, se evalué mediante ELISA si la ausencia de la proteina era capaz de
modular el perfil de secrecion de citoquinas de las células. Los resultados revelaron
que, mientras no se observaron diferencias significativas en la secrecion de las
citoquinas inmunosupresoras IL-10 o IL-27 como asi tampoco de la citoquina pro-
inflamatoria IL-23, hubo una disminucién significativa en la capacidad de las DCm de
animales Crisp1” de secretar IL-12 (Figura 13), sugiriendo que CRISP1 podria cumplir

una funcién a favor de una respuesta inmunoestimulatoria.

Cabe destacar que, al analizar los resultados, observamos ciertas diferencias en el
patron de secrecién entre machos y hembras. En base a ello, y considerando que la
expresion de CRISP1 se encuentra regulada por andrégenos en diferentes 6érganos
(Haendler et al., 1997), decidimos realizar el andlisis sobre ambos grupos en forma
independiente. Los resultados indicaron que mientras los machos presentaron un perfil
de secrecion similar al descripto para todo el grupo (Figura 14A), las hembras
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presentaron un perfil diferente, mostrando una disminucién en la secrecion de la
citoquina inmunosupresora IL-10, sin observarse diferencias en IL-27 ni en las
citoquinas pro-inflamatorias IL-23 e IL-12 (Figura 14B). Estos resultados sugeririan

que, en las hembras, CRISP1 pareceria cumplir un rol inmunosupresor.
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Figura 13: Efecto de la ausencia de CRISP1 sobre la
capacidad de secrecion de citoquinas de las DCm. Las
DCi fueron estimuladas con LPS y la produccién de
citoquinas fue determinada por ELISA. Los datos
representan el promedio + SEM de al menos 3 experimentos

independientes.

En resumen, los resultados presentados en este capitulo indican que, a diferencia de
otras proteinas CRISP, la proteina CRISP3 no participaria en el proceso de
fertilizacién apoyando la idea de que, junto a CRISP1, podria tener un rol en la

regulacién del sistema inmune.
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CAPITULO 1

Influencia del origen genético sobre el fenotipo de los animales KO para
CRISP1.

A pesar de la importancia del proceso de fertilizacién, es aun muy escasa la
informacion disponible acerca de la identidad de las moléculas involucradas,
limitandose a unas pocas tanto para el ovocito como para el espermatozoide. A lo
largo de estos ultimos afos, el uso de ratones genéticamente modificados para el
estudio del proceso de fertilizacion ha sido una herramienta muy poderosa que
permitié evaluar in vivo los resultados obtenidos mediante estudios de fertilizacion in

vitro.

Para dilucidar el papel funcional de la proteina epididimaria CRISP1 en el proceso de
fertilizacién, en el laboratorio se generd una linea murina con una deplecidn selectiva
del gen Crisp1, siendo éste el primer KO descripto para una proteina de la familia
CRISP. El andlisis del fenotipo de los ratones carentes de CRISP1 en una base
genética mixta (129SvEv/C57BL/6) mostré que los animales resultaron normales en
cuanto a su viabilidad y fertilidad. Sin embargo, en forma consistente con los roles
propuestos para CRISP1 en el proceso de fertilizacién, los espermatozoides
provenientes de dichos animales presentaron una disminucién significativa en su
capacidad de interactuar con la ZP y fusionarse con el oolema, como asi también una
marcada disminucién en el nivel de fosforilacion de proteinas en tirosina, evento clave

dentro del proceso de capacitacién (Da Ros et al., 2008).

El hecho de que los espermatozoides de los animales KO para CRISP1 exhiban in
vitro una deficiencia funcional que no afecta la fertilidad ha sido también observado en
ratones KO para numerosas proteinas espermaticas tales como acrosina, (Baba et al.,
1994); (Adham et al., 1997), B-1,4-galactosiltransferasa (Lu and Shur, 1997), SED1
(Ensslin and Shur, 2003), zonadhesin (Tardif et al., 2010), entre otras (lkawa et al.,
2010). En la mayoria de estos modelos murinos, si bien la fertilidad no esta afectada,
se observa fallas en la capacidad fertilizante de los espermatozoides in vitro
concordante con la funcién descripta previamente para cada proteina. Existen varias
explicaciones no excluyentes que podrian justificar un efecto a nivel de la
funcionalidad del espermatozoide sin que se afecte la fertilidad de los animales. Una

de ellas es el fendbmeno de redundancia funcional como el que existe en familias de
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proteinas cuyos miembros, estructuralmente similares, pueden compensar
funcionalmente a la proteina faltante o, bien la compensacién que existe entre
proteinas no homodlogas pero con funcién biolégica similar (Reiss and Saftig,
2009);(Kim et al., 2005).

Otro motivo posible por el cual el fenotipo producido por la falta de la proteina en
estudio no se haga evidente es el efecto del fondo genético. En este sentido, existen
varios trabajos en los cuales se ha observado que una mutaciéon puede producir
fenotipos marcadamente diferentes dependiendo del origen genético (Erickson, 1996).
Los animales generados por recombinacién homologa, en la mayoria de los casos,
son hibridos entre las cepas 129/SvEv y C57BL/6. En la literatura, existen numerosos
ejemplos de modelos animales portadores de una mutacién que exhiben un fenotipo
normal cuando su origen genético es mixto, si bien presentan un defecto funcional
cuando el ADN es homogéneo (Muller, 1999). Un ejemplo de ello es el modelo de
animales KO generado para CD81, tetraspanina esencial para la fertilidad de las
hembras de la cepa C57BL/6 6 BALB/c pero dispensable en los ratones hibridos
originales (Rubinstein et al., 2006);(Maecker and Levy, 1997). Asimismo, los animales
KO para la proteina SMCP (Sperm Mitochondria Associated Cystein Rich Protein) son
fértiles cuando su base genética es mixta y totalmente infértiles cuando los ratones
son retrocruzados hasta obtener un contenido génico homogéneo (Nayernia et al.,
2002). Una posible explicacion para esta variabilidad en los fenotipos surgi6 a partir de
un modelo animal de fibrosis quistica donde se descubrié que otro factor génico,
presente en algunas cepas de ratones, podria compensar parcialmente la funcion de la
proteina mutada (Rozmahel et al., 1996). Esto sugiere que en los casos anteriores de
CD81 y SMCP, podria existir un alelo especifico de la cepa 129 que interactie con la
mutacion, produciendo asi un fenotipo normal. Teniendo en cuenta dichas
observaciones, y que el uso de cepas endocriadas facilita la comparacion de
resultados entre diferentes laboratorios, uno de los objetivos de esta Tesis consistié en
analizar la influencia del origen genético sobre el fenotipo de los animales carentes de
CRISP1.

La eleccion de la cepa utilizada para realizar las retrocruzas estuvo basada,
fundamentalmente, en dos aspectos. En primer lugar, la cepa C57BL/6 es una de las
mas utilizadas para realizar retrocruzas ya que los animales con un origen genético
mixto poseen un 50% del ADN correspondiente a dicha cepa. Segundo, si bien existen
otras cepas disponibles en el bioterio, nuestro laboratorio ha realizado numerosos
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ensayos in vitro con animales provenientes de la cepa C57BL/6, lo cual nos ha

permitido conocer ampliamente este modelo.

Las lineas congénicas, creadas por la introduccién de una regiéon cromosdémica en una
linea co-sanguinea, se obtienen por retrocruzas repetidas de la linea donante
(animales Crisp1” de la colonia mixta) con una linea consanguinea receptora (cepa
C57BL/6) a lo largo de varias generaciones (N1, N2, etc). En cada generacion de
retrocruza, el nivel de heterocigosis se reduce un 50% y aumenta en la misma
proporcién la base genética de la linea receptora. Si bien, idealmente, es necesario
realizar por lo menos 10 generaciones de retrocruzas, en la séptima generacién el
99,6% del genoma corresponde a la linea receptora (Fernando J.Benavides and Jean-
Louis Guénet, 2003). Por otra parte, la disminucion en la fertilidad para los animales
deficientes en la tetrasparina CD81 se puso en evidencia luego de la cuarta-quinta
generacién de retrocruza tanto para la cepa C57BL/6 como para la cepa BALB/c
(Rubinstein et al., 2006). En base a estas observaciones, y considerando que bajo las
condiciones de nuestro bioterio, la obtencién de la séptima generacion demoré mas de

dos afos, el andlisis del fenotipo fue realizado una vez alcanzada dicha generacion.

Habiendo confirmado la falta de expresién de CRISP1 en los animales mutados tanto
a nivel de mensajero como a nivel proteico, evaluamos la fertilidad de los animales.
Los resultados mostraron que las hembras colocadas en apareo con los machos
carentes de CRISP1 presentaban, a diferencia de lo observado en la colonia hibrida
inicial, un retraso significativo respecto a los machos control en el tiempo transcurrido
desde el inicio del apareo hasta el parto. El analisis de los datos obtenidos revel6 que
la diferencia encontrada podria deberse a la existencia de una subpoblacién de
machos Crisp1” que no es capaz de prefiar a las dos hembras en un Unico periodo
estral. Estudios posteriores en los cuales los apareos fueron realizados con hembras
superovuladas, descartaron la posibilidad de que esto se debiera a la variabilidad en
el inicio del ciclo estral, confirmando que los animales KO presentarian una
desventaja en su capacidad fertilizante in vivo respecto a los animales control. Estos
resultados concuerdan con diversos trabajos demostrando que, bajo esquemas de
apareos restrictivos, puede evidenciarse la desventaja de los animales KO frente a los
controles (Sutton et al., 2008);(Navarro et al., 2011).

Si bien no puede descartarse la posibilidad de que la ausencia de CRISP1 en
animales con otro fondo genético pueda producir infertilidad, es importante recordar
que la familia de proteinas CRISP presenta una alta homologia de secuencia entre sus

miembros, muchos de los cuales participan en la interaccibn de gametas. En
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particular, resultados de nuestro laboratorio sugieren la participacion de CRISP2 en la
etapa de fusion y, recientemente, dos grupos de investigacion demostraron la
participacién de CRISP4 en la interaccién espermatozoide-ZP mediante la utilizacion
de un modelo de animales KO (Gibbs et al., 2011);(Turunen et al., 2012). En base a
ello, la ausencia de un fenotipo infértil en los animales Crisp1” de ambas colonias, asi
como también en los animales Crisp4”, podria ser consecuencia de la existencia de
una fuerte compensacion funcional entre los miembros de esta familia, restando aun
por evaluar los niveles de expresion de las otras proteinas de la familia en cada
modelo. En este sentido, cabe mencionar que, a través de una colaboracién con el
grupo del Dr M. Okabe (Osaka University, Japdn), hemos recibido una linea de ratones
KO para CRISP2 y otra para CRISP4, lo cual nos permitira generar los animales
dobles KO y analizar su fertilidad, colocando a nuestro grupo en una posicién unica al
contar con los animales KO para tres de las cuatro CRISP descriptas en mamiferos.
Estos estudios nos brindaran importante informacion tanto sobre la posible
redundancia funcional entre las proteinas CRISP como sobre los mecanismos

moleculares involucrados en el proceso de fertilizacion.

Como se mencionara anteriormente, estudios de nuestro laboratorio indican que la
presencia tanto de la proteina CRISP1 purificada como del anticuerpo anti-CRISP1
durante la co-incubacién de gametas produce un efecto inhibitorio a nivel de la
interaccion de los espermatozoides tanto con la ZP (Busso et al., 2007a) como con el
oolema (Rochwerger et al., 1992);(Cohen et al., 2000a). En este sentido, los
resultados presentados en esta Tesis indican que los espermatozoides Crisp1”
provenientes de los animales de la nueva colonia poseen una capacidad fertilizante
significativamente menor a los controles al ser co-incubados con ovocitos con ZP. Mas
aun, los ensayos posteriores a tiempos cortos, indicaron que la menor capacidad
fertilizante de los espermatozoides mutantes se encontraria a nivel de la etapa de
unién a la ZP. Por otro lado, en concordancia con el rol propuesto para CRISP1 en
fusion, los ensayos realizados con ovocitos sin ZP mostraron una reduccién
significativa en la capacidad fusogénica de los espermatozoides Crisp1” provenientes
de la nueva colonia. Cabe destacar que tanto en los ensayos de interaccion con la ZP
como en los de fusion, se obtuvieron porcentajes de inhibicion similares a los
encontrados al realizar los estudios en la colonia original. En este sentido, las
evidencias indican que la comparacion del fenotipo de diferentes cepas endocriadas
permite distinguir entre el efecto de la mutacién en si misma y el efecto del contexto
genético sobre la mutacion (Montagutelli, 2000). Dichos antecedentes, junto a los
resultados obtenidos en los ensayos de fertilizacién in vitro, apoyan la importancia de
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la proteina CRISP1 tanto en la etapa de interaccion con la ZP, como con el oolema
independientemente del fondo genético.

Como se mencionara en la introduccién, uno de los mayores cambios que ocurre
durante el proceso de capacitacion del espermatozoide es la desestabilizacién de la
membrana plasmatica como resultado de la redistribucion de lipidos, la pérdida de
colesterol, y la liberacion de factores decapacitantes. La remocion del colesterol
cambia la permeabilidad de la membrana y su fluidez, lo cual permite el flujo de iones
y la activacion de mensajeros secundarios intracelulares. Asimismo, numerosos
estudios correlacionan al proceso de capacitacién con ciertos cambios bioquimicos
tales como el aumento en los niveles de fosforilacion de proteinas en residuos tirosina,
y la nitrosilacién de proteinas (Revisién de trabajos en Buffone et al 2012). Las
modificaciones que sufre el espermatozoide durante la capacitacién permiten,
fundamentalmente, que el espermatozoide pueda sufrir la rapida activacion de la
motilidad y que, luego de un largo periodo de incubacion, pueda sufrir la RA vy
desarrollar el fenémeno de hiperactivacion (revision de trabajos en Florman y
Ducibella, 2006 y en Visconti, 2009). En este sentido, la evaluacion de la motilidad
espermatica indicé que los espermatozoides Crisp1” presentaron una disminucién en
la motilidad total tanto al inicio de la capacitaciébn como una vez finalizada la misma.
Considerando que en la colonia original no se habia observado un efecto sobre la
motilidad, los resultados presentados en esta Tesis indican, por primera vez, la
importancia de la proteina CRISP1 para la motilidad espermatica asi como también la
influencia del origen genético sobre dicho parametro. Esta ultima observacion es
consistente con los resultados obtenidos en el modelo de animales KO para la
proteina SMCP del espermatozoide, en el cual también el defecto en motilidad se
observo solo cuando el origen genético era homogéneo (Nayernia et al, 2002).

Por otra parte, durante la capacitacién, la entrada de HCOz; y Ca?** produce la
activacion de la sAC, llevando a un aumento del AMPc con la consecuente activacion
de la PKA (Visconti, 2009). Dado que existen diversos estudios que indican que los
ratones mutantes para genes relacionados con la cascada de sefales del AMPc (PKA
sub Ca, AKAP4, sNHE; sAC y CatSper) poseen espermatozoides con severos
defectos en la motilidad (Miki et al., 2002; Ren et al., 2001; Skalhegg et al., 2002;
Wang et al., 2007) evaluamos si la exposicidén de los espermatozoides a un analogo
permeable del AMPc (dibutirii AMPc, dbAMPc) junto a un inhibidor de la
fosfodiesterasa (IBMX) producia algun efecto sobre dicho parametro. Los resultados

mostraron que la presencia de ambos reactivos durante la capacitacion logré revertir el
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defecto en la motilidad que presentaban los espermatozoides KO a niveles
comparables a los controles, sugiriendo que un defecto en la acumulacién del AMPc
seria la causa mas probable del defecto en la motilidad producido por la falta de
CRISP1. El hecho de que los mismos resultados hayan sido obtenidos utilizando
espermatozoides provenientes de los animales KO para sAC, una enzima
indispensable para producir el aumento intracelular de AMPc (Esposito et al., 2004);
(Xie et al., 2006) nos permite especular que la ausencia de CRISP1 podria estar
generando una desregulacién en la cascada de sefales sAC/AMPc/PKA. En este
sentido, numerosas evidencias apoyan la existencia de una conexion entre canales
ionicos y la cascada de senales del AMPc (Wang et al., 2007);(Brenker et al., 2012).
Mas aun, esta hipétesis se encuentra avalada por la observacién de que el agregado
de ciertos analogos permeables del AMPc produce un aumento en la concentracién de
Ca** intracelular (Ren et al., 2001). Asimismo, se ha descripto que, ademas de las
proteinas CRISP de venenos de reptiles (Guo ert al, 2005), las proteinas de mamiferos
CRISP2 y CRISP4 tendrian la capacidad de regular la actividad de canales de Ca*
rianodinicos y el canal de Ca®** TRPMS, respectivamente (Gibbs et al., 2006);(Gibbs et
al., 2011);(Guo et al., 2005). Estas observaciones, junto a los resultados obtenidos en
esta Tesis, abren la posibilidad de que CRISP1 actue regulando el flujo de iones que
controla la cascada de senales que llevan a la capacitacion. Al respecto, cabe
destacar que ya hemos iniciado una colaboracion con el Dr. Alberto Darszon
(Universidad Nacional Autbnoma de México, México) experto en el estudio de canales
ibnicos en el espermatozoide, con el fin de determinar la actividad de CRISP1 sobre
canales individuales en el espermatozoide mediante el empleo de técnicas electro-
fisiolégicas. Los resultados obtenidos hasta el momento parecen confirmar que
CRISP1 tendria la capacidad de regular canales de Ca** TRP, tal como se observa
para CRISP4 (Gibbs et al., 2011). Por otra parte, cabe destacar que Roberts y sus
colaboradores (2008) describieron la presencia de una poblacion de CRISP1 en la cola
de los espermatozoides de rata apoyando la idea de que la ausencia de esta poblacién
podria ser la responsable de generar el defecto en la motilidad. Asimismo, la motilidad
se adquiere durante la maduracién epididimaria y se activa durante la capacitacion
(Eddy, 2006). En base a ello, las altas concentraciones de CRISP1 en el epididimo
(Gibbs et al., 2008), lugar donde se uniria al espermatozoide (Kohane et al., 1980b;
Cameo et al.,, 1986), abre la posibilidad de que la disminucion observada en la
motilidad espermatica se deba a un defecto en la maduracion epididimaria producida

por la ausencia de CRISP1.
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Diversos estudios sugieren que la proteina epididimaria de rata CRISP1 podria actuar
como un factor decapacitante. Por un lado, durante la capacitacién de
espermatozoides de rata, se produce la remocién de una gran cantidad de CRISP1 de
la superficie de los mismos (Kohane et al., 1980a; Cohen et al., 2000b) y, por otro, la
presencia de esta proteina durante la capacitacion inhibe la fosforilacién en tirosina y
la ocurrencia de la RA inducida por progesterona (Roberts et al., 2003b). En este
sentido, nuestro laboratorio describié que los animales KO para CRISP1 de la colonia
original presentaban una disminucién en la fosforilacion de proteinas en tirosina (Da
Ros et al., 2008), la cual a su vez podia ser compensada por el agregado conjunto de
dbAMPc y IBMX. Dicho resultado sugeriria la existencia de un defecto en la
acumulacién de AMPc en el espermatozoide mutante, lo cual fue confirmado mediante
ensayos de RIA (Tesis doctoral Maldera JA). En base a ello, y como una légica
continuacion de nuestros estudios, se investigoé el nivel de fosforilacién de proteinas en
residuos tirosina luego de la capacitacién. Los resultados mostraron que, una vez
finalizada la capacitacion, los espermatozoides Crisp1” no mostraron diferencias
respecto a los controles. Si bien se desconocen las razones genéticas de la
discrepancia entre las dos colonias, los resultados sugieren que la ausencia de
CRISP1 en si misma podria desregular la cascada de senales sAC/AMPc/PKA,
produciendo fenotipos diferentes dependiendo del origen genético, es decir bajo el
efecto de los genes que rodean a CRISP1 en la cepa C57BL/6 se ve afectada la
motilidad mientras que, en el contexto genético de la colonia mixta, se ve afectada la

fosforilacion en residuos tirosina.

Como se mencionara anteriormente, las modificaciones bioquimicas que ocurren
durante el proceso de capacitacion permiten al espermatozoide sufrir la RA (Revisién
de trabajos en Buffone et al., 2012). La secuencia de eventos que llevan a la
ocurrencia de dicha reaccién incluye la activacion de canales de Ca®* y, como
consecuencia, el aumento sostenido de la concentracidn intracelular del cation y de
otros mensajeros secundarios tales como el AMPc. Este hecho desencadena una
cascada de sefales que eleva el pH intracelular y dispara la fusién de la membrana
plasmatica con la membrana acrosomal externa en multiples sitios (Abou-haila and
Tulsiani, 2009). El andlisis de los animales Crisp1” de la nueva colonia mostré que si
bien los espermatozoides presentaban un incremento en el porcentaje de RA luego de
la capacitacion similar al de los controles, a diferencia de lo observado en la colonia
inicial, eran incapaces de responder a la induccién por progesterona. Esta observacion
concuerda con los resultados obtenidos en los espermatozoides KO para la proteina

epididimaria CRISP4, los cuales también presentaron dificultades para responder a la
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progesterona (Gibbs et al., 2011);(Turunen et al., 2012), y apoyan, nuevamente, la
idea de que CRISP1 pueda cumplir un rol en la regulacién de canales de Ca?*. Por
otra parte, el hecho de que el AMPc sea un mensajero secundario que participa en la
ocurrencia de la RA (Branham et al., 2006; Breitbart and Etkovitz, 2011) abre la
posibilidad de que, al igual que lo propuesto para la motilidad, la causa del fenotipo
observado a nivel de la induccién de la RA sea la desregulaciéon en la cascada de
sefales SAC/AMPc/PKA.

En los espermatozoides murinos, existen evidencias que indican que CRISP1 es una
de las proteinas que se liberan de la superficie durante la capacitacion in vitro. (Nixon
et al., 2006). Sin embargo, resultados recientes de nuestro laboratorio, indican que, a
diferencia de los que ocurre en la rata, la presencia de CRISP1 durante la capacitacion
de los espermatozoides de ratén no es capaz de inhibir ni la fosforilacion en tirosina ni
la RA espontanea o inducida, sugiriendo que CRISP1 desempeia un papel regulador
en la capacitacion de los espermatozoides de ratén diferente al previamente propuesto
para la rata (Roberts et al., 2003b; Roberts et al., 2006; Da Ros et al., 2008). (Tesis
doctoral Dr J. Maldera). En este sentido, los resultados presentados en esta Tesis
indican que CRISP1 seria capaz de afectar la RA inducida de forma dependiente del
origen genético sugiriendo que CRISP1 en el ratén, pese a no cumplir un rol como
factor decapacitante, seria una proteina necesaria para que la capacitacion ocurra
correctamente. En conjunto, considerando que CRISP1 y CRISP4 son proteinas que
se expresan en altas concentraciones en el epididimo, las evidencias encontradas
hasta el momento sugieren que ambas proteinas podrian generar juntas un ambiente
epididimario propicio para que, posteriormente, el espermatozoide pueda sufrir el

proceso de capacitacion correctamente y desarrollar normalmente su funcioén.

Las evidencias en la bibliografia indican que el estado de capacitacion de un
espermatozoide se correlaciona con su capacidad de interactuar con la ZP. Tal es el
caso de los espermatozoides KO para sAC, los cuales tienen completamente abolida
la fosforilacién en tirosina y la motilidad espermatica, no siendo capaces de fertilizar
ovocitos con ZP (Esposito et al., 2004; Xie et al.,, 2006). En este sentido, la
disminucion tanto en la RA inducida como en la motilidad observada en los
espermatozoides de la nueva colonia sugiere que la inhibicion en los ensayos de
fertilizacién in vitro podria deberse a un defecto en la capacitacion espermatica. Sin
embargo, es interesante resaltar que, tanto en los ensayos de interaccion con ZP
como en los de fusion, se obtuvieron porcentajes de inhibicién similares a los

encontrados al realizar los estudios con animales de la colonia original, los cuales
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presentan niveles de RA y motilidad espermatica normales con una disminucion en la
fosforilacion en tirosina. En base a ello, el hecho de que tanto la ZP murina como el
oolema posean sitios de union para CRISP1 (Busso et al., 2007a; Rochwerger et al.,
1992) apoyan la idea de que la inhibicion en las etapas de interaccion con la ZP y el
oolema, observada en ambas colonias de animales KO, se deba a efectos a nivel de la
interaccion de CRISP1 con sus sitios complementarios en el ovocito.

En resumen, los resultados observados en la nueva colonia nos permiten concluir que
el rol de la proteina CRISP1 en la etapa de interaccion espermatozoide-ZP y de fusion
de gametas seria independiente del contexto genético, mientras que la participacién
de CRISP1 en la motilidad, la fosforilacién de proteinas en tirosina y la RA seria
dependiente del mismo. Mas aln, estos resultados sugieren que la ausencia de
CRISP1 en las diferentes etapas del proceso de fertilizacion seria la responsable de
producir el defecto en la fertilidad de los animales KO de la cepa C57BL/6.

Finalmente, es interesante resaltar que, debido a que una mutacién se encuentra
modulada por los genes que la rodean, en la mayoria de las enfermedades genéticas
humanas, los pacientes presentan una amplia gama de manifestaciones clinicas con
diversa severidad (ver curva Figura 1). Un ejemplo de ello lo constituye la fibrosis
quistica, una enfermedad autosémica recesiva donde los pacientes pueden presentar
diferentes sintomas, desde pancreatitis a tratornos gastrointestinales, siendo las mas
frecuentes las afecciones respiratorias cronicas (Guevara et el, 2009). En este sentido,
nuestros resultados apoyan la idea de que estudiar el fenotipo de una mutaciéon en
diferentes cepas endocriadas de raton (ejemplificadas como A, B y C en Figura 1)
permitiria obtener informacion puntual comparable a la que se observa en determinado
subgrupos de pacientes (Montagutelli, 2000), haciendo que los modelos murinos se
asemejen mas a las caracteristicas particulares de las enfermedades genéticas

humanas tanto en el grado de severidad como en el tipo de lesién.

De esta manera, caracterizar los diferentes fenotipos posibles asociados a una Unica
mutacion en diferentes cepas endocriadas constituye una herramienta sumamente
importante para mejorar el diagnéstico y “personalizar” el tratamiento de numerosas

enfermedades humanas con componentes genéticos
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Figura 1: Comparacion de la severidad de una enfermedad
producida por una unica mutacién en la poblacién humana con
el fenotipo asociado a la misma mutacion en las diferentes

cepas endocriadas de raton.
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CAPITULO 2

Estudio de la relevancia de la proteina testicular CRISP2 para la fertilidad

Tal como se mencionara anteriormente, la inmunizaciéon de animales con una proteina
y el posterior estudio de su fertilidad continda siendo una muy buena estrategia para
investigar tanto la relevancia de dicha proteina para la fertilidad como su potencial uso
para el desarrollo de métodos anticonceptivos. En base a ello, y considerando que
existen evidencias previas que proponen a CRISP2 como una molécula involucrada en
la fertilidad (Du et al., 2006);(Jing et al., 2011), en el presente capitulo se investigd la
relevancia de CRISP2 para la fertilidad a través de la inmunizacién de ratas machos y
hembras con dicha proteina.

Los resultados obtenidos, evaluados por ELISA, mostraron que la inmunizacién con
recCRISP2 produce una respuesta inmune especifica tanto en machos como en
hembras, la cual aumenta en funcién del tiempo y presenta los mismos niveles que los
observados utilizando los sueros de los animales inmunizados con recCRISP1. Estos
resultados confirman la inmunogenicidad de la proteina CRISP2 y concuerdan con
observaciones previas describiendo la presencia de anticuerpos contra CRISP2 en
sueros de pacientes vasectomizados y en el plasma seminal de pacientes con
anticuerpos anti-espermatozoides (Domagala et al., 2007). Méas all4d de la capacidad
propia de CRISP2 de generar una respuesta inmune, es muy probable que la
inmunogenicidad de recCRISP2 se encuentre aumentada debido a la presencia de
MBP, una proteina bacteriana altamente inmunogénica (Martineau et al., 1996)

Dado que para poder estudiar la relevancia de CRISP2 para la fertilidad utilizando la
estrategia de inmunizacién es muy importante descartar la posibilidad de que los
anticuerpos generados sean capaces de reconocer otras proteinas, se investigé la
especificidad de la respuesta inmune. Para ello, los sueros de los animales
inmunizados fueron utilizados en ensayos de Western Blot de extractos de diferentes
tejidos. Los resultados indicaron que los sueros anti-recCRISP2 fueron capaces de
reconocer a la proteina en testiculo, epididimo y espermatozoide pero no asi en los
otros 6rganos reproductivos y no reproductivos evaluados. Si bien resultados de
nuestro laboratorio indican la presencia de CRISP2 en ovario de rata (Tesis Doctoral
Dr Juan I. Ernesto), en concordancia con lo previamente descripto en el ratdn (Reddy
et al., 2008) los sueros anti-CRISP2 no fueron capaces de reconocer ninguna banda
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con el peso molecular esperado para CRISP2, aunque si detectaron una banda con un
peso molecular diferente. A pesar de ello, el analisis histolégico de los ovarios
provenientes de los animales inmunizados con recCRISP2 no mostrd evidencias de

dafio patolégico.

CRISP2 fue originalmente descripta como uno de los principales autoantigenos
presentes en el acrosoma del cobayo (Hardy et al., 1988) sugiriéndose que podria ser
una de las moléculas responsables de generar orquitis autoinmune (Foster and
Gerton, 1996). Al respecto, resulta interesante mencionar que el gen de CRISP2 en el
ratén se encuentra localizado en el cromosoma 17, en la misma regién que Orch-1, un
gen que controla la susceptibilidad a generar orquitis (Kasahara et al., 1989;
Himmelbauer et al., 1993). Dichas observaciones abrian la posibilidad de que la
inmunizacién de ratas macho con recCRISP2 pudiera producir orquitis autoinmune
comprometiendo la espermatogénesis. Por otra parte, debido a que CRISP2 esta
presente en el epididimo, también podia esperarse un efecto perjudicial sobre dicho
organo. Sin embargo, el estudio histolégico de los érganos reproductivos de los
animales inmunizados con recCRISP2 no revelé ninguna patologia testicular o
epididimaria, descartando la existencia de efectos adversos sobre los érganos
reproductivos del macho como consecuencia de la inmunizacién. Estos resultados
sugieren que, a diferencia de otros antigenos testiculares, CRISP2 no seria una de las
moléculas responsables de la generacion de la orquitis autoinmune en la rata. En este
sentido, recientemente, se ha demostrado que los sueros provenientes de ratones que
presentan orquitis autoinmune espontanea o inducida no fueron capaces de detectar,
mediante Western Blot, proteinas cuyo peso molecular se encuentre en el rango que
corresponde a las proteinas CRISP (20-30 kDa) (Wheeler et al., 2011). Sin embargo,
dichos sueros reaccionan fuertemente con la proteina intra-acrosomal spermadhesin
(340 kDa), descripta como el primer antigeno murino identificado capaz de generar
orquitis (Wheeler et al., 2011). Asimismo, considerando la conocida facilidad con la
que se puede inducir la orquitis autoinmune en el cobayo a través de la inmunizacion
con antigenos testiculares (Itoh et al., 1991), la falta de efecto observada en nuestros
estudios sugiere que, muy probablemente, CRISP2 tampoco sea causante de orquitis

en otras especies.

Los ensayos de IFl no sélo confirmaron la habilidad de los sueros anti-CRISP2 de
reconocer a la proteina en su conformacién nativa, sino que también revelaron la
localizacién de la proteina en la cabeza y en la cola de los espermatozoides de rata
frescos, capacitados y reaccionados. El hecho de que se haya observado la marca
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Unicamente en las células permeabilizadas, es consistente con la localizacién
intracelular previamente descripta para la proteina CRISP2 de raton y humano
(O'Bryan et al., 2001a; Hardy et al., 1988; Busso et al., 2005; Busso et al., 2007b). Sin
embargo, existen evidencias que sugieren que la proteina CRISP2 secretada al medio
por las células germinales de la rata, seria capaz de re-asociarse a la superficie
célular, participando en la interaccién de las células germinales con las células de
Sertoli durante la espermatogénesis (Maeda et al., 1998; Maeda et al., 1999). Si bien
las diferentes localizaciones de CRISP2 ya sea en la superficie de las células
espermatogénicas o en el interior del espermatozoide maduro resultan controvertidas,
es posible que las mismas reflejen la participacion de la proteina en funciones
diferentes durante las distintas etapas por las que atraviesa el espermatozoide. En
particular, la marca de CRISP2 observada en la cabeza de la mayoria de los
espermatozoides frescos se localiza en la regién dorsal y en la zona cdncava de la
cabeza, una region que podria corresponder a la teca perinuclear (O'Bryan et al.,
2001b) o acroplaxoma, ubicado entre la membrana acrosomal y la membrana nuclear
(Rivkin et al., 2009). Cabe destacar que dicha regién ha sido implicada en la
interaccion entre las células de Sertoli y las células germinales, lo cual es consistente
con el rol propuesto para CRISP2 como una molécula puente entre dichas células
(Maeda et al., 1998; Maeda et al., 1999). A diferencia de ello, cuando los
espermatozoides capacitados son expuestos a ionéforo de calcio, la mayoria de las
células presentan marca fluorescente sélo en la region concava de la cabeza,
sugiriendo la liberacion de CRISP2 de la regién dorsal como consecuencia de la
ocurrencia de la RA. Por otro lado, el hecho de que la marca en la cola no haya
mostrado modificaciones luego de la capacitacion y la RA sugeriria que CRISP2

podria cumplir una funcién estructural en esta porcién de la gameta.

Existen evidencias que indican que durante la capacitacién y la RA ciertas proteinas
del espermatozoide sufririan modificaciones post-transduccionales (Wen et al., 1999;
Moos et al., 1993). En este sentido, los ensayos de Western Blot descartaron la
existencia de un procesamiento durante la capacitacion y RA, a juzgar por la ausencia
de diferencias en la movilidad electroforética y, confirmaron la permanencia de la
proteina en los espermatozoides capacitados y reaccionados apoyando la posible
participacién de CRISP2 en el proceso de fertilizacion en la rata.

La capacidad de los sueros anti-CRISP2 de reconocer a la proteina en
espermatozoides reaccionados nos llevé a evaluar su habilidad de inhibir la capacidad
fusogénica de los espermatozoides mediante ensayos de fertilizacién in vitro. Si bien el
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efecto inhibitorio de los sueros podria haber sido atribuido a un efecto bloqueante de
los anticuerpos sobre la proteina CRISP1 (altamente homdloga a CRISP2), la
ausencia de reconocimiento cruzado evaluada mediante ensayos de Western Blot
descarta esta posibilidad. Asimismo, como se mencionara en la introduccién,
observaciones previas de nuestro laboratorio muestran que recCRISP2 es capaz de
unirse al oolema de los ovocitos de rata sin ZP e inhibir su penetraciéon por los
espermatozoides (Dra Dolores Busso, Tesis doctoral, 2005). Dichas evidencias, junto
a los resultados obtenidos en el presente capitulo, apoyan la participacion de la
proteina CRISP2 en la etapa de fusion de gametas en la rata a través de su unién a
sitios complementarios en el ovocito, al igual que lo observado en humano y ratdn
(Busso et al., 2005; Busso et al., 2007b).

Debido a las dificultades que presenta la realizacion de ensayos de fertilizacion in vitro
con ovocitos de rata con ZP, no hemos podido evaluar el rol de CRISP2 en la
interaccion espermatozoide-ZP. En este sentido, estudios previos de nuestro
laboratorio en el ratén, indican que CRISP2 no estaria involucrada en la etapa de
interaccion con la ZP sino en la etapa de fusion de gametas (Busso et al., 2007b). En
base a la similitud encontrada en los resultados obtenidos en rata y ratén, es posible
que en la rata CRISP2 también participe sélo en la etapa de fusién de gametas. En
concordancia con el hecho de que los espermatozoides adquieren su capacidad
fusogénica solo luego de haber sufrido la RA, diversos estudios sugieren la
participaciébn de proteinas intra-acrosomales en el desarrollo de la capacidad
fusogénica del espermatozoide, entre ellas, acrosina, metaloproteinasas, SLLP1, ESP,
etc (Takano et al., 1993; Diaz-Perez and Meizel, 1992; Herrero et al., 2005; Lv et al.,
2010). La evidencia més fuerte proviene de un estudio que muestra la infertilidad de
los animales KO para la proteina intra-acrosomal 1ZUMO, la cual se expone
unicamente luego de la ocurrencia de la RA (Inoue et al., 2005). Los espermatozoides
provenientes de los animales KO para IZUMO son capaces de unirse y penetrar la ZP
pero incapaces de fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito. Nuestros
resultados en la rata, sumado a aquellos obtenidos previamente por nuestro grupo en
humano y ratén (Busso et al., 2005);(Busso et al., 2007b), apoyan a CRISP2 como

otra molécula intra-acrosomal que participa en el proceso de fusién de gametas.

A pesar de la presencia de anticuerpos anti-CRISP2 circulantes, capaces de reconocer
a CRISP2 y de inhibir el proceso de fertilizacion in vitro, la fertilidad de machos y
hembras inmunizados con recCRISP2, no mostré diferencias en ninguno de los dos
apareos respecto a la de los controles inmunizados con MBP, en contraste a lo
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observado en el segundo apareo con recCRISP1. Mdltiples factores podrian explicar la
falta de efecto sobre la fertilidad de los animales inmunizados con recCRISP2. Uno de
ellos, podria ser que los anticuerpos circulantes no hayan ingresado el tracto
reproductor masculino y femenino. En este sentido, si bien no hemos evaluado la
cantidad de anticuerpos presentes en el tracto reproductor de los animales, numerosas
evidencias indican el traspaso inespecifico de los mismos desde el suero hacia el
tracto (Kille and Goldberg, 1979);(Oliphant et al., 1977);(Ellerman et al., 1998) lo cual,
sumado a los niveles similares de anticuerpos anti-CRISP2 y anti-CRISP1 evaluado
por ELISA , no respalda la hipétesis mencionada anteriormente. Mas aun, aunque los
anticuerpos anti-CRISP2 probablemente no entren al testiculo debido a la existencia
de una barrera hemato-testicular altamente restrictiva, los mismos podrian entrar al
lumen del epididimo ya que la barrera hemato-epididimaria es mas permeable que la
testicular (Naz and Bhargava, 1990; Weininger et al., 1982; Lee et al., 1987). Una
explicacién alternativa seria que la proteina expresada en bacterias careciera de los
epitopes conformacionales presentes en la molécula nativa e importantes para el
blogueo inmunolégico de la proteina del espermatozoide. Sin embargo, nuestros
resultados revelaron que los sueros anti-CRISP2 eran capaces tanto de reconocer a la
proteina nativa como de inhibir la capacidad fusogénica de los espermatozoides in
vitro. Estas observaciones, junto al hecho de que tanto recCRISP1 como recCRISP2
sean capaces de generar anticuerpos especificos que inhiben la interaccion
espermatozoide-ovocito in vitro, apoyan la idea de que la accesibilidad de CRISP2 a
los anticuerpos in vivo sea la razén principal para explicar la diferencias encontradas
en la fertilidad de los animales inmunizados con proteinas tan homélogas como
CRISP1 y CRISP2. Al respecto, es importante mencionar que CRISP1 es una proteina
de superficie localizada en la membrana plasmética que recubre el capuchdén
acrosomal y el segmento ecuatorial de la cabeza del espermatozoide, mientras que
CRISP2 es una proteina intra-acrosomal en el espermatozoide maduro, localizada
eventualmente en la superficie de las células germinales, y expuesta sélo luego de la
ocurrencia de la RA en el tracto reproductor femenino. Por esta razén, los anticuerpos
especificos deben estar presentes en las concentraciones necesarias en un momento
y espacio en particular tanto en machos como en hembras para poder unirse a la
proteina nativa y afectar su funcién biolégica. Esta estrecha ventana de tiempo y
espacio requerida para la interaccién entre el anticuerpo y el antigeno podria también
explicar la falta de inhibicion observada sobre la fertilidad en machos y hembras
inmunizadas con otra proteina intra-acrosomal como lo es IZUMO (Wang et al., 2008).
En base a ello, podria especularse que se necesitarian mayores niveles de

anticuerpos, que los necesarios para inhibir a CRISP1, circulando en el tracto
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reproductor masculino y femenino para poder bloquear efectivamente a CRISP2 in
vivo. Por otra parte, no podemos excluir la posibilidad de que la participacion de
CRISP1 en mas de una etapa de la interaccién de gametas (interaccién con la ZP y
fusién de gametas) (Busso et al., 2007a; Rochwerger and Cuasnicu, 1992; Cohen et
al., 2000b) constituya otro factor que contribuye a la inhibicion de la fertilidad
observada en los animales inmunizados con la proteina epididimaria. Todas estas
observaciones sugieren que, a pesar de la presencia de anticuerpos anti-CRISP2 en el
plasma seminal de pacientes inmunoinfértiles (Domagala et al., 2007), los mismos no
parecerian estar entre los factores responsables de generar inmunoinfertilidad.

El hecho de que la inmunizacion con CRISP2 no afecte la fertilidad de los animales, no
descarta la idea de que esta proteina testicular sea relevante para la fertilidad de un
individuo y, por lo tanto, un buen marcador para el diagnéstico de la infertilidad como
se ha sugerido en ciertos estudios realizados en humanos (Du et al., 2006) (Jing et al.,
2011). La generacién de ratones KO para CRISP2 contribuira sin duda a dilucidar su
relevancia para la fertilidad. Al respecto, cabe mencionar que, recientemente, hemos
generado una colonia de animales KO para CRISP2 en colaboracién en el grupo del
Dr Okabe (Osaka University, Japdn), la cual nos esta permitiendo llevar a cabo los
estudios funcionales correspondientes.

En conclusion, nuestros resultados indican que CRISP2 es capaz de generar una
respuesta inmune especifica en ratas macho y hembra que no genera orquitis
autoinmune ni compromete la fertilidad. Si bien no se excluye la relevancia potencial
de CRISP2 para la fertilidad, estas observaciones no apoyan a CRISP2 como un buen
target para inmuno-anti-concepcién o como una molécula responsable de generar

orquitis autoinmune o inmuno-infertilidad.
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CAPITULO 3

Estudio de CRISP3 en el proceso de fertilizacion y de su posible rol
inmunoregulatorio.

Las evidencias encontradas hasta el momento por nuestro grupo y otros laboratorios
parecen indicar que las proteinas CRISP “escoltarian” a los espermatozoides desde su
produccion en el testiculo, continuando con su maduracién en el epididimo, su
contacto con las secreciones de las glandulas sexuales durante la eyaculacion, su
capacitacion en el tracto femenino y finalmente, su participacion en las diferentes
etapas del proceso de fertilizacion (Gibbs et al., 2008). La mayor parte de los
resultados obtenidos fueron acerca de la participacién de CRISP1, CRISP2 y CRISP4
en estas etapas del proceso existiendo muy pocos estudios acerca del posible rol de la
proteina CRISP3 en fertilizacion. En este sentido, si bien CRISP3 es la proteina
CRISP que presenta una mayor distribucién en su expresion en el organismo, también
se encuentra presente en el tracto reproductor en distintas especies de mamiferos. En
equinos se localiza en la superficie de los espermatozoides habiéndose encontrado un
polimorfismo del gen asociado a la fertiidad (Hamann et al., 2007). En humanos se
han identificado una forma glicosilada y otra no glicosilada no sélo en el epitelio
secretor de todo el tracto reproductor masculino sino también en el plasma seminal y
en el espermatozoide (Udby et al., 2005a). Cabe mencionar que las bases de datos
indican que el gen de CRISP3 no se encuentra presente en el genoma de la rata razon
por la cual, no es posible utilizar a dicha especie como modelo de estudio (Gibbs et al.,
2008). Por otra parte, si bien el gen se encuentra presente en el ratdn, su expresion se
ha observado en ovario, Utero y varios 6rganos y glandulas esenciales (Reddy et al.,
2008), estando ausente en testiculo y epididimo y por lo tanto, en espermatozoides
epididimarios. La presencia de CRISP3 en los espermatozoides humanos, junto con la
alta dificultad de trabajar con espermatozoides eyaculados de roedor, nos llevaron a

estudiar el rol de CRISPS3 utilizando el modelo humano.

Como se mencionara anteriormente, las evidencias indican la existencia de dos
isoformas de CRISP3, una glicosilada de aproximadamente 31 kDa y otra no
glicosilada de 29 kDa presentes en los granulos de los neutréfilos humanos como asi
también a lo largo del tracto reproductor masculino, incluyendo el plasma seminal y los
espermatozoides (Udby et al, 2002);(Udby et al 2005). En base a ello, inicialmente,
corroboramos la capacidad del anticuerpo comercial anti-CRISP3 humana de
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reconocer en el plasma seminal y en espermatozoides humanos a las isoformas de

CRISP3 previamente descriptas.

Cabe recordar que durante la maduracién epididimaria, los espermatozoides
adquieren nuevas proteinas secretadas por el epididimo (Yanagimachi, 1994) que
actuan como factores estabilizantes de la membrana del espermatozoide impidiendo la
ocurrencia de una capacitacion prematura. La mayoria de dichos factores,
denominados “factores decapacitantes”, corresponden a proteinas periféricas,
asociadas a la membrana por fuerzas electroestaticas y liberadas del espermatozoide
durante la capacitacién. Con el fin de evaluar si CRISP3 se encontraba unida por
fuerzas electrostaticas a la membrana de los espermatozoides humanos, los mismos
fueron sometidos a diferentes tratamientos de extraccion proteica. Los resultados
mostraron que el tratamiento con baja fuerza idnica fueron capaces de remover a la
forma glicosilada (31KDa) en su totalidad como asi también una proporcién de la
forma no glicosilada (29KDa), sugiriendo que CRISP3 podria ser una proteina
periférica que interactia con la membrana a través de fuerzas electroestaticas. Sin
embargo, en el caso de la forma no glicosilada, se observé que una fraccion de la
proteina permanecia unida al espermatozoide aun luego del tratamiento con alta
fuerza ibnica, siendo completamente liberada por exposicion a un detergente no
ionico. Estas observaciones indicarian la existencia de dos poblaciones de CRISP3 en
la gameta, una débilmente unida a la membrana que se comportaria como una
proteina periférica conformada por la forma glicosilada como asi también por la no
glicosilada y otra fuertemente unida correspondiente a una proporcion de la forma no
glicosilada. Estos resultados concuerdan con lo observado para la proteina CRISP1, la
cual también presenta una poblacién asociada débilmente a la membrana a través de
interacciones idnicas, y otra poblacién fuertemente unida que se comporta como una
proteina integral de membrana (Kohane et al., 1980b; Kohane et al., 1980a); (Cohen et
al., 2000b).

Resultados recientes de nuestro laboratorio realizados en la rata indican que, a
medida que los espermatozoides transitan por el epididimo se exponen a mayores
concentraciones de CRISP1, la cual se uniria débilmente a la gameta por un
mecanismo que involucraria la formacion de complejos entre la proteina y el zinc
(Maldera et al., 2011). Teniendo en cuenta que diversas proteinas CRISPs serian
capaces de unir zinc (Shikamoto et al., 2005);(Suzuki et al., 2008), y que la interaccién
entre una proteina y este catiéon podria producir cambios conformacionales (Huang et
al., 1995), existe la posibilidad de que la union débil de CRISP3 al espermatozoide

142



Discusion

también se encuentre mediada por dicho catién. Sin embargo, el hecho de solo poder
trabajar con espermatozoides humanos eyaculados dificulta la evaluacion de esta
hipétesis. Por otra parte, el hecho de que una proporcién de la forma no glicosilada de
la proteina se libere con fuerza iénica y la otra sélo por tratamiento con detergentes
sugiere que el tipo de asociacion de CRISP3 al espermatozoide no seria directamente
dependiente de su estado de glicosilacion. En este sentido, existen evidencias que
indican que la proteina CRISP3 humana presente en el plasma seminal se encuentra
asociada a p-Microseminoprotein (MSP) (Udby et al., 2005b; Manaskova-Postlerova et
al., 2011). MSP, también denominada PSP94, es una de las proteinas mas
abundantes del plasma seminal de diversas especies y se encuentra presente en el
espermatozoide (Anahi et al., 2008; Tollner et al., 2004; Udby et al., 2005b;
Manaskova-Postlerova et al., 2011). Curiosamente, la interaccion especifica entre
CRISP3 y MSP ocurre, al igual que con el espermatozoide, a través de fuerzas
electrostaticas e independientemente del estado de glicosilacion de CRISP3 (Udby et
al., 2005b) abriendo la posibilidad de que la union CRISP3-MSP pueda ocurrir también

en la superficie de los espermatozoides humanos.

A pesar de que las proteinas CRISP no presentan en su estructura un dominio
transmembrana y contienen un péptido senal caracteristico de las proteinas
secretorias, con frecuencia se las encuentra asociadas fuertemente a la membrana
plasmatica (Gibbs et al., 2008). Teniendo en cuenta que CRISP3 se expresa en
testiculo, epididimo, vas deferens, préstata y vesicula seminal, existe la posibilidad de
que la proteina CRISP3 presente en los espermatozoides eyaculados tenga distintos
origenes. Los resultados presentados en esta Tesis descartan en primer lugar la
posibilidad de que la asociacion fuerte de CRISP3 a la membrana se deba a la
formacion de puentes disulfuro intermoleculares entre CRISP3 y una proteina de
membrana ya que el detergente no idnico, tratamiento incapaz de romper uniones
covalentes, libera a la proteina de los espermatozoides y no a un complejo CRISP3-
receptor. En segundo lugar, considerando la expresion de la proteina CRISP3 en
testiculo y la localizacién intra-acrosomal de la proteina testicular CRISP2, existe la
posibilidad de que la asociacion fuerte de CRISP3 al espermatozoide de deba a su
localizacién intra-acrosomal. Sin embargo, el hecho de que los ensayos de IFI hayan
sido realizados sin permeabilizar las células no apoyaria esta ultima idea. En tercer
lugar, es interesante recordar que recientes estudios realizados en la rata en nuestro
laboratorio indican que la poblacion de CRISP1 fuertemente unida al espermatozoide
se asociaria al mismo por un mecanismo mediado por unas pequefas vesiculas

membranosas denominadas "epididimosomas" (Yanagimachi et al., 1985), (Fornes et
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al., 1991);(Frenette and Sullivan, 2001);(Griffiths et al., 2008). En base a ello, la
expresion de CRISP3 en el epididimo, nos permite plantear la hipétesis de que la
asociacion fuerte de la proteina a la membrana plasmatica de los espermatozoides se
encuentre también mediada por epididimosomas. Sin embargo, la evaluacion de esta
idea resulta dificultosa debido a la problematica de trabajar con espermatozoides
epididimarios en el modelo humano. Finalmente, la no deteccion de CRISP3 en los
prostasomas (Udby et al., 2005a), unas vesiculas membranosas pequenas secretadas
por la prostata, excluyen la posibilidad de que CRISP3 se una fuertemente a los
espermatozoides por un mecanismo mediado por dichas vesiculas.

Existen numerosas evidencias que indican que varias proteinas del espermatozoide
sufririan modificaciones post-transduccionales luego de la capacitacion y la RA (Wen
et al., 1999; Moos et al., 1993) siendo solamente aquellas proteinas que permanecen
en el espermatozoide luego de la capacitacion, las que podrian participar en la
interaccion de gametas. Por ese motivo, previo a evaluar la participacion de CRISP3
en dicho proceso, estudiamos el destino de la misma en los espermatozoides luego de
sufrir la capacitacion y la RA. Para tal fin, evaluamos la presencia, el tipo de asociacién
y la localizacién de CRISP3 en la gameta luego de la ocurrencia de dichos eventos. En
primer lugar, los ensayos de Western Blot mostraron que las formas glicosilada y no
glicosilada de CRISP3 que se encuentran débilmente unidas a la membrana no estan
presentes en los espermatozoides capacitados, indicando que las mismas se
liberarian durante la capacitacién y, por ende, podrian cumplir una funcion como factor
decapacitante. Los resultados presentados en esta Tesis mostraron que la presencia
de CRISP3 durante la capacitacion no es capaz de afectar los niveles de fosforilacion
de proteinas en tirosina del espermatozoide, un importante evento de la capacitacién
que ha sido correlacionado con la liberacion de factores decapacitantes (Visconti,
2009). Si bien es posible que la falta de actividad inhibitoria se deba a que utilizamos
una proteina de origen equino, la gran homologia entre las proteinas equina y humana
(80%) sugiere que CRISP3 no actuaria como un factor decapacitante al menos a nivel
de la fosforilacion de proteinas en tirosina. Por otra parte, existen numerosas
evidencias que indican que el agregado de la proteina MSP durante la capacitacion in
vitro en porcinos inhibe la ocurrencia de la RA y disminuye la motilidad (Anahi et al.,
2008), sugiriendo fuertemente que MSP actlie como factor decapacitante. Teniendo en
cuenta que tanto CRISP3 como MSP se liberan del espermatozoide durante la
capacitacion, y se encuentran formando un complejo en el plasma seminal, resultaria
interesante estudiar la posibilidad de que CRISP3 cumpla, junto a MSP, un rol en la
regulacion del proceso de capacitacion. En este sentido, se contempla la posibilidad
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de purificar la proteina CRISP3 humana a partir del plasma seminal y llevar a cabo los
estudios funcionales en colaboracion con el Dr Coronel (Universidad Nacional de
Cérdoba) quien, en los ultimos afnos, ha trabajado con la proteina MSP humana.

Asimismo, los ensayos de Western Blot también indicaron que la forma no glicosilada
gue se encuentra fuertemente unida al espermatozoide permanece asociada luego de
la capacitacion y de la RA sin sufrir modificaciones post-traduccionales, a juzgar por su
movilidad electroforética. Este Ultimo resultado descarta la existencia de un
procesamiento durante la capacitacion y RA mientras que la permanencia de CRISP3
en los espermatozoides capacitados y reaccionados apoya la posibilidad de que esta

proteina cumpla una funcién en la etapa de interaccién de gametas.

La localizacion y destino de la proteina CRISP3 en los espermatozoides fue evaluada
por ensayos de IFl. Los resultados mostraron que CRISP3 se localiza en la region
acrosomal y pieza media en la mayoria de los espermatozoides frescos, luego de la
capacitacion y RA, se encuentra presente también en el segmento ecuatorial, region
por la cual el espermatozoide se fusiona con el ovocito (Bedford et al., 1979;
Yanagimachi, 1988b). La localizacién de CRISP3 en el segmento ecuatorial en los
espermatozoides reaccionados concuerda con lo observado para la proteina CRISP2 y
para la poblacién fuertemente unida de CRISP1, localizadas en esta region solo en los
espermatozoides reaccionados apoyando la idea de una redundancia funcional entre
las tres proteinas. Para estudiar la potencial relevancia de CRISP3 en el proceso de
fertilizacion, se realizaron ensayos funcionales en los cuales se evalu6 la capacidad de
los anticuerpos anti-CRISP3 de afectar la capacidad fusogénica de los
espermatozoides humanos. Dado que por razones éticas no es posible realizar
ensayos de fertilizacién in vitro utilizando ambas gametas humanas, la participacién de
CRISP3 en el proceso de fusién fue analizada a través del ensayo heterélogo
denominado HOPT (Hamster Oocyte Penetration Test), que evalla la capacidad de los
espermatozoides humanos capacitados de fusionarse e incorporarse a ovocitos de
hamster. En estos ensayos, la ZP es removida de los ovocitos de hamster dado que,
segun se describiera en la introduccion, dicha matriz es una de las barreras mas
eficientes para impedir la fertilizacion entre diferentes especies. Los resultados de
estos ensayos indicaron que los anticuerpos anti-CRISP3 fueron incapaces de afectar
la habilidad de los espermatozoides humanos de penetrar a los ovocitos de hamster.
Dicha observacion, junto a la disminucién observada en el porcentaje de ovocitos
fertilizados en presencia de los anticuerpos anti-CRISP1 y anti-CRISP2, sugieren que
CRISPS3 no participaria en la etapa de fusién de gametas.
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En cuanto a la posible participacion de CRISP3 a nivel de la etapa de interaccion con
la ZP, cabe aclarar que, en los ultimos anos, las clinicas de reproduccidén asistida
comenzaron a vitrificar los ovocitos en metafase Il no fertilizados, razén por la cual, ha
disminuido considerablemente la disponibilidad de material para realizar estudios en
investigacion basica. Debido a ello, no fue posible la realizacién de estudios
funcionales sobre la participacion de la proteina CRISP3 en la interaccién
espermatozoide-ZP. Al respecto, segun se describiera en la introduccion, existen
varias proteinas del espermatozoide a las que se les ha otorgado una funcion en la
interaccién con la ZP, por lo que se ha postulado que podria existir cierta redundancia
entre dichas moléculas, las cuales podrian actuar en forma conjunta para mantener al
espermatozoide hiperactivado asociado a la ZP (Castle, 2002). En este sentido,
diversos grupos han sugerido que MSP podria participar en la interaccion entre el
espermatozoide y la ZP (Anahi et al., 2008):(Manaskova-Postlerova et al., 2011). Si
bien falta evaluar si MSP y CRISP3 se encuentran interactuando sobre el
espermatozoide, las evidencias encontradas hasta el momento y la localizacion de
CRISP3 en la regi6on acrosomal de los espermatozoides capacitados abren la
posibilidad de que CRISP3 participe en esta etapa. En base a ello, y teniendo en
cuenta los resultados recientes de nuestro laboratorio mostrando que la proteina
CRISP1 humana (hCRISP1) participaria en la etapa de interaccion con la ZP a través
de su unidon especifica a ZP3 (Maldera et al, en preparacion), resultaria de sumo
interés investigar la posible existencia de un mecanismo de redundancia funcional
durante la interaccion entre el espermatozoide y la ZP humana. Si asi fuera, CRISP1
actuaria a nivel de la fusion de gametas en conjunto con CRISP2 y a nivel de la
interaccion espermatozoide-ZP junto a CRISP3.

Si bien no se descarta la posible participacion de CRISP3 en algun evento del proceso
de fertilizacién, es importante destacar que CRISP3 es la proteina de la familia que
presenta la mayor distribucion en su expresion, encontrandose no solo en 6rganos
reproductivos, sino también en glandulas salivales, glandulas exdcrinas y 6rganos del
sistema inmune. Mas aun, se ha visto que CRISP3 se encuentra regulada
diferencialmente en diversas patologias con componentes inmunoldgicos. En base a
ello, decidimos explorar si CRISP3 podria estar cumpliendo, en realidad, un rol en la
regulacion del sistema inmune. Con el fin de investigar dicha posibilidad, comenzamos
una colaboracién con el Dr. Gabriel Rabinovich del laboratorio de inmunopatologia del
IBYME investigador reconocido a nivel internacional por su importante trabajo sobre el
rol inmunoregulador de galectinas y glicanos. Cabe mencionar que, al igual que

Galectina-1, CRISP3 es también una proteina secretoria que se expresa en diversos
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tejidos del sistema inmune y presenta una expresion modificada en ciertos tipos de

canceres y enfermedades autoinmunes.

El primer paso consistié en evaluar la expresion de CRISP3 en una importante célula
del sistema inmune como lo es la célula dendritica (DC) cuyo rol es clave en la
interfase entre la inmunidad innata y adaptativa. Dado que CRISP3 presenta un alto
porcentaje de homologia (el mas alto entre las proteinas de la familia) con CRISP1
(Figura 1A), la cual se expresa también en 6rganos del sistema inmune tales como el
bazo y el timo, y considerando que nuestro laboratorio cuenta con una colonia de
animales Crisp1”, decidimos también estudiar la presencia de CRISP1 en las DC. En
este sentido, cabe destacar que el analisis filogenético de las proteinas CRISP revel6
que CRISP1 de rata y de raton, en lugar de agruparse con CRISP1 humana, se
agrupan con CRISP3 humana (Figura 1B). Esta distribucién indicaria que CRISP1 de
roedor seria la ortéloga de CRISP3 humana (Gibbs et al., 2008) apoyando el empleo
del modelo de ratones Crisp1” para el estudio de la proteina CRISP3 humana.

Como se mencionara anteriormente, la expresion de la proteina CRISP3 en ratén
habia sido descripta en la médula 6sea, en el bazo y, en menor medida, en el timo.
Estos érganos estdn formados por una variedad de compartimentos celulares,
habiéndose demostrado, hasta el momento, la expresion del mensajero de CRISP3
séblo en los linfocitos pre-B (Pfisterer et al., 1996). Los resultados presentados en este
capitulo muestran, por primera vez, la expresién de la proteina CRISP3 tanto a nivel
de ARNm como a nivel proteico en el compartimento de las DC. En particular,
observamos niveles similares de expresién tanto en DCi (diferenciadas de médula
6sea) como en DCm (estimuladas con LPS). Dicha observacion marca una diferencia
en la regulacion de la expresion de CRISP3 en los distintos linajes celulares ya que, en
las células B, se observd una reduccién en la expresién del mensajero de CRISP3
luego de diferenciar las células pre-B a células plasmaticas con LPS (Patterson et al.,
1992). Los ensayos de Western Blot mostraron la presencia de una Unica banda
correspondiente a CRISP3 de raton en las DCi y en las DCm corroborando la
presencia de la proteina en dichas células. A pesar de que ain no hemos evaluado su
estado de glicosilacion, cabe destacar que el resultado obtenido difiere de lo
observado en el humano donde se han identificado dos formas de la proteina con
diferente estado de glicosilacién (Udby et al., 2005a). Estudios complementarios de IFI
en los que se analizé la localizacién de la proteina en las DC mostraron una marca

predominante en el citoplasma consistente con la naturaleza secretoria de las
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proteinas CRISPs y la presencia del caracteristico péptido sefial en su secuencia
(Kratzschmar et al., 1996).

A % IDENTIDAD
CRISP1 CRISP2 CRISP3 CRISP4
CRISP1 54,3 75 42,1
CRISP2 63,7 45,4 38,4
CRISP3 77,4 55,8 36,2
CRISP4 50,3 43,4 44,9
% SIMILITUD
B

CRISP1P Mouse (NP_033768)
p— CRISP3 Mouse (NP_033769)
CRISP1P Rat (NP_074050)
CRISP3 Chimp (XP_001148602)
_E CRISP3D Human (NP_006052)
CRISP3 Macaque (XP_001105217)
CRISP3 Cow (NP_001073103)

i CRISP1 Chimp (XP_001148805)
_dcmsma Human (NP.001122)
CRISP1 Macague (NP_001027983)
CRISP42 Rat (NP_001034482)
E: CRISP42 Mouse (NP_084309)
CRISP1 Cow (XP_873976)

e CRISP12 Horse (NP_001075342)
CRISP1 Dog (XP_852643)

Figura 1: Analisis filogenético. A. Analisis de identidades y similitud
entre las proteinas CRISPs de raton. B. Relacién filogenética de las
proteinas homologas de la familia CRISPs de diferentes especies (Gibbs et
al., 2008).

En cuanto a los resultados obtenidos para la proteina CRISP1, observamos que, al
igual que CRISP3, se expresa tanto a nivel de mensajero como a nivel proteico en las
DCi y DCm presentando una localizacion predominantemente citoplasmica. En base a
ello, como una primera aproximacion para revelar el papel que podrian cumplir las
CRISP en el sistema inmune y, particularmente, en la fisiologia de las DC, decidimos
utilizar el modelo de animales Crisp1”. El anélisis del fenotipo celular mostré que las
células provenientes de ambos genotipos fueron capaces no sélo de diferenciarse a
DCi en cultivo sino también de responder a la estimulacion con LPS de forma similar.
A continuacion evaluamos si la ausencia de CRISP1 era capaz de modular el espectro
de citoquinas producido por las DC, lo cual refleja el estado funcional e inmune de
estas células. Los resultados mostraron una disminucion significativa en la secrecion
de la citoquina pro-inflamatoria IL-12 al estimular las DCi con LPS, sin observarse
modificaciones en el resto de las citoquinas evaluadas (IL-23, IL-10, IL-27). El fenotipo
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y los cambios funcionales que sufre la célula dendritica maximizan su capacidad de
inducir la proliferacion y, por lo tanto, la activacion de las células T, centrales en la
ejecucion de la respuesta inmune. En este sentido, el hecho de que IL-12 sea con
frecuencia la primer citoquina secretada por las DC y los macréfagos luego de una
invasion por un patégeno, siendo crucial en la iniciacion y la polarizacion de la
respuesta hacia un perfil inmunogénico (Revisién de trabajos en Trinchieri, 2003), nos
lleva a pensar que CRISP1 podria estar cumpliendo un rol a favor de una respuesta

inmune estimulatoria.

Al analizar los resultados observamos ciertas diferencias en el patron de secrecidon
correspondiente a los machos y las hembras. Al respecto, se ha observado que el
sistema inmune de las hembras tiene una respuesta humoral mas exacerbada
(Butterworth et al., 1967), mayor rechazo a los transplantes, menor incidencia de
tumores y mayor incidencia a las enfermedades autoinmunes que el de los machos
(Liva and Voskuhl, 2001). Asimismo, en diferentes 6rganos se ha encontrado que tanto
la expresion de CRISP1 como la de CRISP3 se encuentran reguladas por andrégenos
en forma consistente con la presencia de elementos regulatorios para andrégenos en
sus promotores (Haendler et al., 1997). Por esta razon, nos resultdé interesante
observar que mientras las DCm Crisp1” provenientes de machos secretaban al medio
menores cantidades de la citoquina proinflamatoria IL-12 sin mostrar diferencias en el
resto de las citoquinas evaluadas (IL-23, IL-27, IL-10), las DCm provenientes de las
hembras Crisp1” presentaban un perfil de citoquinas diferente, con una disminucién
en la secrecion de la citoquina inmuno-supresora IL-10 y sin diferencias en IL-27 ni en
las citoquinas pro-inflamatorias IL-23 e IL-12. Estos resultados sugieren que CRISP1
podria estar cumpliendo funciones diferentes en el sistema inmune de los machos y de
las hembras. En este sentido, se ha sugerido que la proteina Galectina 1 podria tener
un papel bifuncional actuando como sefal tolerogénica o promoviendo la maduracion
de las DC, dependiendo de su concentracién relativa (llarregui et al., 2009). Cabe
destacar que si bien durante muchos afos CRISP1 ha sido considerada como una
proteina de expresion exclusivamente epididimaria, recientemente, se ha descripto su
expresion en una cantidad significativamente menor, en diferentes 6rganos del tracto
reproductor femenino (Ernesto et al, en preparaciéon). En base a ello, existe la
posibilidad de que una variacién en la concentracién proteica, producida por las
células de cada sexo, sea la causa del rol bifuncional que podria cumplir CRISP1 en la
fisiologia de las DC.
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Como se mencionara en la introduccion, durante el proceso de fertilizacion los
espermatozoides se enfrentan a células fagociticas del tracto reproductor femenino.
En equinos los espermatozoides inducen una respuesta inflamatoria uterina que se
caracteriza por un flujo rapido y transiente de neutréfilos polimorfosnucleares (PMNSs),
los cuales, se unen a los espermatozoides para su posterior eliminacién. Si bien la
consecuente inflamacion es un proceso normal en el cual el exceso de
espermatozoides es eliminado del tracto reproductor de la yegua, esta inflamacién
podria ser perjudicial para los espermatozoides durante las primeras etapas del
transporte (Kotilainen et al., 1994);(Rozeboom et al., 1998);(Doty et al., 2011). En el
humano, se ha demostrado que el plasma seminal inhibe en forma transitoria y
reversible la union de los PMN a los espermatozoides (D'Cruz and Haas, Jr., 1995).
Por otra parte, en el raton se ha demostrado que tanto el plasma seminal como los
espermatozoides actuarian sobre los macréfagos y las DC del utero las cuales, una
vez en los ganglios linfaticos, presentarian los antigenos provenientes del plasma
seminal a los linfocitos T regulatorios. Posteriormente, los linfocitos T migrarian al sitio
de implantacién, encargandose de proteger al embrion del ataque inmunolégico
materno (Clark, 2011). Sin embargo, hasta el momento existen muy pocos trabajos
que describan moléculas presentes en el plasma seminal responsables tanto de inhibir
la union de los PMN a los espermatozoides como de modular el estado funcional de
las DC. Un trabajo reciente realizado en humanos indica que la interaccion entre las
DC vy los espermatozoides seria independiente del estado funcional del
espermatozoide, y que el plasma seminal (probablemente, a través de las
prostaglandinas) no sélo inhibe dicha interaccion sino que, ademas, afecta el fenotipo
de las DC (Rennemeier et al., 2011).Por otra parte, recientemente, el grupo del Dr
Troeddson ha demostrado que CRISP3 equina seria la proteina del plasma seminal
responsable de proteger a los espermatozoides de la unién de los PMNs (Doty et al.,
2011). En este sentido, tanto CRISP1 como CRISP3 estan presentes en el
espermatozoide y en el plasma seminal humano. En base a ello, los resultados
presentados en este capitulo sumado al hecho de que existan proteinas capaces de
gatillar mecanismos que regulan el potencial inmunolégico de las DC de forma
enddgena y exdgena, nos permiten especular que CRISP1 y CRISP3 podrian cumplir
un rol en la regulacion de las DC del utero y colaborar con la proteccién del

espermatozoide y/o favorecer la implantacion.

En conjunto los resultados del presente capitulo indican que, al igual que CRISP1,
existirian dos poblaciones de CRISP3 asociada al espermatozoide humano con

diferentes afinidades las cuales, no cumpliria un rol como factor decapacitante no
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participarian en la etapa de fusiéon de gametas. Estos resultados junto a las evidencias
indicando la expresion diferencial de CRISP3 en cancer y enfermedades autoinmunes
nos llevaron a evaluar la funcién de esta proteina en la regulacion del sistema inmune.
En este sentido, los resultados presentados indican que tanto CRISP3 como su
homéloga CRISP1 estan presentes en las DCi y DCm de ratén y, que al menos
CRISP1, cumplirian un rol en la fisiologia de las células. Estos hallazgos, apoyan la
participacion de las proteinas CRISP en la regulacion del sistema inmune con posibles

implicancias en la evolucién de las enfermedades con componentes inmunoldgicos.
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Conclusion

Teniendo en cuenta que las proteinas CRISP de mamiferos han sido propuestas como
mediadores del proceso de fertilizacion y presentan una alta homologia con otras
familias involucradas en el sistema de defensa, el objetivo de esta Tesis ha sido
investigar la relevancia de las proteinas CRISP tanto para la fertilidad como para el
sistema inmune. Los resultados obtenidos utilizando una combinaciéon de estrategias
experimentales tanto in vivo como in vitro, como asi también diferentes modelos
experimentales (ratones modificados genéticamente, rata y humano) se describen en
los tres capitulos que conforman esta Tesis.

El primer capitulo estuvo enfocado al estudio de la relevancia de la proteina
epididimaria CRISP1 tanto para la fertiidad como para el proceso de fertilizacion.
Dado que los animales KO para CRISP1 generados en nuestro laboratorio resultaron
ser fértiles pese a exhibir defectos a nivel de parametros espermaticos, y considerando
que una mutacion puede producir fenotipos diferentes dependiendo del origen
genético, decidimos generar animales KO para CRISP1 con un fondo genético
diferente al original y estudiar su fenotipo. Los resultados mostraron que los machos
de la nueva colonia (fondo genético homogéneo C57BL/6) presentaron un fenotipo
claramente diferente al de la colonia original (fondo genético mixto C57BL/6/129Sv),
exhibiendo una desventaja en la fertilidad no detectada en la colonia original.
Asimismo, mientras la capacidad de los espermatozoides de unirse a la ZP y
fusionarse con el oolema permanecieron afectados, indicando que la relevancia de
CRISP1 para estas funciones seria independiente del contexto genético, otros
parametros tales como la motilidad y la RA acrosomal inducida se vieron afectados
sélo en la nueva colonia, sugiriendo que la participacién de CRISP1 en estos eventos
seria dependiente del contexto genético. En conjunto, estos hallazgos indican la
relevancia de CRISP1 para la fertilidad y el proceso de fertilizacion, confirmando a
CRISP1 como otro ejemplo de la influencia del origen genético sobre el fenotipo de los
animales. Estos estudios apoyan la importancia de caracterizar los diferentes fenotipos
reproductivos generados por una mutacién en varios fondos genéticos, con el fin de
mejorar el desarrollo de métodos tanto de diagnostico como de tratamiento de la
infertilidad.

El capitulo 2 estuvo orientado al estudio de la relevancia de la proteina testicular
CRISP2 para la fertilidad. Teniendo en cuenta evidencias de nuestro laboratorio
indicando que CRISP2 seria un mediador del proceso de fertilizacion como asi
también el hecho de que la misma habia sido propuesta como el principal auto-

antigeno candidato a generar orquitis autoinmune, evaluamos su relevancia para la
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fertilidad a través de la inmunizaciéon de ratas macho y hembra con la proteina. Los
resultados indicaron que CRISP2 fue capaz de generar una respuesta inmune
especifica en todos los animales que no produjo orquitis autoinmune y que, a
diferencia de lo observado para CRISP1, no comprometi6 la fertilidad de los animales.
Si bien los resultados no permiten descartar una potencial relevancia de CRISP2 para
la fertilidad, podemos concluir que CRISP2 no seria un buen target para inmuno-
anticoncepcién ni una de las moléculas responsables de generar orquitis autoinmune o

inmuno-infertilidad.

El capitulo 3 se centr6 en el estudio de la funcion biolégica del tercer miembro de la
familia CRISP, la proteina CRISP3. Dada su expresién en érganos tanto reproductivos
como inmunes, decidimos evaluar tanto la participacion de esta proteina en el proceso
de fertilizacibn como su posible rol inmunoregulatorio. Los resultados indicaron la
presencia de dos poblaciones de CRISP3 asociadas con diferentes afinidades a la
membrana del espermatozoide humano. Una débilmente unida que se libera durante
la capacitacién y que no regularia la fosforilacion de proteinas en tirosina, y otra
fuertemente unida que se mantiene en el espermatozoide aun luego de la RA y que, a
diferencia de CRISP1 y CRISP2, no participaria en la interaccion de gametas. Dado la
expresion diferencial de CRISP3 en diversas patologias y su alta homologia con la
proteina CRISP1, evaluamos la presencia de ambas proteinas en una importante
célula del sistema inmune tal como la célula dendritica. Los resultados indicaron la
expresion tanto de CRISP3 como de CRISP1 en células dendriticas inmaduras y
maduras de ratén. M&s aun, posteriores estudios utilizando los animales KO para
CRISP1, revelaron que CRISP1 seria capaz de regular el perfil de citoquinas
secretado por las células dendriticas, en forma diferencial para machos y hembras. En
conjunto, estas evidencias indican la importancia de las proteinas CRISP para la
fisiologia de la célula dendritica, apoyando su rol como reguladores del sistema

inmune.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis, trabajando con tres de las cuatro
proteinas CRISP existentes en mamiferos, indican que las proteinas de esta familia
cumplen roles que, tal cual se describe en el titulo de este trabajo, van desde su
participacion en el proceso de fertilizacion hasta su funcién como posibles reguladores

del sistema inmune.

Consideramos que los estudios presentados en esta Tesis permitiran una mayor
comprension de los mecanismos moleculares involucrados tanto en el proceso de

fertilizacion como en la regulacion del sistema inmune, contribuyendo al desarrollo de
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nuevos y mejores métodos para el diagnéstico y tratamiento de la infertilidad y de

enfermedades con componentes inmunolbégicos
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