
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis Doctoral

Caracterización molecular de lasCaracterización molecular de las
proteínas SNSP y NSF en ovocito deproteínas SNSP y NSF en ovocito de

ratón: su rol en la exocitosis deratón: su rol en la exocitosis de
gránulos corticales e implicancias engránulos corticales e implicancias en

la fertilidadla fertilidad

de Paola, María Matilde

2016-03-10

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

de Paola, María Matilde. (2016-03-10). Caracterización molecular de las proteínas SNSP y NSF
en ovocito de ratón: su rol en la exocitosis de gránulos corticales e implicancias en la fertilidad.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Cita tipo Chicago:

de Paola, María Matilde. "Caracterización molecular de las proteínas SNSP y NSF en ovocito de
ratón: su rol en la exocitosis de gránulos corticales e implicancias en la fertilidad". Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2016-03-10.

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


  

1 
 

 

 

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 

 

Caracterización molecular de las proteínas  

SNAP y NSF en ovocito de ratón:  

su rol en la exocitosis de gránulos corticales  

e implicancias en la fertilidad 
 

Tesis presentada para optar al título de Doctor de la Universidad de 

Buenos Aires en el área: CIENCIAS BIOLÓGICAS 

 

María Matilde de Paola 
 

 

Director de Tesis: Dra. Marcela A. Michaut 

Consejero de Estudios: Dr. Dante Paz 

 

Laboratorio de Biología Reproductiva  

Instituto de Histología y Embriología de Mendoza Dr. M. Burgos  

CONICET – Universidad Nacional de Cuyo. Mendoza 

 

Buenos Aires, 2016 



  

2 
 

Agradecimientos 
 

Agradezco a todas las instituciones y la gente que las compone, que de una u otra forma colaboraron 

en la realización de este trabajo de tesis:  

 

Instituto de Histología y Embriología Dr. Mario H. Burgos (IHEM)-CONICET; Cátedra de Bioquímica-Facultad 

de Ciencias Médicas-UNCuyo; Facultad de Ciencias Exactas y Naturales-UBA; CISNe-UACH, y por el apoyo 

financiero a CONICET, UNCuyo y PLISSER. 

 

A nivel humano no puedo dejar de agradecer a todas las personas que me han acompañado hasta este 

punto:  

 

-A la Dra. M. Michaut por ser mi directora en esta etapa tan importante. 

 

-A la Dra. Cybele García por enseñarme a vivir el trabajo con pasión y dedicación. 

 

-A Dr. L. Mayorga y la Dra. C. Tomes por siempre tener tiempo de escucha y consejo.  

 

-Al Dr. Federico Bátiz y su grupo de trabajo por su calidez, todo el apoyo y colaboración. 

 

-A los Dres. Marcelo Ratto y César Ulloa por hacerme sentir tan cómoda trabajando en Valdivia.  

 

-A los Jurados: Dr. Calvo, Dra. Cohen y Dr. Marengo, por aceptar leer y juzgar esta tesis brindándome un 

poco de su valioso tiempo. 

 

-A todos mis docentes por la entrega de enseñar. 

 

-Al Dr. Dante Paz por ser mi consejero de estudios. 

 

-A Claudio por ayudar a la distancia con todo el engorroso tramiterío. 

 

-A mis compañeros de laboratorio a lo largo de estos 5 años: Estefi, Andre, Facu, Gio y Chelo, por su 

importante apoyo en distintos momentos. 

 

-A mis amigos de Mendoza: Orne, Cele, Ana y Juli, que suerte habernos encontrado! 

 

-A mis amigas desde jardín: Lulita, Manu, Celi, Mechi D, Mechi A, Clarita, Lu, Eli, Flor, Jose y Candy. Han 

sabido estar siempre a pesar de los kilómetros. 

 

-A mis amigas de la FCEN, las biolocas: Gaby Alietti, Ceci Carletti, Lucre Villarquide, Celi Bonetto, Luz 

Irazabal, Flavia Arellano y Bere, que supieron ser la familia lejos del pago, e hicieron mi vida universitaria 

un momento mágico. 

 

-A mi tía Silvia, ojalá hubiera heredado un poquito de tu chispa! 

 

-A mis hermanos: Santiago, por ser un compañero de vida sui generis, Julia por ser mi mejor confidente 

y propulsora; a Domingo por ser mi hermano mayor, el que desde que tengo recuerdos me cuida y 

protege. 

 

Y fundamentalmente a estas 3 personas: 

 

-A mi padre, que se fue con ansiedad, pero me enseñó las cosas más importantes de la vida: aprender 

a querer con nobleza, amar a la familia, cuidar a los amigos, nutrirse de la diversidad, no abandonar 

nunca los principios, y sobre todo a no darse por vencido ni aún vencido. Te extraño todos los días. 

 

-A mi madre, por haber tenido el valor de enfrentar muchas situaciones adversas, seguir adelante y 

educarnos sanos y libres. Te quiero Ma! 

 

-A Miguel, porque no me alcanza una tesis para decirte lo mucho que te quiero y agradecerte la ayuda 

en estos últimos y convulsionados años. Va a escampar!  



  

3 
 

ÍNDICE 
 

RESUMEN ................................................................................................................................................................... 8 

ABSTRACT .................................................................................................................................................................. 9 

INTRODUCCIÓN ........................................................................................................................................................ 10 

1.1. Secreción constitutiva y regulada ........................................................................................................................... 11 

1.2. Exocitosis regulada ............................................................................................................................................... 12 

1.2.1. Etapas de la exocitosis regulada ............................................................................................................................... 13 

1.2.2. Proteínas que participan en la exocitosis .................................................................................................................. 15 

1.2.2.1. Proteínas SNARE .................................................................................................................................................. 15 

1.2.2.1.1. Desensamble del complejo SNARE mediado por SNAP y NSF ........................................................................... 20 

1.2.2.2. Proteínas SM, Munc13 y Sinaptotagmina. Modelo integrando los 8 componentes principales de la maquinaria de 

fusión. ............................................................................................................................................................................ 23 

1.2.2.3. Proteínas Rab ........................................................................................................................................................ 27 

1.2.2.4. Proteínas SNAP ..................................................................................................................................................... 28 

1.2.2.4.1. Estructura de las proteínas SNAP ....................................................................................................................... 31 

1.2.2.4.2. Fosforilación de proteínas SNAP ......................................................................................................................... 33 

1.2.2.4.3.  SNAP participa de distintos tipos de exocitosis ................................................................................................ 34 

1.2.2.4.4.  SNAP y su relaci•n con la apoptosis ................................................................................................................ 34 

1.2.2.4.5.  SNAP y contactos celulares ............................................................................................................................. 36 

1.2.2.4.6. Niveles alterados de  SNAP y su relación con enfermedades ............................................................................ 38 

1.2.2.4.7. Mutación M105I en  SNAP: ratones hyh ............................................................................................................ 39 

1.2.2.4.7.1. Perspectiva molecular de la mutaci•n M105I en  SNAP ................................................................................. 41 

1.2.2.4.7.2. Defectos en la reacción acrosomal en ratones hyh ........................................................................................... 43 

1.2.2.5. Proteína NSF ......................................................................................................................................................... 45 

1.2.2.5.1. Estructura de la proteína NSF ............................................................................................................................. 46 

1.2.2.5.2. Actividad ATPasa de NSF ................................................................................................................................... 49 

1.2.2.5.3. Regulación de NSF ............................................................................................................................................. 50 

1.2.2.5.4. Interacción de NSF con proteínas diferentes al complejo SNAP-SNARE ............................................................ 51 

1.3. El ovocito ............................................................................................................................................................. 53 

1.3.1. Competencia citoplasmática y  nuclear ..................................................................................................................... 55 

1.3.2. Maduración meiótica ................................................................................................................................................. 56 

1.3.3. Polaridad y simetría .................................................................................................................................................. 58 

1.3.4. Los gránulos corticales .............................................................................................................................................. 59 

1.3.4.1. Composición de los GC .......................................................................................................................................... 61 

1.4. Fecundación ........................................................................................................................................................ 63 

1.4.1. Sitio de la reacción acrosomal ................................................................................................................................... 68 

1.4.2. Interacción espermatozoide-ovocito .......................................................................................................................... 69 

1.4.3. Zona pelúcida ........................................................................................................................................................... 70 

1.4.4. Las fusiones necesarias para la fecundación ............................................................................................................ 71 

1.5. Bloqueo de la polispermia y reacción cortical.......................................................................................................... 72 

1.5.1. Bloqueo a nivel de membrana ................................................................................................................................... 73 

1.5.2. Bloqueo a nivel de zona pelúcida .............................................................................................................................. 75 

1.6. Señalización post-fecundación. Activación ovocitaria .............................................................................................. 77 

1.7. Exocitosis de los Gránulos Corticales y activación partenogenética ......................................................................... 78 

1.7.1. Rol del citoesqueleto de Actina en la EGC ................................................................................................................ 80 

1.7.2.  La EGC como modelo de exocitosis ......................................................................................................................... 81 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS ......................................................................................................................................... 83 

MATERIALES Y MÉTODOS ........................................................................................................................................ 87 



  

4 
 

3.1. Animales, estimulación hormonal y colección de ovocitos ....................................................................................... 88 

3.1.1 Obtención de ovocitos inmaduros (GV) ...................................................................................................................... 89 

3.1.2 Obtención de ovocitos maduros (MII) ......................................................................................................................... 90 

3.2. Análisis por RT-PCR ............................................................................................................................................. 92 

3.2.1. Consideraciones generales del trabajo con ARN. ...................................................................................................... 92 

3.2.2. Extracción del ARN ................................................................................................................................................... 94 

3.2.2.1. Extracción de ARN a partir de ovocitos. ................................................................................................................. 94 

3.2.2.2. Extracción ARN de cerebro de ratón. ..................................................................................................................... 95 

3.2.2.3. Determinación del rendimiento de la extracción: cuantificación y determinación del grado de pureza del ARN. ..... 97 

3.2.2.3.1. Cuantificación. ..................................................................................................................................................... 97 

3.2.2.3.2. Determinación del grado de pureza ..................................................................................................................... 97 

3.2.2.3.3. Determinación de la integridad del ARN purificado .............................................................................................. 98 

3.2.3. Síntesis de ADNc ...................................................................................................................................................... 99 

3.2.3.1. Reacción de Retrotranscripción .............................................................................................................................. 99 

3.2.3.2. Determinación del rendimiento de reacción de retrotranscripción: cuantificación y  determinación del grado de  

pureza del ADN ........................................................................................................................................................... 100 

3.2.3.2.1 Cuantificación del ADNc ..................................................................................................................................... 100 

3.2.3.2.2. Determinación del grado de pureza ................................................................................................................... 100 

3.2.4. Amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en punto final .......................................................... 101 

3.2.4.1. Elección de cebadores o primers específicos. ...................................................................................................... 101 

3.2.4.2. Primers utilizados ................................................................................................................................................. 103 

3.2.4.3. Consideraciones para la elección de las condiciones de la PCR en punto final. ................................................... 106 

3.2.4.4. Reacción de PCR en punto final ........................................................................................................................... 107 

3.3. Proteínas Recombinantes ................................................................................................................................... 109 

3.3.1. Preparación de bacterias competentes obtenidas por tratamiento químico con cloruro de Rubidio. ........................ 109 

3.3.2. Plásmidos ............................................................................................................................................................... 110 

3.3.3. Antibióticos.............................................................................................................................................................. 110 

3.3.4. Transformación de las bacterias competentes E. coli BL21 ..................................................................................... 110 

3.3.5. Cultivo de las E. coli BL21 transformantes e inducción de la expresión de las  proteínas de fusión. ........................ 112 

3.3.6. Purificación de proteínas recombinantes fusionadas a 6xHis .................................................................................. 113 

3.3.6.1. Extracción de la proteína de interés: obtención del clarificado del lisado de E.coli ............................................... 113 

3.3.6.2. Purificación en lote (batch) de la proteína de interés bajo condiciones nativas por cromatografía de afinidad ...... 113 

3.3.7. Purificación de proteínas recombinantes fusionadas a GST .................................................................................... 115 

3.3.7.1. Extracción de la proteína de interés: obtención del clarificado del lisado de E.coli ............................................... 115 

3.3.7.2. Purificación en lote de la proteína de interés bajo condiciones nativas por cromatografía de afinidad. ................. 116 

3.3.7.3. Clivaje de la etiqueta GST con Trombina ............................................................................................................. 118 

3.3.8. Monitoreo de la purificación de proteínas fusionadas a 6xHis y GST mediante ....................................................... 118 

3.3.9. Cuantificación de proteínas recombinantes purificadas ........................................................................................... 119 

3.4. Determinaciones inmunológicas .......................................................................................................................... 120 

3.4.1. Anticuerpos utilizados ............................................................................................................................................. 120 

3.4.1.1. Anticuerpos primarios y péptidos control comerciales .......................................................................................... 120 

3.4.1.2. Anticuerpos secundarios ...................................................................................................................................... 120 

3.4.2. Análisis de expresión proteica por ensayos de Western Blot ................................................................................... 121 

3.4.2.1. Obtención de las muestras a analizar ................................................................................................................... 121 

3.4.2.1.1. Proteínas totales de ovocitos de ratón. .............................................................................................................. 121 

3.4.2.1.2. Homogenato de cerebro de ratón ...................................................................................................................... 122 

3.4.2.1.3. Proteínas recombinantes. .................................................................................................................................. 122 

3.4.2.1.4. Lisado de células del cúmulus. .......................................................................................................................... 122 

3.4.2.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes ............................................................. 122 

3.4.2.3. Transferencia ....................................................................................................................................................... 123 



  

5 
 

3.4.2.4. Detección inmunoquímica. ................................................................................................................................... 124 

3.4.2.5. Controles de carga ............................................................................................................................................... 125 

3.4.2.6. Control de la especificidad del anticuerpo probada por Western Blot ................................................................... 125 

3.4.3. Análisis de localización proteica por ensayos de Inmunofluorescencia Indirecta ..................................................... 126 

3.5. Fecundación In Vitro (FIV) ................................................................................................................................... 128 

3.6. Activación partenogenética de ovocitos MII .......................................................................................................... 130 

3.7. Tratamiento con N-Etilmaleimida (NEM) ............................................................................................................... 131 

3.8. Microinyección de ovocitos .................................................................................................................................. 131 

3.9. Tinción y cuantificación de gránulos corticales en ensayos de EGC ....................................................................... 134 

3.10. Ensayo de TUNEL en Complejos Cúmulus-Ovocito (COC) .................................................................................. 136 

3.11. Microscopía Electrónica de Transmisión ............................................................................................................. 139 

3.12. Análisis estadístico de los datos ........................................................................................................................ 140 

RESULTADOS ......................................................................................................................................................... 141 

4.1. OBJETIVO ESPECÍFICO 1: Identificar las isoformas de SNAP en ovocitos de ratón ............................................... 142 

4.1.1.1. Extracción de ARN. Determinación del rendimiento de la extracción: cuantificación y determinación del grado de 

pureza del RNA ........................................................................................................................................................... 142 

4.1.1.2. Determinación de la integridad del ARN purificado ............................................................................................... 142 

4.1.2. Síntesis de la primera cadena de ADNc. Reacción de Retrotranscripción ............................................................... 143 

4.1.3. Amplificación por PCR en punto final ...................................................................................................................... 143 

4.2. OBJETIVO ESPECÍFICO 2: Analizar la expresión de las isoformas de SNAP durante la maduración y activación 

ovocitaria ............................................................................................................................................................. 145 

4.2.1. An‐lisis de la expresi•n de  SNAP durante la maduraci•n y activaci•n ovocitaria ................................................. 145 

4.2.1.1. Análisis por Western blot ...................................................................................................................................... 145 

4.2.1.1.1. Purificaci•n de  SNAP recombinante ............................................................................................................... 145 

4.2.1.1.2. Puesta a punto de la concentración de controles positivos para el Western blot de  SNAP. ............................ 146 

4.2.1.1.3.1. An‐lisis de la expresi•n de  SNAP por Western blot durante la maduración y activación ovocitaria.............. 147 

4.2.1.1.3.2. Control de especificidad del anticuerpo probada por Western blot .................................................................. 149 

4.2.1.2. An‐lisis de localizaci•n subcelular de  SNAP por Inmunofluorescencia Indirecta ............................................... 150 

4.2.2. Análisis de la expresi•n de  SNAP durante la maduraci•n y activaci•n ovocitaria ................................................. 153 

4.2.2.1. Análisis por Western blot. ..................................................................................................................................... 153 

4.2.2.1.1.1. Expresi•n y purificaci•n de  SNAP recombinante. ........................................................................................ 153 

4.2.2.1.1.2. Clivaje con trombina de la proteína de fusión GST-  SNAP ........................................................................... 154 

4.2.2.1.2. Puesta a punto de la concentración de controles positivos para el Western blot de  SNAP. ............................ 155 

4.2.2.1.3. An‐lisis de la expresi•n de  SNAP por Western blot de durante la maduraci•n y activaci•n ovocitaria. ........... 156 

4.2.2.1.4. Control de especificidad del anticuerpo anti-  SNAP probada por Western blot ................................................ 157 

4.2.2.2. An‐lisis de localizaci•n subcelular de  SNAP por Inmunofluorescencia Indirecta................................................ 158 

4.3. OBJETIVO ESPECÍFICO 3: Caracterizar el rol de las isoformas de SNAP en la exocitosis de gránulos corticales .... 161 

4.3.1. Puesta a punto de ensayos funcionales para evaluar la ECG ................................................................................. 161 

4.3.2. Efecto de la microinyección de un anticuerpo anti  SNAP en la EGC .................................................................... 166 

4.3.3. Efecto de la microinyecci•n de las prote“nas  SNAP wild type y la mutante  SNAP L294A  en la EGC. ............... 168 

4.3.3.1. Producci•n de la prote“na  SNAP wild type para la microinyecci•n .................................................................... 168 

4.3.3.2. Producci•n  SNAP L294A para la microinyecci•n .............................................................................................. 169 

4.3.3.3. Efecto de la microinyecci•n de  SNAP wild type y  SNAP L294A en la EGC .................................................... 170 

4.3.4. Efecto de la microinyección de un anticuerpo anti  SNAP en la EGC ..................................................................... 171 

4.4. OBJETIVO ESPECÍFICO 4: Identificar la presencia y analizar la expresión de NSF durante la maduración y activación 

del ovocito de ratón ..................................................................................................................................................... 173 

4.4.1. Análisis por RT-PCR ............................................................................................................................................... 173 

4.4.2. Análisis de la expresión de NSF durante la maduración y activación ovocitaria....................................................... 174 

4.4.2.1. Análisis por Western blot ...................................................................................................................................... 174 

4.4.2.1.1. Purificación de NSF recombinante. ................................................................................................................... 174 



  

6 
 

4.4.2.1.2. Puesta a punto de la concentración de controles positivos para el Western blot de NSF. .................................. 175 

4.4.2.1.3. Análisis de la expresión de NSF por Western blot de durante la maduración y activación ovocitaria ................. 176 

4.4.2.1.4. Control de especificidad del anticuerpo anti-NSF probada por Western blot ...................................................... 177 

4.4.2.2. Análisis de localización subcelular de NSF por Inmunofluorescencia Indirecta ..................................................... 178 

4.5. OBJETIVO ESPECÍFICO 5: Estudiar el rol de NSF en la EGC. ............................................................................. 180 

4.5.1. Efecto sobre la EGC del inhibidor NEM. .................................................................................................................. 180 

4.5.2. Efecto de la microinyección de un anticuerpo anti-NSF en la EGC. ......................................................................... 181 

4.5.3. Efecto de la microinyecci•n de NSF wild type y de la mutante NSF D1EQ sobre la EGC ........................................ 183 

4.5.3.1. Producci•n de la prote“na NSF wild type recombinante para la microinyecci•n .................................................... 183 

4.5.3.2. Producci•n de la prote“na recombinante NSF D1EQ para la microinyecci•n ........................................................ 184 

4.5.3.3. Efecto de la microinyecci•n de NSF wild type y de la mutante NSF D1EQ sobre la EGC ..................................... 185 

4.6. OBJETIVO ESPECÍFICO 6: Analizar las posibles causas de la severa reducción de la fertilidad de las hembras hyh 186 

4.6.1. Estudio de los parámetros básicos de fertilidad en hembras. .................................................................................. 187 

4.6.1.1. Estimulación hormonal y recuperación de ovocitos MII. Tasas de ovulación según genotipo. .............................. 187 

4.6.1.2.1  Ensayos de Fecundación In Vitro utilizando ovocitos de ratones wild type, heterocitogotas y hyh ..................... 188 

4.6.1.2.2  Ensayos de Fecundación In Vitro: evaluación de la polispermia. ....................................................................... 189 

4.6.2. Estudio de la EGC en el modelo hyh ....................................................................................................................... 191 

4.6.2.1. Análisis de la EGC post  FIV utilizando ovocitos de ratones wild type, heterocitogotas y hyh ............................... 191 

4.6.2.2. Análisis de la EGC inducida por SrCl2 utilizando ovocitos de ratones wild type, y hyh. ......................................... 192 

4.6.2.3. Efecto sobre la EGC de la microinyecci•n de  SNAP M105I en ovocitos wild type. ............................................ 193 

4.6.3. Distribución de GC y forma celular de ovocitos maduros MII de hembras hyh. ........................................................ 194 

4.6.4. Expresi•n y localizaci•n subcelular de  SNAP,  SNAP y NSF en ovocitos de hembras wild type y hyh. .............. 197 

4.6.5. Estudio las proteínas de GM130, F-Actina y  Tubulina  en ovocitos de hembras wild type y hyh. .......................... 200 

4.6.6. Análisis mitocondrial en ovocitos de hembras wild type y hyh. ................................................................................ 204 

4.6.7. Estudio del genotipo hyh en COC y células del cúmulus. ........................................................................................ 207 

4.6.7.1. Ensayos de TUNEL en complejos cúmulus-ovocito .............................................................................................. 207 

4.6.7.2. Estudio del nivel de expresi•n de  SNAP y de N-Caderina en células del cúmulus, e inmunolocalizaci•n de  
SNAP en COC. ............................................................................................................................................................ 209 

4.6.8. Estudio de la ultraestructura de ovocitos de rat•n de genotipo wild type y hyh. ....................................................... 212 

4.6.8.1. Análisis ultraestructural de gr‐nulos corticales de ovocitos de rat•n de genotipo wild type y hyh. ........................ 212 

4.6.8.2.  An‐lisis ultraestructural del citoplasma cortical de ovocitos de rat•n de genotipo wild type y hyh. ....................... 214 

4.6.8.3. Análisis ultraestructural de ovocitos de ratón de genotipo hyh: presencia de estructuras de la vía degradativa. ... 216 

RESUMEN DE RESULTADOS .................................................................................................................................. 222 

DISCUSIÓN.............................................................................................................................................................. 227 

BIBLIOGRAFÍA ......................................................................................................................................................... 249 

PUBLICACIONES ..................................................................................................................................................... 266 



׀  Prefacio 

7 
 

PREFACIO 

 

La población mundial estimada supera los 7,3 mil millones de personas (Población 

Mundial, Censos de EUA, http://www.census.gov/popclock/), y se espera que alcance los 

9 mil millones para el 2050. A pesar de esto, la infertilidad afecta a cerca del 15 % de las 

parejas que desean tener hijos en el mundo (Matzuk & Lamb 2002). De acuerdo a la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), en 2010, cerca de 50 millones de parejas 

alrededor del mundo eran infértiles (Mascarenhas et al. 2012). 

 La infertilidad puede resultar un derivado de problemas femeninos o masculinos, o 

una combinación de ambos (Isaksson & Tiitinen 2004). Una gran proporción de estas 

parejas infértiles (entre el 15 y el 20%) no tienen causa aparente en su incapacidad de 

tener un hijo, que en muchos casos puede deberse a factores biológicos aún no 

identificados por la ciencia y la medicina. Es por ello que resultan tan importantes los 

estudios de  investigación básica en el campo de la reproducción, a fin de conocer y 

comprender cómo sucede el proceso normal, para mejorar la capacidad de diagnóstico y 

tratamiento, sin incurrir en prácticas masivas tan invasivas y onerosas como las de FIV o 

ICSI. 

Como contrapartida, como dos caras de una misma moneda, los avances en la 

investigación básica de estos procesos reproductivos pueden resultar útiles a fin de 

proveer herramientas para el desarrollo de nuevos métodos anticonceptivos, algo muy 

importante dada la rápida expansión de la población humana en un planeta con recursos 

finitos.  

Parafraseando a Isaac Newton Lo que sabemos es una gota de agua, lo que 
ignoramos es el océano”; sin embargo, y como lo describió brillantemente Thomas Kuhn 

(Kuhn 1962), el avance en el conocimiento científico se logra a partir del trabajo de una 

legión de investigadores que escudriñan aspectos limitados de un problema de la realidad 

y dentro de una perspectiva compartida, realizando pequeños avances, pero muy 

numerosos. Es entonces nuestro propósito, mediante este trabajo de tesis doctoral, 

intentar contribuir con una pequeña gota a mejorar la comprensión del océano que 

representa el proceso de fecundación en el origen de un nuevo individuo.  
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RESUMEN  

 

La exocitosis de gránulos corticales (EGC) es un tipo de secreción regulada por Calcio 

que involucra un proceso de fusión de membranas esencial para la fecundación. Luego 

de la fusión del espermatozoide, los gránulos corticales son exocitados y liberan su 

contenido al espacio perivitelino. Esta secreción difunde hacia la zona pelúcida, y la 

transforma en una barrera física, evitando así la poliespermia, y asegurando un desarrollo 

embrionario normal. El mecanismo molecular que media la fusión de membranas durante 

la EGC se encuentra escasamente caracterizado y se cree que es mediado por la vía de 

las SNARE (SNAP receptors). El objetivo principal de este trabajo fue investigar si las 

SNAP (soluble NSF attachment proteins) y NSF (N-ethilmaleimide sensitive factor), 

proteínas clave en la vía de las SNARE, median la EGC en ovocito. El análisis de la 

expresión génica mostró que  SNAP,  SNAP y NSF se expresan en ovocitos de ratón. 

Ensayos de Western blot mostraron que la expresión de estas proteínas se mantiene en 

niveles similares durante la maduración y activación temprana del ovocito. Su localización 

fue observada principalmente en la región cortical, enriquecida en GC. Para evaluar la 

función de estas proteínas en la EGC, se perturbó a las SNAP y NSF endógenas previo a 

la activación de ovocitos en metafase II. La microinyección de  SNAP salvaje y de la 

mutante dominante negativa L294A de  SNAP inhibió la EGC estimulada por Estroncio. 

NEM, un inhibidor irreversible de NSF y la microinyección de la mutante dominante 

negativa D1EQ de NSF inhibieron la EGC. La microinyecci•n de los anticuerpos anti-  

SNAP y anti-NSF fueron capaces de inhibir la EGC. Para comprender el rol de  SNAP 

en la fertilidad femenina, utilizamos la cepa de ratones hyh (hydrocephalus with hop gait), 

portadora de una mutación puntual (M105I) en el gen de  SNAP.  Debido a que el ratón 

knockout para  SNAP es letal embrionario, los ratones hyh proveen un modelo único 

para el estudio de su función in vivo. Los resultados obtenidos indicaron que las hembras 

hyh presentan una severa reducción en su fertilidad debido a una combinación de 

defectos producidos por la proteína mutada. Nuestros resultados revelan que  SNAP,  

SNAP y NSF son expresados en ovocitos de ratón, que  SNAP y NSF son requeridos 

para la EGC y que la mutación M105I en  SNAP conduce a defectos multifactoriales en 

la fertilidad de las hembras hyh. Estos datos demuestran por primera vez que  SNAP y 

NSF juegan un rol importante en la reproducción femenina. 
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ABSTRACT 

 

Molecular characterization of SNAP and NSF proteins in mouse oocyte: their role in 

cortical granules exocytosis and fertility implications 

 

 

Cortical granule exocytosis (CGE) is a calcium-regulated secretion that represents a 

membrane fusion process essential for fertilization. Following sperm fusion, cortical 
granules (CG) undergo exocytosis to release their content into the perivitelline space. The 

secretion diffuses into the zona pellucida and transforms it into a physical barrier, avoiding 

polyspermy and ensuring normal embryonic development. The molecular mechanism of 

membrane fusion during CGE is still poorly understood and is thought to be mediated by 

the SNARE (SNAP receptors) pathway. The main purpose of the present study was to 
investigate if SNAP (soluble NSF attachment proteins) and NSF (N-ethilmaleimide 

sensitive factor), two key proteins in the SNARE pathway, mediate CGE in an oocyte 

model.  We first investigated the gene expression of SNAP and NSF. RT-PCR results 

showed that  and  SNAP (but not ), and NSF are expressed in mouse oocytes. 

Immunoblotting analysis showed that the expression of these proteins maintains a similar 
level during oocyte maturation and early activation. Their localization was mainly observed 
at the cortical region, which is enriched in CGs. To evaluate the function of these proteins 
in CGE, endogenous SNAP and NSF proteins were perturbed prior to CGE activation in 

metaphase II oocytes. The microinjection of wild type  SNAP and L294A mutant of  

SNAP inhibited CGE stimulated by strontium. NEM, an irreversibly inhibitor of NSF, and 

the microinjection of the dominant negative mutant D1EQ NSF inhibited CGE. The 
microinjection of anti-  SNAP and anti-NSF antibodies was able to abolish CGE. 
Furthermore, in an attempt to further understand the role of  SNAP in female fertility, we 
used a spontaneous mutant mouse model for  SNAP known as hyh (hydrocephalus with 
hop gait), carrying a point mutation M105I. Due to  SNAP knockout mice is embryonic 
lethal, the hyh mice provide a unique in vivo model for in-depth research of  SNAP 

function. We have demonstrated that hyh female mice exhibit strongly reduced fertility 

parameters. Our findings revealed that  SNAP,  SNAP, and NSF are expressed in 

mouse oocytes, that  SNAP and NSF are required for CGE and that M105I mutation in  

SNAP leads to multifactorial fertility defects in hyh female mice. These data demonstrate 

for the first time that  SNAP and NSF play an important role in female reproduction. 
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INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Secreción constitutiva y regulada  

La fusión de membranas es un proceso universal en las células eucariotas. La 

formación y fusión de organelas membranosas constituye la base de todos los procesos 

de la vida. Cada uno de estos procesos se basa en la ejecución ordenada de la fusión de 

membranas (Rothman 2009): desde la organización compartimental de las células más 

arcaicas, a la sofisticación de eventos tales como la transmisión sináptica, fecundación e 

inmunidad (Sudhof & Rizo 2011).  
Todas las células eucariotas tienen organelas recubiertas por membrana que 

permiten la compartimentalización y especialización de las funciones en una serie de 

ambientes diferentes. Dentro de estas funciones se encuentran el transporte de 

macromoléculas dentro y fuera de la célula, así como el transporte intracelular. El flujo 

entre los distintos compartimentos es posible gracias a la existencia de vesículas que 

brotan desde un compartimento precursor de membrana y se fusionan con otro, de una 

manera altamente concertada, permitiendo de este modo el movimiento unidireccional de 

la carga que contiene la vesícula. Este proceso de fusión de membranas debe ser un 

proceso específico y finamente regulado, a fin de que la vesícula no sea entregada al 

compartimento aceptor incorrecto. 

 Las membranas, además de compartimentalizar, aíslan a las células de su ambiente 

inmediato, siendo la exocitosis un proceso de gran importancia para vencer este 

aislamiento. El tráfico de vesículas secretorias a la membrana plasmática de células 

eucariotas es esencial para el normal funcionamiento celular y constituye la base de la 

comunicación celular en organismos multicelulares (Lledo 1997).   

Existen dos tipos de secreción, la constitutiva y la regulada, en ambos casos las 

vesículas migran a través del citoplasma, se acercan la membrana plasmática y se 

fusionan con ella liberando su contenido al espacio extracelular. 

Las vías de secreción constitutiva existen esencialmente en todos los tipos celulares, 

y son utilizadas por las células eucariotas para transportar proteínas solubles y de 

membrana hacia la membrana plasmática y el exterior con el fin de mantener el 

crecimiento, supervivencia y diferenciación celular (Kelly 1985). Este tipo de exocitosis se 

caracteriza porque las proteínas transportadas en las vesículas son secretadas 

continuamente y no requieren de un estimulo externo (Gondré-Lewis et al. 2012). 
Mediante esta vía son secretadas moléculas extracelulares como proteínas plasmáticas, 

anticuerpos, componentes de la matriz extracelular, etc. (Burgoyne & Morgan 2003). 
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En muchos tipos celulares también existe un segundo tipo de exocitosis, la cual está 

altamente regulada a fin de permitir la liberación del contenido de las vesículas o la 

inserción regulada de nuevos componentes de membrana en respuesta a una señal 

fisiológica, este tipo de exocitosis es conocida como exocitosis regulada. 

La exocitosis regulada ha sido ampliamente estudiada en sinapsis, ya que es el 

mecanismo por el cual los neurotransmisores son liberados desde las vesículas 

sinápticas, de manera muy rápida y controlada, para mediar la neurotransmisión. 

La exocitosis regulada se encuentra presente además en una amplia variedad de 

tipos celulares no neuronales, incluyendo células especializadas en secretar grandes 

cantidades de contenido, como las células neuroendócrinas, endócrinas y exócrinas, así 

como también tipos celulares en los cuales la exocitosis tiene una función más 

especializada y transitoria como son el espermatozoide y el ovocito. Estos últimos 

ejemplos demuestran la naturaleza indispensable de la exocitosis aún para la continuidad 

de la existencia de especies multicelulares  (Burgoyne & Morgan 2003). 
 

1.2. Exocitosis regulada  

La exocitosis regulada es una de las características definitorias de las células 

eucariotas, que subyace a muchas de sus funciones conservadas y esenciales, siendo 

además un proceso fundamental de la vida multicelular, permitiendo a células con 

diversas funciones y propiedades actuar de forma coordinada. El proceso de exocitosis 

regulada constituye la base de funciones tan diversas como la fecundación, el proceso de 

cicatrización y la neurotransmisión, entre muchos otros.  

En vertebrados, esta comunicación célula-célula ocurre a cortas distancias y entre un 

pequeño número de células, como es en el caso de neuronas, o sobre distancias mucho 

más grandes, abarcando diferentes tipos de células y órganos, como es en el caso de la 

señalización neuroendócrina. 

Una característica fundamental de todas las exocitosis reguladas, es que se trata de 

un proceso rápido, independientemente del tipo de célula especializada que sea sujeto de 

estudio (Graczyk & Rickman 2013). A nivel global, para todas las vesículas secretorias en 

una célula, la tasa de liberación del contenido puede ser lenta y multifásica, pero a nivel 

de vesícula única el proceso de fusión de membranas y liberación del contenido ocurre a 

tiempos muy rápidos (Oheim et al. 1998; Voets et al. 1999). 

La secreción regulada asegura a las células la capacidad de liberar una gran 

variedad de sustancias al espacio extracelular en respuesta a señales. Este proceso 

depende del tipo celular estudiado y varía en cuanto a la naturaleza de la sustancia 

secretada (neurotransmisores, neuropéptidos, enzimas digestivas, hormonas, etc.), a la 
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cinética de secreción (1 milisegundo para neurotransmisores; segundos a minutos para 

hormonas) e incluso en el número de eventos que ocurren por célula durante el proceso 

de secreción (uno para el espermatozoide y múltiples para neuronas)(Kasai et al. 2012).  

Las sustancias almacenadas pueden ser neurotransmisores, polipéptidos como 

glucagón o insulina, o proteínas enteras como enzimas digestivas, receptores de la 

superficie celular o transportadores específicos. Como ya se ha mencionado, la liberación 

de estas sustancias permite la comunicación intercelular a distancia mediante hormonas 

endocrinas como la insulina o localmente mediante mediadores parácrinos como la 

histamina o a corto rango mediante neurotransmisores (Sollner, 2003). 

 En estado de reposo, las células acumulan la sustancia que va a ser liberada en 

vesículas, donde es almacenada en una forma osmóticamente inerte. Estas vesículas 

son transportadas a través del citoplasma hacia la periferia celular cerca de la membrana 

plasmática donde permanecen listas para ser secretadas, aguardando la llegada del 

estímulo que conduce a la exocitosis (Gondré-Lewis et al. 2012).  
Durante la secreción regulada, las señales extracelulares se transforman en 

incrementos en la concentración de Calcio intracelular (Barclay et al. 2012). Este 

incremento de Calcio es sensado por la maquinaria de fusión y como consecuencia se 

produce la fusión de la vesícula con la membrana plasmática, permitiendo la liberación de 

su contenido al espacio extracelular, y la incorporación de la membrana de la vesícula a 

la membrana plasmática (Burgoyne & Morgan 2003). En células secretoras no 

neuronales, además de Calcio participan otras señales intracelulares como AMPc y 

quinasas (Kasai et al., 2012). 

Aunque existen variados tipos celulares que llevan a cabo funciones especializadas, 

y por lo tanto requieren de factores moduladores únicos, el mecanismo por el cual 

procede la fusión de membranas es altamente conservado de protistas a mamíferos 

(Bennett & Scheller 1993; Ferro-Novick & Jahn 1994). Muchas de las moléculas que 

pertenecen o están asociadas con esta maquinaria de fusión han sido identificadas y 

caracterizadas, e incluyen GTPasas de la familia Rab, componentes integrales de 

membranas como proteínas SNARE y proteínas accesorias que interactúan con las 

SNARE, como por ejemplo miembros de la familia SM (sec1p/Munc18-like), complexinas, 

sinaptotagminas, NSF y -SNAP (Jahn & Fasshauer 2012; Jahn & Scheller 2006; Sudhof 
& Rizo 2011). 

 

1.2.1. Etapas de la exocitosis regulada 

Se ha descripto en numerosos modelos la existencia de pasos secuenciales que ocurren 

previo a la fusión de las vesículas secretorias con la membrana plasmática. La 
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descripción de estas etapas en la exocitosis ha resultado en algunas confusiones en la 

literatura debido a diferentes usos de la terminología o debido a las limitaciones de los 

estudios de microscopía electrónica (Burgoyne & Morgan 2003). En este campo de 

estudio, existen múltiples nomenclaturas para definir estos eventos, que varían según el 

modelo celular con el que se trabaje y el enfoque utilizado (electrofisiológico, bioquímico, 

morfológico). En esta tesis definiremos al proceso de exocitosis en cinco pasos 

secuenciales: reclutamiento, tethering, docking, priming y fusión. Inicialmente, las 

vesículas son reclutadas a la cercanía de la membrana y se establecen entre ellas 

interacciones tempranas y laxas, este proceso se conoce como tethering. Si el tethering 

es productivo, es seguido por un paso conocido como docking de las vesículas, 

caracterizado por una interacción más fuerte y espacialmente más cercana de las dos 

membranas comprometidas en la fusión. Una vez que est‐n unidas en dock , las 

vesículas sufren una serie de reacciones preparatorias conocidas como priming. Luego 

de este período de maduración que constituye el priming, las vesículas estarán listas para 

fusionarse con la membrana plasmática, a la espera de la señal correspondiente. Si bien 

este período de maduración no es comprendido en su totalidad en términos moleculares, 

se considera priming a todos los mecanismos moleculares que facilitan la fusión, como 

por ejemplo el desensamble de complejos cis-SNARE, el ensamblaje de la maquinaria de 

fusión y reorganización del citoesqueleto de Actina, etc. (Kasai et al. 2012; Burgoyne & 
Morgan 2003; Söllner 2013). Finalmente, el arribo de la señal estimulatoria conduce a la 

fusión de las vesículas maduras con la membrana plasmática (Verhage and Sorensen, 

2008) (Fig. 1.1). Como se mencionó anteriormente, esta secuencia no es universal ni ha 

sido establecida en todos los sistemas, sino que corresponde a los términos más 

utilizados en la mayoría de los trabajos citados. 
 

 
Figura 1.1. Etapas de la fusión de membranas en vesículas sinápticas. Luego de su formacióon, las vesículas 

son reclutadas a la cercanía de la membrana plasmática, donde algunas se asocian de manera laxa 



׀  Introducción 

15 
 

(tethering), a la que le sigue un anclaje o interacción más fuerte y cercana (docking). Posteriormente, las 

vesículas sufren reacciones de maduración, luego de las cuales estarán listas para ser exocitadas (priming), 

en respuesta a un estímulo. En presencia del estímulo, rápidamente ocurre la fusión y la liberación del 

contenido de la vesícula al espacio extracelular. En células secretoras típicas, luego de la fusión de la 

vesícula con la membrana plasmática se produce el reciclaje de membranas y parte de la maquinaria proteica 

de fusión a través de un proceso de endocitosis. Por ejemplo, en neuronas luego de la exocitosis, las 

membranas que pertenecían a las vesículas sinápticas y se incorporaron a la membrana plasmática son 

endocitadas, recicladas y luego rellenadas (uptake y llenado) con neurotransmisores para sufrir una nueva 

ronda de exocitosis (Sudhof, 2004). Imagen modificada de Churchward & Coorssen 2009. 

 

1.2.2. Proteínas que participan en la exocitosis 

1.2.2.1. Proteínas SNARE 

Las proteínas SNARE (del inglés, soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 

attachment protein receptor: receptores de SNAP) gobiernan la mayoría de los procesos 

de fusión de membranas, y todas las vías de secreción y endocíticas estudiadas de 

levaduras a mamíferos requieren de esta familia de proteínas (Jahn & Südhof 1999; Lin & 
Scheller 2000; Pelham 1999). El genoma humano contiene 36 genes para proteínas 

SNARE de los cuales 21 tienen genes ortólogos en levaduras (Jahn & Südhof 1999; Bock 
et al. 2001).  

Las proteínas SNARE son una superfamilia de proteínas diversas, típicamente con 

un 20-30% de identidad de secuencia dentro de los miembros (Rothman 2009). Son 

prote“nas pequeñas, con un peso molecular de entre 10 y 35 kDa (Jahn 2004), cuya 

característica común es la presencia del motivo SNARE. Los motivos SNARE son 

secuencias conservadas evolutivamente de 60–70 aminoácidos compuestos por  

repeticiones de 7 aminoácidos, que tienen una alta propensión a formar motivos coiled 

coil (motivos -hélice enrollados), y frecuentemente preceden la región C-termimal de la 

proteína (Rizo & Südhof 2002). 

Mucho de lo que se sabe sobre la función de estas proteínas proviene del estudio de 

las SNARE sinápticas, que incluyen la proteína de vesícula sináptica Sinaptobrevina o 

también conocida como VAMP (del inglés, vesicle-associated membrane protein) y las 

proteínas de membrana plasmática Sintaxina 1 y SNAP-25 (del inglés, synaptosomal-

associated protein of 25 kDa; sin relación con las SNAP que se verán en sección 1.2.2.4). 

En base a la homología de secuencia y estructura de dominios, todas las SNARE 

conocidas de mamíferos han sido categorizadas como miembros de las familias de estas 

SNARE sinápticas (Chen & Scheller 2001). 
La mayoría de las SNARE están ancladas a membrana en sus extremos C-terminal y 

contienen un único motivo SNARE.  La excepción a esta estructura general la constituye 

la proteína SNAP-25 y sus homólogas (SNAP-23, -29 y -47), en las cuales no hay 
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dominios transmembrana (la unión a membrana puede ser mediada por modificaciones 

post-traduccionales hidrofóbicas), y poseen además 2 motivos SNARE (Sudhof & Rizo 
2011).  

Entre las SNARE sinápticas, VAMP es la más simple y está compuesta por una 

secuencia amino-terminal corta de unos pocos aminoácidos, un motivo SNARE y el 

extremo carboxi-terminal por el que se ancla a membrana (Fig. 1.2.a). SNAP-25 como ya 

fue mencionado tiene 2 motivos SNARE, unidos por una región conectora conocida como 

linker, que sirve de anclaje a membrana vía palmitoilación en residuos de cisteína. Por su 

parte, Sintaxina-1 y sus homólogos, son moléculas más complejas, que contienen una 

secuencia amino-terminal conservada, seguida por un dominio que se pliega sobre sí 

mismo, conocido como dominio Habc, un motivo SNARE y un anclaje transmembrana 

hacia el C-terminal  (Sudhof & Rizo 2011) (Fig 1.2.a).   

Los cuatro motivos SNARE de estas tres proteínas se ensamblan formando una 

estructura de cuatro -hélices paralelas altamente empaquetadas, constituyendo lo que 

se denomina complejo SNARE. Este complejo ternario formado por un motivo SNARE de 

VAMP, uno de Sintaxina-1, y los dos motivos SNARE de SNAP-25 (Fig 1.2.b), presenta 

una muy alta estabilidad (Söllner, Bennett, et al. 1993; Sutton et al. 1998) y es resistente 

al calor y al dodecilsulfato sódico (SDS) (Sutton et al., 1998). 

 

 
 

Figura 1.2. Estructura del complejo SNARE sináptico. a. Diagrama esquemático de las estructuras de 

Sintaxina-1, SNAP-25 y VAMP (Habc: dominio Habc; TM: región transmembrana). Imagen modificada de 
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Sudhof & Rizo 2011. b. El diagrama de lazos representa la estructura cristalina del núcleo del complejo 

SNARE y la estructura RMN del dominio amino-terminal Habc de Sintaxina-1. El dominio Habc esta coloreado 

en naranja y las SNARE están coloreadas de la siguiente manera: Sinaptobravina o VAMP en rojo, Sintaxina-

1 en amarillo, el dominio N-terminal de SNAP-25 en azul y el domino C-terminal en verde. Los cilindros 

representan las regiones transmembrana de VAMP y Sintaxina-1, las cuales están insertas en la vesícula 

sináptica y la membrana plasmática respectivamente. Las líneas curvas representan secuencias cortas que 

conectan los motivos SNARE y las regiones transmembrana, así como también la región conectora entre el 

dominio Habc y el motivo SNARE de Sintaxina-1. Imagen modificada de Rizo & Südhof 2002. 

 

Las proteínas SNARE fueron inicialmente categorizadas como v-SNARE y t-SNARE 

basadas en su localización según estuvieran en la vesícula (v) o la membrana aceptora o 

target (t) (Rothman 1994), y posteriormente reclasificadas como R-SNARE y Q-SNARE 

de acuerdo a si el residuo conservado en el centro del motivo SNARE es Arginina o 

Glutamina respectivamente (Fasshauer et al. 1998). En cuanto a las SNARE sinápticas, 

Sintaxina1 y SNAP-25 son Q-SNARE, mientras que VAMP, también llamada 

Sinaptobrevina, es una R-SNARE. 

Dentro del complejo SNARE se distinguen por sus características estructurales 

cuatro clases de motivos SNARE: R, Qa, Qb, y Qc (Kloepper et al. 2007). Todos los 

complejos SNARE fisiológicos están compuestos por uno de cada uno de estos cuatro 

grupos de SNARE, es decir que el atado de las cuatro -hélices est‐ formado por 3 Q-

SNARE y un R-SNARE (Fasshauer et al. 1998) (Fig. 1.3). Usualmente, los R-SNARE 

corresponden a las v-SNARE y los Q-SNARE corresponden a las t-SNARE. 

 

 
Figura 1.3. Q-SNARE y R-SNARE. Izq.  Representación esquemática de núcleo de SNARE neuronales en 

diagrama de lazos (azul, rojo y verde para VAMP2, Sintaxina-1 y SNAP-25 respectivamente). Las capas (-7 

hasta +8) en el núcleo indican las uniones virtuales del las uniones entre las posiciones C  correspondientes. 

Der. Se muestra en detalle la estructura de la capa central (0) mostrando las 4 clases de motivos SNARE y 

los residuos interactuantes. Imagen modificada de Kloepper et al. 2007. 

 

Inicialmente, las proteínas SNARE se ensamblan desde una dirección amino- hacia 

carboxi-terminal, en lo que se conoce como SNAREpin o complejo trans-SNARE, debido 

a que las proteínas interactuantes residen en membranas opuestas. De este modo el 

ensamblaje o zippering (del inglés, zipper: cierre relámpago) acerca las membranas que 

se van a fusionar. El zippering completo del complejo trans-SNARE puede llevar a la 

fusión, y la consecuente apertura del poro de fusión (Fig. 1.4). 
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Figura 1.4. Fusión de membranas: complejos trans- y cis-SNARE. Se muestra un complejo SNARE 

ensamblado parcialmente en configuración trans (Izq.), el cual puede inducir la fusión de la membrana si el 

ensamble o zippering se completa, formándose el poro de fusión (Der.). En ese caso, los complejos SNARE 

quedan en configuración cis, es decir del mismo lado de la membrana. Las SNARE están coloreadas de la 

siguiente manera: Sinaptobravina/VAMP en rojo, Sintaxina-1 en amarillo y  SNAP-25 en verde. Imagen 

modificada de Rizo & Rosenmund 2008. 

 

 Luego de la apertura del poro, las dos membranas están completamente fusionadas 

y los complejos SNARE son ahora denominados cis–SNARE, ya que las proteínas 

residen en la misma membrana (Sudhof & Rizo 2011). Como se espera para un complejo 

de tan alta estabilidad como el complejo SNARE, para disociarlo a sus componentes 

monoméricos se necesita ATP. El desensamble se puede llevar a cabo gracias a la 

acción de dos proteínas: la ATPasa NSF (del inglés, N-ethylmaleimide-sensitive factor: 

factor sensible a N-etilmaleimida) y su proteína adaptadora SNAP (del inglés, soluble 

NSF attachment protein: factor soluble de unión a NSF) (Söllner, Whiteheart, et al. 1993; 

Söllner, Bennett, et al. 1993), las cuales fueron inicialmente descubiertas como factores 

esenciales para el transporte en el Golgi. Las proteínas SNAP se unen al complejo 

SNARE con alta afinidad (no así a las SNARE monoméricas) (McMahon & Südhof 1995), 
y permiten de ese modo actuar de puente para que la NSF se una al complejo y pueda 

desensamblarlo con gasto de energía (Fig. 1.5). De este modo las proteínas SNARE 

quedan en su estado monomérico, aptas para una nueva ronda de fusión. 

En referencia a la energía necesaria para vencer la barrera energética de la fusión 

de membranas, la evidencia actual sugiere que es la formación del complejo SNARE 

quien promueve la fusión de las membranas interactuantes por simple fuerza mecánica, 

ya que es un proceso exergónico. De este modo, se cree que la energía liberada durante 

el ensamblaje del complejo SNARE provee la fuerza para vencer la energía de activación 

necesaria para la fusión de las bicapas lipídicas (Hua & Scheller 2001). En este sentido, 

los SNARE son considerados como los motores  de la fusi•n. 
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Figura 1.5. Ciclo de ensamble y desensamble del complejo SNARE en exocitosis de vesículas sinápticas. 

Sintaxina existe en una conformación cerrada que necesita abrirse para iniciar la formación del complejo 

SNARE. El zippering de las SNARE en el atado de cuatro -hélices hacia el carboxi-terminal acerca las 

membranas de la vesícula y la membrana plasmática. Luego de la fusión, NSF y las SNAP desensamblan el 

complejo cis-SNARE que permanece del mismo lado de la membrana, a fin de reciclar las SNARE para otra 

ronda de fusión. Imagen modificada de Sudhof & Rizo 2011. 

 

Actualmente se cree que todos los complejos SNARE se ensamblan de manera 

similar y median la fusión por el mismo mecanismo general (Sudhof & Rizo 2011). 
La noción de que las SNARE son proteínas esenciales para la fusión de membranas 

surgió al identificar que estas proteínas son blancos de las neurotoxinas de Clostridium 

que causan tétanos y botulismo (Sutton et al., 1998) y provocan el bloqueo de la 

liberación de neurotransmisor (Schiavo et al. 1992; Hunt et al. 1994; O’Connor et al. 

1997). Estas neurotoxinas, denominadas toxinas tetánica (TeTx) y botulínicas – siete 

isoformas estructuralmente relacionadas (BoNT/A, B, C1, D, E, F y G) –, clivan en sitios 

específicos a las SNARE cuando se encuentran monoméricas o ensambladas 

parcialmente, bloqueando la exocitosis. Sin embargo, cuando las SNARE se encuentran 

ensambladas completamente formando complejos, los sitios de corte quedan protegidos 

y las SNARE son resistentes a la proteólisis mediada por neurotoxinas (Sutton et al., 

1998). Posterior a estos primeros análisis mostrando la importancia funcional de las 

SNARE sinápticas, se realizaron estudios genéticos por los cuales se demostró 

adicionalmente que la interferencia en la integridad de la estructura del complejo SNARE 

por varias mutaciones en SNARE neuronales inhibió la exocitosis en vesículas sinápticas 

(Littleton et al. 1998; Rao et al. 2001; Wei et al. 2000; Fergestad et al. 2001). 

Muchos avances se han realizado respecto a la fusión de membranas, sin embargo 

aún no se conoce con exactitud cómo se regula la especificidad en la formación de 

complejos SNARE, dada la promiscuidad del ensamblaje observada in vitro y la presencia 
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de múltiples sets de SNARE presentes en diferentes organelas. En la actualidad se ha 

postulado que la formación de complejos trans-SNARE es regulada principalmente por 

cuatro grupos de proteínas: Munc13 y Munc18, Complexina y Sinaptotagmina (Jahn and 

Fasshauer, 2012). 

 

1.2.2.1.1. Desensamble del complejo SNARE mediado por SNAP y NSF 

Como se expuso anteriormente, luego de la fusión de las bicapas lipídicas, NSF 

desensambla el complejo SNARE a fin de reciclar las proteínas SNARE para otra ronda 

de fusión (Block et al. 1988; Fleming et al. 1998; Tagaya et al. 1993; Whiteheart et al. 
1994) (Fig. 1.5). NSF utiliza la energía de la hidrólisis de ATP para disociar el complejo 

SNARE en la membrana post-fusión, y también es capaz de desensamblar los complejos 

t-SNARE no productivos a fin de que estén disponibles para la fusión de las bicapas 

lipídicas (Matveeva & Whiteheart 1998). La ATPasa NSF no se une directamente al 

complejo SNARE para su desensamble, sino que requiere de las proteínas SNAP como 

adaptadoras, que pueden unirse tanto a NSF como al complejo SNARE (Fig. 1.5).  

SNAP se une a NSF de un modo ATP-dependiente y acelera la actividad ATPasa de NSF 

(Barnard et al. 1997; Morgan et al. 1994). Adicionalmente,  SNAP se une a todos los 

complejos SNARE ternarios, así como también a los binarios que sólo contienen t-

SNARE (Vivona et al. 2013).  En resumen,  SNAP recluta a NSF al complejo SNARE y 

estimula su actividad ATPasa, lo que se traduce en un cambio conformacional en NSF 

que permite desensamblar el complejo SNARE  (Burgoyne & Morgan 2003). 

La estructura cristalina del ortólogo de levadura  SNAP muestra que la proteína es 

un solenoide -helicoidal que está coronada por un dominio helicoidal globular C -terminal 

(Rice & Brunger 1999). Estudios de microscopía electrónica muestran que la unión de  

SNAP al complejo SNARE, que tiene forma de barra, incrementa el tamaño de la barra en 

ancho, pero no en el largo, lo que sugiere que el solenoide de  SNAP se une a lo largo 

del complejo SNARE envolviéndolo (Hohl et al. 1998) (Fig. 1.6). 
 

 
Figura 1.6. Modelo propuesto de unión SNAP-complejo SNARE. Se muestra un diagrama 3D de proteínas, 

de 3 moléculas de  SNAP (rojo, naranja y amarillo) unidas al complejo SNARE (gris). En azul se muestran 



׀  Introducción 

21 
 

los residuos básicos de  SNAP cuya mutación reduce la unión al complejo SNARE. Imagen modificada de 

Marz et al. 2003. 

 

Luego de que  SNAP se ha unido al complejo SNARE, se produce la unión de NSF 

a las SNAP. El ensamble de NSF-  SNAP-complejo SNARE es conocido como complejo 
20S” (Fig. 1.7), y ha sido estudiado tanto bioquímica como estructuralmente. La masa 

molecular del complejo 20S, la cual fue obtenida por ensayos de microscopía electrónica, 

y un an‐lisis cuantitativo de los amino‐cidos de las bandas de NSF y  SNAP aisladas 
por SDS-PAGE de complejos 20S purificados, sugirieron la presencia de tres moléculas 

de  SNAP  (Wimmer et al. 2001). Adicionalmente, estudios de reconstrucción del 

complejo 20S por microscopía crioelectrónica (cryo-EM) resultaron consistentes con la 

presencia de 3 moléculas de  SNAP unidas al complejo SNARE (Furst et al. 2003; 

Chang et al. 2012). 

 
 

 
Figura 1.7. Complejo 20S. Diagrama esquemático del complejo 20S formado por: el complejo cis-SNARE, 3 

moléculas de  SNAP y un hexámero de NSF. El dominio N-terminal de NSF interactúa con el dominio C-

terminal de  SNAP. El loop hidrofóbico de  SNAP, cerca de su extremo N-terminal es capaz de interactuar 

con membrana, orientando el C-terminal hacia el citosol (Wimmer et al. 2001; Matveeva et al. 2002). Las 

flechas rojas indican interacción. Imagen modificada de Hong 2005. 

 

Estudios biof“sicos recientes han demostrado que, en ausencia de NSF,  SNAP se 
une a una variedad de complejos SNARE purificados sin anclaje a membrana, en una 

estequiometría 1:1 (Vivona et al. 2013; Shah et al. 2015). Estos constituyen resultados 

sorprendentes dado que, como fue descripto, los datos bioquímicos y estructurales 

anteriores sugieren que el complejo de 20S contiene tres copias de  SNAP (Marz et al. 

2003; Hohl et al. 1998; Wimmer et al. 2001; Furst et al. 2003; Chang et al. 2012). La 

observaci•n de que una única molécula de  SNAP se une al complejo SNARE en 

solución sugiere que hay un sitio de unión preferido. En cuanto a la naturaleza de este 
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sitio, el hecho de que  SNAP sea capaz de unirse tanto a complejos SNARE ternarios 
como a los binarios formados por las t-SNARE, podría ser un indicativo de que el sitio 

preferido sea una superficie creada por la asociación de los componentes t-SNARE 

(Vivona et al. 2013). Es entonces posible que, aunque sólo se detecta un sitio de unión 

para  SNAP en el complejo SNARE,  existan otros sitios de uni•n al complejo presentes, 
pero que estos sean probablemente demasiado débiles como para ser detectados en los 

ensayos de unión en solución realizados en estos dos trabajos (Vivona et al. 2013; Shah 

et al. 2015). De hecho, en un estudio reciente afirman que, aunque sólo una molécula de 

 SNAP parece unirse al complejo SNARE en soluci•n, son requeridas tres moléculas de 
 SNAP para la actividad completa de NSF sobre su sustrato y adem‐s, que son 

necesarias 10 moléculas de ATP para el desensamble del complejo SNARE (Shah et al. 

2015). Esta cantidad de ATP es considerablemente menor que las 50 moléculas 

reportadas como necesarias cuando se utiliza  SNAP monomérica casi a saturación en 

ensayos in vitro, basados en el dequenching de fluorescencia  (Cipriano et al. 2013). 

Por otro lado, se sabe que  SNAP inmovilizada (no en solución) es capaz de 

interactuar con NSF, independientemente del complejo SNARE, como lo muestra el 

incremento en la actividad de hidrólisis de ATP por NSF, en presencia de  SNAP  

(Barnard et al. 1997; Morgan et al. 1994; Steel & Morgan 1998). A su vez, cuando el 

complejo SNARE está presente, la hidrólisis de ATP está aún más aumentada (13 veces) 

(Shah et al. 2015). Esto avalaría la idea de que, si se necesitan múltiples moléculas de  

SNAP para estabilizar una conformación de NSF que hidrolice el ATP eficientemente, el 

complejo SNARE podría colaborar en la organización de las moléculas de  SNAP y NSF 

en un rearreglo productivo, lo que está sugerido por ensayos de cryo-EM que muestran 

que la porción N-terminal del complejo SNARE podría llegar a interactuar con el N-

terminal de NSF (posiblemente con los loops del poro de los dominios D1) y con  SNAP 

en el complejo 20S (Zhao et al. 2015; Shah et al. 2015). 

La naturaleza de la fuerza de transducción necesaria para el desensamble del 

complejo SNARE y el rol de las múltiples moléculas de  SNAP en este proceso son aún 

desconocidas. Sin embargo, dos trabajos recientes proponen que los dominios N-terminal 

de NSF por sobre el anillo D1, que cambian su conformación según estén unidos a ADP 

o ATP, estarían relacionados con el cambio conformacional necesario para relajar y 

desensamblar el complejo SNARE (Shah et al. 2015; Zhao et al. 2015). Aunque con 

discrepancias en el modelo propuesto, coinciden en que estas marcadas diferencias 

conformacionales observadas en NSF unido a ATP o ADP sugieren que existen grandes 

movimientos de NSF como consecuencia de la hidrólisis de ATP, y esto permitiría el 

desensamble y la obtención de las SNARE monoméricas. 
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1.2.2.2. Proteínas SM, Munc13 y Sinaptotagmina. Modelo integrando los 8 componentes 

principales de la maquinaria de fusión. 

Las proteínas SM (del inglés, sec1p/Munc18-like) son junto con las SNARE 

esenciales para la fusión. Sin ellas, la fusión de membranas no puede ocurrir 

fisiológicamente, y es sabido que mutaciones en las proteínas SM pueden bloquearla por 

completo (Hosono et al. 1992; Ossig et al. 1991; Schekman 1992; Harrison et al. 1994; 
Verhage et al. 2000). Son proteínas citosólicas e hidrofílicas compuestas por secuencias 

conservadas de aproximadamente 600 aminoácidos, que se pliegan en forma de arco 

(Misura et al. 2000) (Fig. 1.8. b-d). 

La primera proteína SM identificada, UNC-18, fue descubierta en ensayos de 

screening genético de fenotipos descoordinados de C. elegans (Brenner 1974); Sec1 fue 

luego identificada en la búsqueda de genes involucrados en la vía secretoria de levaduras 

(Novick et al. 1980). El genoma humano posee 7 homólogos de Sec1/ UNC-18 (Bock et 
al. 2001), tres de los cuales, Munc18-1, Munc18b (también llamado Munc18-2), y 

Munc18c (también llamado Munc18-3), están involucrados en exocitosis (Hata et al. 

1993; Garcia et al. 1994; Pevsner et al. 1994; Tellam et al. 1995; Gengyo-Ando et al. 

1996). 

Munc18-1 (también llamado nSec1 o RbSec1) fue aislado en virtud de su capacidad 

de unirse a Sintaxina1 y es absolutamente requerido para la exocitosis sináptica, dado 

que su deleción en ratón abole completamente la liberación de neurotransmisor (Verhage 

et al. 2000).  

 A pesar del rol fundamental de las proteínas SM en la fusión de membranas, que 

fue sugerido por los primeros estudios de Munc18-1 en exocitosis sináptica luego del 

descubrimiento de las SNARE (Hata et al. 1993), la importancia de las proteínas SM fue 

cuestionada durante más de una década (Sudhof & Rizo 2011). La primera  circunstancia 

que contribuyó a este cuestionamiento fue sin dudas el hecho de que las proteínas 

SNARE pueden inducir la fusión de liposomas in vitro, sin la presencia de proteínas SM 

(Weber et al. 1998; van den Bogaart et al. 2010). Aunque de gran peso, este hecho no 

debe ser indicativo de que en condiciones fisiológicas, incluyendo menores 

concentraciones de proteínas SNARE que las utilizadas en este tipo de ensayos, las SM 

sean dispensables. El segundo de los motivos fue que la bioquímica de la interacción 

SM/SNARE fue muy confusa durante mucho tiempo y no encuadraba en un modelo 

simple (Dulubova et al. 1999).  

Las proteínas SM se asocian con las proteínas SNARE de múltiples formas. En los 

primeros estudios de interacción se demostró que Munc18 era capaz de unirse a la 

conformación cerrada de Sintaxina-1 (Fig. 1.8.b). La Sintaxina-1 tiene una región N-
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terminal que incluye el dominio Habc (Fig. 1.8.a), el cual forma un atado de 3 -hélices, 

que en la conformación cerrada, se une intramolecularmente a su motivo SNARE  

(Dulubova et al. 1999). Cuando la Sintaxina est‐ cerrada, la prote“na SM abraza  al 

atado de cuatro hélices de la Sintaxina (3 formadas por el dominio Habc y una del motivo 

SNARE) (Fig. 1.8.b). Cabe destacar que sólo la Sintaxina  dentro la superfamilia de las 

SNARE puede asumir esa estable conformación intramolecular cerrada, sin embargo, 

esta estructura revela una característica de las proteínas SM: están fundamentalmente 

diseñadas  para abrazar a un atado de cuatro -hélices, el que puede ser del complejo 

SNARE como se describe más abajo (Rothman 2009).  

Debido a que la conformación cerrada de Sintaxina es incompatible con la formación 

del complejo SNARE (Misura et al. 2000), ya que involucra el motivo SNARE necesario 

para el ensamblaje, se sugirió que las proteínas SM actuaban como reguladores 

negativos o inhibidores de la maquinaria de fusión (Wu et al. 2001). En contraposición a 

estas observaciones, los estudios funcionales y de screening de genes vinculados a la 

fusión aportaron información acerca de que las proteínas SM eran requeridas en todos 

los procesos de fusión (Novick et al. 1980; Brenner 1974). Sumado a ello, y de manera 

muy importante, el knockout en ratones de Munc18 causa pérdida de función, en lugar de 

ganancia de función (Verhage et al. 2000), incluso con un efecto más marcado que para 

la deleción de VAMP/sinaptobrevina (Schoch et al. 2001). Cabe destacar que los ratones 

deficientes en Munc18-1 están totalmente paralizados y mueren inmediatamente después 

del nacimiento (Verhage et al. 2000). 

Este rompecabezas mecanístico se pudo resolver, al menos para la fusión en 

mamíferos, cuando se demostró un segundo mecanismo de interacción entre las 

proteínas SM y SNARE, explicando cómo las proteínas SM podían promover la fusión 

(Yamaguchi et al. 2002; Dulubova et al. 2002). En este caso, las proteínas SM a través 

de su lóbulo N-terminal se pueden unir a Sintaxina por una secuencia peptídica en su 

extremo amino terminal (Fig. 1.8.c,d), en un mecanismo que es compatible con el 

ensamblaje completo del complejo SNARE (Sudhof & Rizo 2011). Esto permitiría 

potencialmente que las proteínas SM colaboren con en el ensamblaje y la organización 

espacio temporal del complejo SNARE, estimulando de este modo la fusión, mediada por 

la inmovilización del extremo N-terminal de Sintaxina (Shen et al. 2007; Dulubova et al. 

2007). 
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Figura 1.8. Interacciones de Munc18 con las proteínas SNARE. a. Diagrama esquemático de la estructura y 

dominio de Sintaxina-1 y sus sitios de unión a proteínas SM (Habc, dominio Habc; TM, región 

transmembrana). b y c. Esquema de los dos modelos de interacción de la proteína SM Munc18 con las 

proteínas SNARE durante la exocitosis sináptica. La unión de Munc18 a la conformación cerrada de Sintaxina 

ocluye el motivo SNARE (b), mientras que la unión de Munc18 al complejo trans-SNARE en proceso de 

ensamblaje, que involucra el amino-terminal de Sintaxina-1 (indicado con una N) no afecta al motivo SNARE 

de Sintaxina (c). Luego Munc18 puede interactuar con el complejo SNARE (flecha), se cree que envolviendo 

al atado de las cuatro  hélices del complejo, como lo hace cuando abraza  la conformaci•n cerrada de 
Sintaxina. d. Estructura atómica del complejo SNARE ensamblado por completo. La Sintaxina-1A, el dominio 

Habc y Munc18 conteniendo el dominio N-terminal de Sintaxina unido (celeste) están dibujados a escala en 

un diagrama de lazos. Nuevamente la flecha indica la posible interacción del lóbulo-N de Munc18 con el 

complejo SNARE ensamblado. MP: membrana plasmática. Imagen modificada de Sudhof & Rizo 2011. 

 

Actualmente no se conoce con exactitud de qué modo cooperan las proteínas SM 

con el complejo SNARE para la fusión, pero un trabajo reciente propone un modelo 

basado en ensayos de reconstitución del modelo sináptico (Ma et al. 2013). Como se ha 

detallado anteriormente, Sintaxina-1 puede estar en su conformación abierta o cerrada. 

Munc18-1 se une a la forma cerrada de Sintaxina-1 por el dominio Habc, inhibiendo la 

formación del complejo SNARE, proveyendo de este modo un punto de regulación. La 

proteína Munc13, por acción de su dominio MUN, cataliza la apertura de Sintaxina (Ma et 

al. 2011). Cuando Sintaxina-1 está abierta, se une a SNAP-25 formando los 
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heterodímeros Sintaxina-1–SNAP-25, que tienen gran heterogeneidad en cuanto a su 

estequiometría. Este modelo (Fig. 1.9) postula que los heterodímeros Sintaxina-1–SNAP-

25 son convertidos a complejos Sintaxina-1–Munc18-1, ya que el complejo SNAP-NSF 

desensambla el heterodímero Sintaxina-1–SNAP-25, y Munc18-1 desplaza a SNAP-25. 

Adicionalmente, Munc13 colabora con la apertura de la Sintaxina y a orquestar,  junto con 

Munc18-1, el ensamblaje de complejo SNARE en trans, que permanece unido Munc18-1 

y Munc13. Cabe destacar que en esta conformación, Munc18-1 primero se une a la 

región N-terminal de Sintaxina-1, que es compatible con la formación del complejo 

SNARE, y luego  se une al atado de cuatro  hélices del complejo SNARE  (Xu et al. 

2010).  

 

 
Figura 1.9. Modelo de la fusión de una vesícula sináptica con la membrana plasmática, integrando los ocho 

componentes principales de la maquinaria de fusión. (i) Sintaxina-1 (amarillo) en su conformación cerrada 

está unida a Munc18-1 y en su conformación abierta unida a SNAP-25. Para ilustrar la heterogeneidad de los 

heterodímeros Sintaxina-1-SNAP-25, se muestran dos complejos con estequiometria 2:1 o 4:1, pero también 

existen complejos más grandes. (ii) El modelo postula que los heterodímeros Sintaxina-1-SNAP-25 son 

convertidos a complejos Sintaxina-1-Munc18-1. Munc13 colabora abriendo la Sintaxina-1 y para orquestar el 

ensamblaje del complejo trans-SNARE junto con Munc18-1, conduciendo a un complejo SNARE parcialmente 

ensamblado que continúa unido a Munc18-1 y Munc13 (iii). En este estado las vesículas están listas para la 

fusión y los complejos SNARE no pueden ser desensamblados por SNAP-NSF. Así la Sinaptotagmina-1 

puede gatillar rápidamente la fusión de la vesícula sináptica en respuesta al Calcio (iv). Imagen modificada de 

Ma et al. 2013. 

 

En este estado, en el cual el complejo SNARE está ensamblado, es insensible a la 

acción de desensamble de SNAP-NSF, y permanecen unidas Munc18-1 y Munc13, los 
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autores consideran que la vesícula está lista para que, en respuesta a un estímulo, se 

produzca la fusión. En presencia del estímulo de Ca2+, la proteína sensora de Calcio 

Sinaptotagmina-1 une Ca2+ a sus dominios C2 (Fernández-Chacón et al. 2001) y gatilla 

rápidamente la fusión. De este modo, consideran que el arreglo en el cual Munc18-1, 

Munc13 y Sinaptotagmina-1 se asocian con el complejo SNARE podría estar ayudando al 

acercamiento de las dos membranas y a colaborar a inducir la fusión. 

La interacción funcional entre SNAP-NSF y Munc18-1-Munc13 descubierta en este 

trabajo de Ma y colaboradores (Ma et al. 2013) sugiere que, además de su papel en el 

desensamble de los complejos cis-SNARE, el complejo SNAP-NSF tiene una importante 

función en guiar al sistema a la vía productiva, desensamblando los heterodímeros 

Sintaxina-1-SNAP-25. Durante mucho tiempo se creyó que los heterodímeros Sintaxina-

1-SNAP-25, podían constituir puntos de partida para la fusión, pero al ser tan 

heterogéneos en su composición y ser desensamblados por SNAP-NSF, deberían 

constituir puntos de partida pobres para un proceso exquisitamente regulado como lo es 

la liberación de neurotransmisores. En contraste, el complejo de Sintaxina-1-Munc18-1 

proporciona un punto de partida bien definido, susceptible de regulación estricta por 

varios factores, entre ellos Munc13, y otras proteínas de zona activa, además de ser 

resistente al desensamble por el complejo SNAP-NSF. Por lo tanto, la orquestación del 

ensamblaje del complejo SNARE sin interferencia del complejo NSF-SNAP puede 

constituir una función general de las proteínas SM y sus factores asociados. Esta noción 

no excluye otras funciones propuestas para las  proteínas SM y sus cofactores, 

incluyendo la posibilidad de que cooperen con las SNARE para inducir la fusión 

(Dulubova et al. 2007; Rizo et al. 2006). 

 

1.2.2.3. Proteínas Rab 

Las proteínas Rab son miembros de la superfamilia Ras de pequeñas GTPasas 

monoméricas, presentes de levaduras a mamíferos, y son esenciales para múltiples 

procesos celulares. Éstas proteínas tienen función en los diferentes pasos del tráfico 

vesicular en todas las vías secretoras y endocíticas (Pfeffer 2001; Zerial & McBride 2001; 
Segev 2001). A su vez, controlan una gran cantidad de procesos celulares vitales 

incluyendo endocitosis y exocitosis de proteínas, señalización intracelular, la 

diferenciación y el desarrollo.  

De manera muy interesante, mientras que el número de diferentes SNARE, SNAP, 

NSF y miembros de la familia de proteínas SM es más o menos similar de levaduras a 

humanos, el número de proteínas Rab aumenta de 11 en levaduras (Novick & Zerial 
1997) a 60 en humanos (Bock et al. 2001). Esto evidencia que a medida que crece la 
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complejidad durante la evolución, aparentemente no se requiere una amplificación de la 

maquinaria de fusión general, pero sí de proteínas Rab, por lo que presumiblemente este 

gran aumento de las Rab refleja un rol diferente, regulatorio del proceso (Burgoyne & 
Morgan 2003).  

Las proteínas Rab pueden interaccionar con membranas por modificaciones lipídicas 

en su extremo C-terminal, generalmente por adición de grupos geranilgeranilo. A nivel 

subcelular, los distintos tipos de proteínas Rab se localizan en diferentes y características 

organelas o compartimientos, e incluso en algunos casos, hasta en subdominios 

separados de un compartimiento dado (Lizunov et al. 2005), sugiriendo que cada Rab 

regula un paso particular de tráfico de membranas.  

Todas las pequeñas GTPasas tienen secuencias aminoacídicas consenso que 

pueden unir específicamente GDP y GTP. Como otras pequeñas GTPasas, las Rab 

funcionan como interruptores moleculares que oscilan entre su estado inactivo unido a 

GDP (localización citosólica) y su forma activa unida a GTP (localización de membrana). 

En su forma unida a GTP, las Rab interactúan con efectores río abajo que regulan 

diferentes pasos del tráfico de membrana. Adicionalmente al ciclado GDP/GTP, las 

proteínas Rab están también sujetas a una regulación espacial a través de asociaciones 

reversibles con sus membranas diana. Estos complicados mecanismos de regulación 

espacial y temporal de las actividades de las proteínas Rab, se cree que son los 

encargados de asegurar la precisión y fidelidad de los procesos de tráfico de membranas. 

Rab3 y Rab27 constituyen las dos subfamilias principales de proteínas Rab 

directamente implicadas en la exocitosis regulada. Estas Rab se encuentran localizadas 

en vesículas y gránulos secretorios de una gran variedad de tipos celulares (Burgoyne & 
Morgan 2003; Fukuda 2008; Pavlos et al. 2010; Tolmachova et al. 2004). Ellas controlan 

el reclutamiento, tethering y/o docking de las vesículas secretorias a la membrana 

plasmática a través de la interacción con distintos efectores (Kasai et al. 2005; Tsuboi & 
Fukuda 2005; Tsuboi & Fukuda 2006). Además, están involucradas en la formación y/o 

maduración de las vesículas secretoras (Fukuda 2008). 
 

1.2.2.4. Proteínas SNAP 

Las proteínas SNAP (del inglés, Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF) 

attachment proteins: proteínas soluble de unión a NSF) fueron identificadas hace 25 años 

en un estudio de reconstrucción in vitro del tráfico de membranas intra-Golgi (Clary et al. 

1990). Fueron identificadas como proteínas capaces de unirse a otra  proteína necesaria 

para la fusión de membranas del Golgi, la ATPasa NSF. Aunque las proteínas SNAP y 

NSF fueron primeramente identificadas como importantes para el transporte intra-Golgi, 
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están involucradas y resultan esenciales para una gran variedad de eventos de fusión de 

membrana en diferentes organismos y tipos celulares. Algunos ejemplos lo constituyen el 

transporte del retículo endoplásmico (RE) al Golgi, fusión homotípica de endosomas y 

membranas del RE, fusión de vesículas y gránulos secretorios con la membrana 

plasmática, transcitosis entre membranas basolateral y apical en células polarizadas, así 

como también el transporte en la red de trans-Golgi de estas membranas (Stenbeck 
1998). Estas proteínas actúan de modo concertado, dado que la inhibición de una de 

ellas conduce a la acumulación de vesículas que son incapaces de fusionarse (Rothman 

1994). Estudios posteriores revelaron que las proteínas SNAP sirven como adaptadores 

para permitir la unión de NSF a las proteínas SNARE (Wilson et al. 1992; Söllner, 

Whiteheart, et al. 1993). 

Las SNAP son una pequeña familia de proteínas que en mamíferos tiene 3 

is oformas : , , y   SNAP (Whiteheart et al. 1993), de las cuales,  SNAP ha sido la 

mejor estudiada de las tres. 

Son proteínas solubles con un peso molecular predicho de ∼ 33 kDa para las 
isoformas  y  (295 y 298 amino‐cidos respectivamente) y ∼ 34 kDa para la isoforma   
de SNAP (312 aminoácidos), y son codificados por genes de copia única.  y  SNAP se 

expresan de forma ubicua, mientras que la expresión de  SNAP está restringida 

principalmente a cerebro (Whiteheart et al. 1993; Nishiki et al. 2001). 
 y  SNAP comparten la m‐s alta homolog“a (83% de la identidad aminoac“dica), 

mientras que  SNAP est‐ relacionada en una forma más distante (20 % de identidad 

aminoacídica) (Whiteheart et al. 1993).  

El gen Sec17 de levaduras codifica para una proteína con una muy alta homología 

para  SNAP (Whiteheart et al. 1993), la cual puede sustituir a la proteína de mamíferos, 

al menos en parte (Griff et al. 1992). Al igual que  SNAP, Sec17 ha sido implicada en 

varios eventos de fusión además de en el transporte intra-Golgi, incluyendo: fusión 

homotípica entre las membranas endosomales (Rodriguez et al. 1994) y entre vacuolas 

(Mayer et al. 1996) de levaduras, así como también en el targeting de vesículas a la 

superficie celular (Ikonen et al. 1995). 
Existe una sola isoforma relacionada con /  SNAP en Dictyostelium (protozuario 

perteneciente al phylum Amoebozoa), plantas e invertebrados (Weidenhaupt et al. 2000). 

Esto puede ser interpretado como un indicativo de que  SNAP apareció en vertebrados, 

quizás conjuntamente con el desarrollo del sistema nervioso. En roedores la expresión de 

 SNAP en sistema nervioso comienza al nacimiento, mientras que   SNAP se expresa 
durante todo el desarrollo embrionario, así como también en animales adultos (Püschel et 
al. 1994). Aunque  y  SNAP comparten una alta homolog“a, sus funciones no parecen 
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ser redundantes. En algunos casos pueden tener efectos similares como en el transporte 

intra-Golgi (Whiteheart et al. 1993) o en exocitosis de células cromafines permeabilizadas 

(Sudlow et al. 1996), mientras que otros estudios revelan claras diferencias funcionales  

(Clary et al. 1990; Colombo et al. 1998),  en particular en relación a los eventos o 

interacción con componentes relacionados con la sensibilidad a Ca2+ en exocitosis 

regulada (Xu et al. 2002). 

Como se enunció con anterioridad,  SNAP  muestra sólo un ∼ 20% de identidad 

aminoacídica con respecto a las isoformas  y , y tiene claramente un origen más 

antiguo, dado que genes homólogos de  SNAP pueden ser identificados en plantas, 

invertebrados y Dictyostelium (Weidenhaupt et al. 2000). 

A diferencia del estudio de la contribuci•n de  y  SNAP al complejo SNARE en los 
eventos de tráfico de membrana, las funciones bioquímicas y celulares de  SNAP 

permanecieron durante mucho tiempo pobremente estudiadas.  

 SNAP es efectiva en la unión y capacidad de estimular la actividad ATPasa de NSF 

(Clary et al. 1990; Morgan et al. 1994; Sudlow et al. 1996), pero a diferencia de   SNAP, 
puede unirse a NSF independientemente de las SNARE (Tani et al. 2003). Se reportó que 

 SNAP se asocia con los complejos SNARE vía un sitio diferente que las isoformas /  

SNAP (Wilson et al. 1992). Adicionalmente se sabe que  SNAP, como lo hace  SNAP, 

es capaz de estimular la exocitosis dependiente de Ca2+ en células cromafines (Morgan & 
Burgoyne 1995), pero es incapaz de sustituir a  SNAP en el transporte del RE al Golgi 

(Peter et al. 1998). 

Ensayos de doble híbrido en levaduras revelaron que  SNAP interactuaba con Gaf-

1 (factor asociado a  SNAP-1) también llamada Rip11 (del inglés, Rab11 interacting 

protein: proteína interactuante con Rab11). Gaf-1 no interactúa con  ni  SNAP, y su 

complejo con  SNAP no incluye a la proteína NSF. Además se sabe que Gaf-1 forma un 

complejo con  Tubulina  (Chen et al. 2001).  

En un estudio independiente, se reportó que NSF era requerido para el desensamble 

del complejo  SNAP/Gaf-1(Tani et al. 2003). En cuanto a su localización subcelular Gaf-

1 se ha reportado en mitocondrias (Chen et al. 2001) y endosomas (Tani et al. 2003), 

sugiriendo un rol de  SNAP en la dinámica mitocondrial y/o endocitosis.  

Muy recientemente se demostró que  SNAP promueve el desensamble de los 

SNARE endosomales y es requerida para conservar la correcta morfología, localización 

intracelular y funciones de los endosomas (H. Inoue et al. 2015). 
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1.2.2.4.1. Estructura de las proteínas SNAP 

Las tres isoformas de SNAP son moléculas altamente anfipáticas. Esta naturaleza 

anfipática es reflejada en el hecho de que, a pesar de ser solubles en ambiente acuosos, 

presentan una inusual habilidad de unirse a matrices hidrofóbicas como plástico o 

fenilsefarosa, esta última detectada por la interacción hidrofóbica cromatográfica durante 

su purificación (Clary et al. 1990). Su unión al plástico, así como también a sus 

receptores específicos en membrana, los SNARE, inducen un cambio conformacional en 

las SNAP, que las hace competentes para su unión a NSF (Clary et al. 1990); esta unión 

estimula la actividad ATPasa de NSF (Morgan et al. 1994). Sin embargo, se sabe que no 

hay interacción de las SNAP y NSF en solución; en general Sec17/SNAP y Sec18/NSF 

sólo se unen el uno al otro si SNAP está unida a las SNARE o a una superficie plástica 

(Clary et al. 1990).   

Los motivos TPR (repetición de tetratricopéptidos) han sido encontrados en 

proteínas de todos los reinos y se sabe que median interacciones específicas entre 

proteínas. De forma general los TPR son secuencias de 34 aminoácidos, que tienen 

patrones de residuos hidrofóbicos conservados, pero no así los aminoácidos involucrados 

(Sikorski et al. 1990; Lamb et al. 1995). La región N-terminal de las SNAP contiene cuatro 

motivos TPR-like que, a diferencia de los TPR cl‐sicos tienen sub-repeticiones” menores 

(Rice & Brunger 1999; Ordway et al. 1994). Fue sugerido que los motivos TPR-like de las 

SNAP constituyen una subfamilia estructural distintiva (Andrade et al. 2000) o incluso ser 

clasificadas como una familia separada de proteínas con repeticiones arom‐ticas di-
alanina” (Bruckert et al. 2001).  

Todas las SNAP contienen estructuras de tipo coiled-coil que se cree son las 

mediadoras de la interacción con la proteínas (Whiteheart et al. 1993). La mayoría de los 

aminoácidos que difieren entre las dos isoformas m‐s cercanas  y  SNAP se 
encuentran en el N-terminal de cada proteína, lo que es indicativo de su importancia para 

la función. 

Hasta el momento la proteína  SNAP de mamíferos no ha podido ser cristalizada, 

por lo que su estructura tridimensional es desconocida, sin embargo, ha sido determinada 

la estructura cristalina de su proteína homóloga en mamíferos, Sec17p (Rice & Brunger 
1999), y la de su isoforma m‐s lejana  SNAP (Bitto et al. 2008). Dado que las SNAP de 

levaduras y mamíferos poseen una gran similitud, la información estructural de Sec17p es 

comúnmente utilizada para inferir características estructurales de su homólogo de 

mamíferos.  

El dominio N-terminal representa una estructura elongada y enroscada formada por 

nueve -hélices ( 1 a 9) de apenas 14 residuos, que forman 2 caras: la cóncava y la 
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convexa (Fig. 1.10). Con la excepción de las -hélice 1 y 2 que están conectadas por una 

región conectora (loop) extendida, las otras -hélices están conectadas por regiones 

conectoras cortas de 2-5 amino‐cidos. Ocho de estas  hélices forman pares que se 
ubican de forma antiparalelas muy similares entre s“ ( 2- 3, 4- 5, 6- 7, 8- 9) (Rice 

& Brunger 1999). La curvatura de esta región N-terminal es similar a la fosa del complejo 

core de las SNARE, lo que sugiere que las SNAP podrían envolver a este complejo (Rice 

& Brunger 1999). La interacción con las SNARE parece ser de tipo electrostático, y los 

sitios de unión a proteínas SNARE han sido identificados como residuos cargados 

positivamente en la cara cóncava de la región N-terminal (Marz et al. 2003). El sitio de 

unión a Sintaxina está restringido a la primer alfa hélice, cerca del extremo N-terminal de 

la proteína (Barnard et al. 1996). 

Por su parte, el dominio C-terminal es globular y está formado por cinco -hélices 

( 10 a 14) (Fig. 1.10).  SNAP posee dos sitios independientes de unión a NSF en sus 

extremos N- y C-terminal, siendo los 45 aminoácidos más cercanos al C-terminal los más 

importantes para la unión a NSF (Barnard et al. 1996). Adicionalmente, sólo la región C-

terminal, en particular la leucina de la posición 294, es capaz de estimular la actividad 

ATPasa de NSF (Barnard et al. 1997). 

 

 
Figura 1.10. Estructura tridimensional de Sec17. Dos diagramas de lazos representando la estructura 

cristalina de Sec17, rotados 180º sobre el eje principal de la proteína. Las nueve -hélice del extremo N-

terminal ( 1 a 9) forman una estructura enroscada que genera dos caras: la cara c•ncava y la convexa. Las 

cinco -hélices del extremo C-terminal ( 10 a 14), forman una estructura de tipo globular, la cual est‐ 
dispuesta de modo asimétrico respecto a la región N-terminal, creando una grieta entre una y otra cara de la 

molécula. Imagen modificada de Rice & Brunger 1999. 

 

 SNAP fue inicialmente identificada como una proteína soluble (Clary et al. 1990), lo 

que no es universalmente cierto. A diferencia de lo que sucede en las neuronas y en las 

células  pancreáticas, en las cuales  SNAP es mayoritariamente citosólica (Kiraly-Borri 

et al. 1996), en células alveolares tipo II (Abonyo et al. 2003) y células cromafines está 

fuertemente asociada a membrana (Banaschewski et al. 1998).  
Como ya se mencionó con anterioridad,  SNAP es una molécula de naturaleza 

anfipática que además de haber sido reportada su unión a superficies plásticas 
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(Whiteheart et al. 1992; Morgan et al. 1994), se demostró que era capaz de unirse a 

lípidos independientemente de las SNARE (Steel et al. 1997). 

Basados en el modelo de homología de  SNAP con Sec17, dentro de los 32 

aminoácidos más cercanos al N-terminal, existe una estructura tipo brazo que sobresale, 

conformada por un loop hidrofóbico (residuos 27-32) cuyos aminoácidos están altamente 

conservados en Sec17/SNAP de diferentes especies.  

Cuando se realizaron ensayos de mutagénesis dirigida de dos residuos de 

Fenilalanina conservados en las posiciones 27 y 28 (F27S, F28S), los resultados 

sugirieron que estos residuos aromáticos se hunden en la membrana y anclan la proteína 

a la membrana (Fig. 1.11), potenciando la eficiencia de  SNAP durante el 
desensamblaje del complejo SNARE (Winter et al. 2009). 

 

 
 

Figura 1.11. Diagrama esquemático de la estructura cristalina de Sec17 de Saccharomyces cerevisiae. Esta 

ilustración indica que el loop hidrof•bico entre las primeras dos -helices está en contacto con la membrana. 

Imagen modificada de Winter et al. 2009. 

 

1.2.2.4.2. Fosforilación de proteínas SNAP 

Aunque existe una gran cantidad de datos de regulación de las proteínas SNARE y 

muchas de sus proteínas accesorias por fosforilación (Snyder et al. 2006), existe escasa 

información acerca de la regulación por fosforilación de las proteínas SNAP (Andreeva et 

al. 2006). 

 Se reportó que  SNAP era fosforilada in vitro por las quinasas CaMKII (proteína 

quinasa II dependiente de Ca2+/Calmodulina) y por PKA (proteína quinasa A) (Hirling & 
Scheller 1996). La fosforilación de  SNAP por PKA disminuye su capacidad de unión al 

complejo SNARE por un orden de magnitud. A diferencia de  SNAP,  SNAP fue un 

sustrato mucho menos eficiente para la fosforilación (Hirling & Scheller 1996). Debido a 

que la activación por PKA generalmente estimula la secreción, los autores propusieron 

que la fosforilación de  SNAP podría estar acelerando su disociación del complejo 

SNARE, y que sería el paso limitante del desensamble del complejo. En este caso, la 

fosforilación de  SNAP llevaría a un reciclaje más rápido de las SNARE, incrementando 

su disponibilidad para los eventos de fusión. 
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Un trabajo posterior (Matveeva et al. 2001) confirmó la habilidad de la CaMKII para 

fosforilar a  SNAP, e identificó adicionalmente a  SNAP como sustrato de PKC 

(proteína quinasa C), al menos in vitro. Además, se reportó que tanto la CaMKII como la 

PKC eran capaces de fosforilar in vitro a  SNAP (Matveeva et al. 2001).  

Conocer si las proteínas SNAP son fosforiladas o no in vivo por éstas y/u otras 

quinasas y su posible significancia funcional, constituye un tema de futuras 

investigaciones.  

 

1.2.2.4.3.  SNAP participa de distintos tipos de exocitosis 

 SNAP es un componente esencial de la maquinaria de fusi•n proteica responsable 
en la regulación de diversos tipos de fusión de membrana incluyendo procesos 

exocíticos. Existe evidencia funcional que avala el rol de  SNAP en la exocitosis de 
neuronas (Rothman 1994; Söllner, Whiteheart, et al. 1993; Whiteheart et al. 1993), 

células cromafines (Morgan & Burgoyne 1995), células PC12 (Banerjee et al. 1996), 

células  pancre‐ticas (Kiraly-Borri et al. 1996; Nakamichi & Nagamatsu 1999), 
espermatozoides (Tomes et al. 2005; Rodríguez et al. 2011), plaquetas (Chen, A. 

Bernstein, et al. 2000; Lemons et al. 2000) y células alveolares tipo II (Abonyo et al. 

2003), entre otros ejemplos. 

 

1.2.2.4.4.  SNAP y su relación con la apoptosis 

La apoptosis es el principal mecanismo de muerte celular programada, que ha 

evolucionado eficientemente para eliminar células envejecidas y/o dañadas, sin 

comprometer la arquitectura del tejido y sus funciones. La apoptosis es crucial para la 

homeostasis de un organismo y su desregulación tiene profundas consecuencias 

fisiopatológicas (Cotter 2009; Hotchkiss & Nicholson 2006). Tanto señales externas como 

internas pueden activar la cascada apoptótica. La vía de señalización externa es gatillada 

por los receptores de membrana (Guicciardi & Gores 2009), mientras que la vía de 

señalización interna se encuentra típicamente instigada por las mitocondrias o el RE 

(Ferri & Kroemer 2001; Viana et al. 2010). Ambas vías de señalización activan una 

cascada proteolítica basada en caspasas (Degterev & Yuan 2008; Thornberry & Lazebnik 
1998) que conducen a profundos cambios bioquímicos y morfológicos en las organelas y 

la membrana plasmática (Galluzzi et al. 2009). 

El tráfico vesicular intracelular representa un regulador emergente de la apoptosis, 

que puede determinar el destino celular al participar en la transducción de señales y la 

ejecución de señales proapoptóticas (Aslan & Thomas 2009). Varios estudios han 

revelado conexiones inesperadas entre las proteínas SNARE y el proceso de apoptosis. 
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Por ejemplo, la expresión de varios componentes de las SNARE fueron reportados como 

reguladores de moléculas apoptóticas clave como p53 (Zhang et al. 2008) y caspasas 

(Ho et al. 2009). Por otro lado, se ha reportado que las proteínas SNARE propiamente 

dichas pueden suprimir o acelerar la apoptosis (Zhang et al. 2008; Perrotta et al. 2010; 

Uemura et al. 2009).  

De manera muy interesante  SNAP ha sido implicada en la regulación de la 

supervivencia celular dado que su sobreexpresión protegió a las células de apoptosis 

inducida por las drogas citotóxicas estausporina (Nakajima et al. 2004) y cisplastina (Wu 

& Chao 2010). Se reportó la interacción directa entre  SNAP y BNIP1, un miembro de la 

superfamilia de proteínas proapoptóticas Bcl-2/BH3-only/BNIP0F

1 (Aouacheria et al. 2005; 

Thomadaki & Scorilas 2006), vía su dominio BH3 (Aoki et al. 2008), el cual es un sitio 

común para reguladores apoptóticos. Además, BNIP1 contiene un dominio de homología 

a t-SNARE y se sabe que es un componente del complejo de Sintaxina 18, una SNARE 

involucrada en el transporte ER-Golgi. Sin embargo, BNIP1 no parece ser necesaria para 

el transporte RE-Golgi, sino más bien ser esencial para la organización de la RE, dado 

que su sobreexpresión induce la agregación RE, mientras que su depleción conduce a 

una desintegración parcial RE (Aoki et al. 2008). Para los autores, la observación de que 

la apoptosis inducida por estausporina se viera retrasada cuando se sobreexpres•  
SNAP, podría sugerir que la uni•n de  SNAP a BNIP1 abroga su actividad pro-

apoptótica (Nakajima et al. 2004). 
En un estudio más reciente (Naydenov, Harris, Brown, et al. 2012), el cual es 

consistente con los trabajos anteriores, se reportó que  SNAP tiene un efecto 

antiapoptótico, actuando como un importante regulador positivo de la supervivencia de 

células epiteliales. En dicho trabajo se reportó que la depleción de  SNAP induce la 

apoptosis por mecanismos que involucran la disminución en la expresión de la proteína 

antiapoptótica Bcl-21, el deterioro en las comunicaciones ER-Golgi, la desintegración del 

Golgi y la inhibición del ensamblaje de las uniones celulares epiteliales por disminución 

de la expresión en proteínas de unión. En este sentido, se desprende que la proteína  

SNAP es crítica para la normal estructura y funcionamiento de estos compartimientos y 

su habilidad de generar defensas antiapoptóticas. Esta actividad prosobrevida de  SNAP 

resultó ser independiente de su compañero NSF, dado que la disminución de NSF no 

afectó a la expresión de Bcl-2, ni indujo la apoptosis en células epiteliales.  

                                                 
1 La familia de proteínas Bcl-2 incluye miembros tanto proapoptóticos como antiapoptóticos. La proteína Bcl-2 

propiamente dicha tiene un efecto antiapoptótico (García-Sáez 2012). 
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Adicionalmente, existen evidencias indirectas de un rol prosobrevida de  SNAP in 

vivo, como por ejemplo el hecho de que la deleción de  SNAP en ratones (Chae et al. 

2004) y Drosophila (Babcock et al. 2004) es letal embrionaria, y que los ratones hyh 

(mutantes espontáneos naturales para  SNAP)  están caracterizados por una pérdida 

importante de células neuroepiteliales, lo que podría ser una consecuencia de una 

apoptosis aumentada (Ferland et al. 2009). 

Este rol novedoso para  SNAP puede ser fundamental para el estudio de  

enfermedades, donde la pérdida o la disfunción de este regulador de la fusión de 

membranas pueda resultar en una muerte celular excesiva, y conduzca a una disrupción 

de la arquitectura normal del tejido. 

 

1.2.2.4.5.  SNAP y contactos celulares 

Las uniones intercelulares son una de las características morfológicas más 

distintivas de un epitelio diferenciado, asegurando la integridad de las capas de células 

epiteliales y creando una barrera paracelular para el pasaje de diferentes sustancias. Aún 

más, las uniones son esenciales para determinar la polaridad ápico-basal de las células, 

que determina los fenotipos de absorción o secreción (Giepmans & van Ijzendoorn 2009; 
Green et al. 2010). Han sido identificadas muchos tipos de uniones entre células de 

epitelios de mamíferos incluyendo las uniones estrechas (TJ), uniones adherentes (AJ), 

desmosomas y uniones tipo gap (Giepmans & van Ijzendoorn 2009; Green et al. 2010; 
Tsukita et al. 2001). Las uniones más apicalmente localizadas son las TJ y por debajo las 

AJ, las cuales son consideradas reguladores clave de la barrera paracelular y la polaridad 

celular. Las propiedades de adherencias de las uniones epiteliales están determinadas 

por proteínas integrales de membrana como la E-Caderina, el principal constituyente de 

las uniones adherentes. En un trabajo reciente (Naydenov, Brown, et al. 2012) se reportó 

que  SNAP cumple importantes roles en controlar la integridad estructural de las AJ y TJ 
y en el desarrollo de la barrera paracelular. Esta conclusión es avalada por dos líneas de 

evidencia. Una es el enriquecimiento de  SNAP en las AJ y TJ maduras, y su ciclado 
entre la membrana plasmática y el citosol durante la formación y desensamblaje de los 

contactos intercelulares. La otra evidencia es la pérdida de la función de barrera y 

profundos defectos en la morfolog“a de las AJ y TJ, cuando se deplet• la  SNAP de las 
monocapas epiteliales. Este fenotipo representa uno de las más severas disrupciones de 

uniones apicales en epitelios de mamíferos, causada por la depleción de una única 

proteína. Esta deterioro de las uniones con el silenciamiento, fue acompañada por una 

disminución significativa de la expresión de p120-Catenina y E-Caderina, una 
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fragmentación del Golgi y la disminución de la expresión de GBF1, un intercambiador de 

nucleótidos de Guanidina asociado al Golgi.  

Cabe destacar que estos efectos fueron independientes de las funciones de NSF o la 

inducción de la muerte celular. De este modo, los autores proponen que los mecanismos 

moleculares que subyacen a esta regulaci•n por  SNAP podr“an estar mediados por 
mantener la integridad del Golgi y la expresión y el tráfico de las proteínas de las AJ.  

Por otro lado, se reportó que  SNAP interactúa con la subunidad  de la proteína G 

heterotrimérica (G 12) (Andreeva et al. 2005), y que elevados niveles de G 12 y  SNAP 

en células endoteliales estabilizan la Caderinas del endotelio vascular (VE-Caderina) en 

la membrana plasmática, mientras que la depleción de  SNAP utilizando un ARNip (ARN 

de interferencia pequeño o siRNA) resultó en una pérdida de VE-Caderina de la 

superficie celular, causando la disrupción de las uniones adherentes basadas en VE-

Caderina (Andreeva et al. 2005). 

Adicionalmente, se sabe que la mutación M105I de los animales hyh (sección 

1.2.2.4.7)  conduce a una reducción en los niveles de  SNAP, que resulta en una 

localización anormal de varias proteínas apicales de neuronas (Chae et al. 2004). Estas 

proteínas incluyen: E-Caderina, una proteína esencial para las uniones adherentes 

responsable para la adhesión homotípica célula-célula; -Catenina, una proteína que 

vincula las uniones adherentes con el citoesqueleto de Actina;  -Catenina, la cual se une 

a los dominios citoplasmáticos de las Caderinas, y cuando no está unido a ellas puede 

actuar como regulador de la transcripción; la proteína quinasa C atípica (aPKC) y Pals1, 

una proteína de andamiaje normalmente localizada en las uniones estrechas. Todos 

estos resultados son consistentes con un rol muy activo de  SNAP en el mantenimiento 

de las uniones intercelulares. 

Además de estar vinculada con los contactos célula-célula, se ha reportado que  

SNAP está involucrada en la unión de las células a la matriz extracelular (MEC). Las 

células epiteliales se unen a la MEC vía estructuras de adhesión especializadas formadas 

en su superficie basal, que cumplen funciones críticas en el control de la diferenciación, 

sobrevida y motilidad de las células epiteliales (Naydenov et al. 2014). Las adhesiones 

focales (AF) representan la más abundante e importante clase de adhesiones a la MEC. 

Estas AF son primordialmente dependientes de integrinas, una familia de receptores 

transmembrana heterodiméricos que se dedican a la interacción directa con los 

componentes de ECM (Huttenlocher & Horwitz 2011; Sheppard 1996). 
En un trabajo reciente (Naydenov et al. 2014), se estudiaron los efectos sobre la 

adhesi•n a MEC y la motilidad celular de  SNAP, y se demostraron novedosas funciones 
de  SNAP en el control de la adhesión a MEC e invasión de células epiteliales humanas. 
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Se identific• a  SNAP como un regulador positivo de la adhesi•n a MEC, dado que su 
depleción condujo a un marcado desprendimiento celular, mientras que su 

sobreexpresión aumentó dramáticamente la adhesividad celular a MEC e inhibió la 

invasi•n celular. La pérdida de  SNAP afect• la glicosiliaci•n (Golgi dependiente) y el 
tr‐fico de 1 integrina, y provoc• la disminuci•n de la fosforilaci•n de la FAK y Paxilina, 
que resultaron en el desensamblaje de las AF. Estos efectos de la depleci•n de  SNAP 
fueron independientes de la apoptosis y de NSF. 

Trabajos anteriores documentaron que la depleci•n de  SNAP en células  condujo a 
una dramática fragmentación del Golgi, y se demostró que la disrupción artificial del Golgi 

mostró el mismo fenotipo en varios efectos celulares del knockdown de  SNAP 
(Naydenov, Brown, et al. 2012; Naydenov, Harris, Brown, et al. 2012; Naydenov, Harris, 
Morales, et al. 2012). Del mismo modo, los autores encontraron que la disrupción 

farmacol•gica del Golgi recapitul• los efectos de la depleci•n de  SNAP sobre la 
adhesión a MEC (Naydenov et al. 2014). Estos datos destacan a la disrupción del Golgi 

como un importante evento río arriba que media la disminución en la adhesión a MEC en 

células epiteliales depletadas de  SNAP. 
 

1.2.2.4.6. Niveles alterados de  SNAP y su relación con enfermedades 

Si bien no hay en la actualidad estudios sistemáticos disponibles de la expresión de 

 SNAP bajo estado patológico, existen muchos reportes demostrando una relación entre 

enfermedad y alteraciones de los niveles de distintas proteínas de tráfico celular. La 

proteína  SNAP ha sido identificada en la regulación de mecanismos fisiológicos y 

patologías específicas tales como la secreción de insulina inducida por glucosa en células 

pancreáticas  (Nakamichi & Nagamatsu 1999; Ohara-Imaizumi et al. 2001) y  diabetes 

tipo II (Zhang et al. 2002); desórdenes neurológicos como la enfermedad Creutzfeldt-

Jakob (Steinacker et al. 2005), enfermedad de Huntington (Morton et al. 2001) y síndrome 

de Down (Weitzdoerfer et al. 2001). Asimismo, los niveles de  SNAP han sido vinculados  

con tumores neuroendócrinos agresivos (Grabowski et al. 2002) y sensibilización de 

frente a estímulos de muerte celular  (Wu, Chow, et al. 2011), además de tener una 

estrecha relación con las vías MAPK /ERK, JNK , P38 y P53 (Wu, Sun, et al. 2011; 

Skirnisdottir et al. 2013) en células tumorales. 

En su conjunto, todos estos datos podr“an sugerir la posibilidad de que  SNAP sirva 
como un reóstato determinando respuestas celulares y comportamiento frente a 

diferentes condiciones patológicas. 

Aún resta mucho por aprender y se necesitan más estudios para evaluar y analizar 

sobre las implicancias fisiopatalógicas de las alteraciones de las funciones celulares 
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dependientes de  SNAP, y los posibles roles de  SNAP en procesos patol•gicos tales 
como neurodegeneración, inflamación y cáncer. 

 

1.2.2.4.7. Mutación M105I en  SNAP: ratones hyh  

La hidrocefalia con marcha de salto, comúnmente conocida como hyh (del inglés, 

hydrocephaly with hop gait) es una mutación recesiva que surgió espontáneamente en la 

cepa de ratones C57BL_10J (Lane 1985; Bronson & Lane 1990). Casi dos décadas 

después del descubrimiento de la enfermedad, dos estudios independientes identificaron 

que una mutación puntual con cambio de sentido o missense en el gen Napa (que 

codifica para  SNAP) es la responsable del fenotipo hyh (Chae et al. 2004; Hong et al. 

2004). La mutación hyh consiste en una transición de Guanina (G) a Adenina (A) en el 

exón 4 del gen Napa, que resulta en una substitución aminoacídica de una Metionina del 

residuo 105 por una Isoleucina (M105I). La Met105 es un residuo altamente conservado 

evolutivamente en todas las  SNAP de mam“fero conocidas (Fig 1.12), sugiriendo que el 
residuo mutado en los ratones hyh es de crítica importancia para la proteína. 

 
Figura 1.12. Conservación evolutiva de  SNAP. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de  SNAP 

incluyendo el dominio -hélice 5 de: Drosophila, humano, bovino, rata, ratón wild type y ratón hyh. Los 

residuos idénticos están marcados en gris. El sitio de la mutación con pérdida de sentido está marcado en 

rojo. El dominio -hélice 5 está indicado por una barra gris (Rice & Brunger 1999). Números de acceso 

SWISSPROT: Drosophila: Q23983; humano: P54920; bovino: P81125; rata: P54921; y rat•n: Q9DB05. 
Imagen modificada de Hong et al. 2004. 

 

A nivel clínico, esta mutación conduce una condición recesiva caracterizada por 

desórdenes neurológicos que incluyen una hidrocefalia que se desarrolla in utero y 

malformación del cerebro, acompañado por el desarrollo de anormalidades 

comportamentales luego del nacimiento como el denominado hopping gait o marcha en 

saltos, el correr en círculos y un deterioro en el equilibrio. Adicionalmente se producen 

otras alteraciones, ya no del orden neurológico, como poca ganancia de peso 

(probablemente debido a defectos en la secreción de insulina), alteraciones en el pelaje 

(Bátiz et al. 2006; Pérez-Fígares et al. 1998), entre otros. Anatómicamente la 

característica más conspicua del fenotipo hyh es una cabeza en forma de domo que se 

desarrolla a partir de las dos semanas de edad.  
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Se han descripto múltiples anomalías del sistema nervioso incluyendo: córtex 

cerebral pequeño (Chae et al. 2004); ausencia del canal central en la médula espinal;  

denudación de las células ependimarias que recubren los ventrículos y desorganización 

de las neuronas de la vermis rostral del cerebelo (Hong et al. 2004). La disrupción de las 

células ependimarias/neuroepiteliales de la superficie de los ventrículos parece ser el 

mecanismo neuropatológico que gatilla tanto la hidrocefalia como el desarrollo anormal 

del córtex cerebral (Jiménez et al. 2001; Wagner et al. 2003; Páez et al. 2007; Ferland et 

al. 2009). 

La hidrocefalia se vuelve más severa con la edad del animal; al momento del 

nacimiento los ratones hyh parecen tener una comunicación abierta entre todos los 

ventrículos, pero con la edad la comunicación entre el acueducto caudal y el cuarto 

ventrículo se sella (Pérez-Fígares et al. 1998; Jiménez et al. 2001). 

Todos los animales con el genotipo hyh en homocigosis desarrollan el fenotipo hyh 

pero es importante destacar que la severidad no es la misma en todos los animales 

afectados; la manifestación del fenotipo hyh es heterogénea y varía con el sexo, siendo 

más severa en machos (Bátiz et al. 2006). La mayoría de los animales muere a los dos 

meses de edad, aunque sin embargo, algunos animales pueden sobrevivir hasta dos 

años (período de vida casi normal), aparentemente debido a ventriculostomías 

espontáneas que permiten normalizar la presión intracraneal (Bátiz et al. 2006). 

Chae y colaboradores (Chae et al. 2004) reportaron marcadas anomalías de las 

estructuras polarizadas de la zona ventricular en animales hyh. Algunas uniones 

adherentes fueron desplazadas de la superficie ventricular y las demás se mostraron 

mucho más difusas y perdiendo su distribución espaciada y alineada regular. El análisis 

de -Catenina, que une la F-Actina a las uniones adherentes, presentó un patrón similar. 

Por su parte, la distribución de E-Caderina, componente primario de las uniones 

adherentes, fue también alterada, presentando una marca más difusa, sin localización 

clara en las uniones adherentes. La localización de otras proteínas apicales incluyendo 

aPKC e INADL (InaD-like) fue también anormal en neuroepitelios de las mutantes hyh. 

Según los autores, todas estas alteraciones en los complejos de unión conducen a la 

denudación del epitelio apical (Jiménez et al. 2001), ya que proponen que estos defectos 

estarían también presentes en el linaje celular ependimal, lo que sería la causa del 

desprendimiento de las neuronas ependimarias que ocurre en los ratones hyh. 

En los animales mutantes hyh la morfología general de las vesículas neuropiteliales 

resultó normal, pero la localización de las vesículas apicales resultó severamente 

anormal. Por su parte, la localización y la estructura del Golgi en neuronas resultaron 

normales en animales hyh. En contraste, la localización de Vamp7 una SNARE de 
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vesícula involucrada en el transporte apical en células epiteliales (Bogdanovic et al. 2002; 

Lafont et al. 1999) y neuronas (Coco et al. 1999; Martinez-Arca et al. 2000), que se 

presenta apical en células neuroepiteliales normales, se vió profundamente alterada en 

los mutantes hyh. 

La formación de un córtex cerebral pequeño en ratones hyh ha sido atribuida a una 

sobreproducción temprana en la capa interna de neuronas corticales del cerebro, a 

expensas de células progenitoras, causando la depleción de las mismas, lo que resulta 

en una subproducción de la capa superior de neuronas corticales (Chae et al. 2004). Esto 

sugiere un rol para  SNAP en la regulaci•n del destino celular. Dado que  SNAP es una 
proteína reguladora del tráfico de proteínas (Clary et al. 1990; Püschel et al. 1994), podría 

regular el destino celular controlando el transporte de proteínas polarizadas en los 

progenitores neurales. Los autores, por lo tanto, hipotetizan que la localización alterada 

de las proteínas apicales es la causa de los cambios observados en el destino celular de 

los progenitores neurales (Chae et al. 2004). Vale la pena señalar que la única 

hidrocefalia humana caracterizada a nivel molecular se debe a mutaciones en el gen de 

la molécula de adhesión neuronal N -CAM L1. Esto indica que las anormalidades en la 

adhesión célula- célula neuronal, que resultan de diferentes causas, pueden conducir a 

fenotipos hidrocefálicos (Andreeva et al. 2006). 

 SNAP podría estar afectando otros órganos aparte del cerebro, aunque estudios 

previos demostraron que no hay hipoplasia en otros órganos en animales hyh (Bronson & 
Lane 1990), quizás debido a que otros tejidos regulan su tamaño postnatalmente, 

mientras que el cerebro postnatal contiene una gran cantidad de neuronas postmitóticas. 

Adicionalmente, otros tejidos podrían también presentar una mayor redundancia para  

SNAP durante la embriogénesis, a través de su isoforma m‐s lejanamente relacionada  
SNAP, o aún más la propia mutante  SNAP M105I  en los niveles en los que se 

encuentre (puede haber hipomorfismo o no), puede ser suficiente para el tráfico de 

membranas. Si bien es tentador pensar que ante la falla de  SNAP, por la alta 

homología y la redundancia en algunas de sus funciones,   SNAP podría cumplir un rol 

compensatorio para  SNAP, esto no ocurre dado que  SNAP no se expresa hasta el 

nacimiento, desde el día postnatal 0 hasta la adultez (Püschel et al. 1994). De hecho, los 

defectos en los mutantes hyh pueden ser detectados en etapas tempranas del desarrollo 

(Jiménez et al. 2001). 

 

1.2.2.4.7.1. Perspectiva molecular de la mutación M105I en  SNAP 

Desde el punto de vista molecular, la proteína SNAP M105I resultó funcional en 

términos de la capacidad de unión al complejo SNARE y su desensamblaje mediado por 
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NSF. Sin embargo, aunque Chae y colaboradores (Chae et al. 2004) no detectaron 

ninguna diferencia en la uni•n de  SNAP a los complejos SNARE in vitro para los 

ratones hyh; Hong y colaboradores por su parte (Hong et al. 2004) reportaron una 

disminución en la interacci•n de  SNAP con los complejos SNARE in vivo en ratones 

hyh, ensayada por co-inmuprecipitación de lisados de cerebro utilizando un anticuerpo 

anti-Sintaxina y revelando con anti-  SNAP.  
Ambos estudios (Chae et al. 2004; Hong et al. 2004) reportaron en animales hyh una 

disminución en cerebro de la expresión de  SNAP M105I a nivel de proteína, pero a nivel 

de mensajero existe una discrepancia en la cual uno de los grupos de trabajo reportó una 

disminución (Chae et al. 2004), mientras que no así el otro (Hong et al. 2004), que 

informó cantidades similares de mensajero. Por lo tanto, no resulta claro si la disminución 

en la expresión de la proteína  SNAP mutada puede deberse a una inestabilidad del 

mensajero y/o de la proteína. Dado que la mutación M105I no cambia la carga 

aminoacídica (ambos son aminoácidos no polares), se sugiere que la poca cantidad de 

de proteína que hay debe ser al menos parcialmente funcional, dado que se sabe que el 

knockout para  SNAP es letal embrionario en ratón (Chae et al. 2004) y de igual modo 

para su ortólogo de levaduras Sec17-p (Giaever et al. 2002), por lo tanto, un alelo nulo 

sería letal también. 

La Metionina 105 (Met105) está expuesta en la cara convexa de  SNAP que, de 

acuerdo a la homología con Sec17-p, es la cara involucrada en la unión a NSF (Marz et 

al. 2003). Además, la Met105 de  SNAP se encuentra entre dos residuos (E99 y E109) 

cuyas mutaciones causaron un aumento significativo de la estimulación del desensamble 

del complejo SNARE (Fig. 1.13.a). (Marz et al. 2003). Por otro lado, es importante 

destacar que la mutación se encuentra en la cara opuesta a aquella donde se encuentran 

los residuos que mutados, alteran su unión al complejo SNARE (Marz et al. 2003) 

(Fig.1.13.b).  
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Figura 1.13. Modelo de homología de  SNAP basado en la estructura cristalina del ortólogo de levaduras 

Sec17p. a. Los residuos de las posiciones 99 y 109 que se muestran en amarillo, presentan actividad normal 

de unión al complejo SNARE, pero un aumento de la capacidad de estimular el desensamble cuando están 

mutados (E99A, E109A) (Marz et al. 2003). El residuo de la posición 105 que está mutado en los animales 

hyh se muestra en naranja. b. Se muestra la superficie de la cara convexa o de atrás de  SNAP donde se 

encuentra expuesta la Met105 (rojo), y la cara opuesta que es la cara cóncava o frontal de  SNAP, donde se 

encuentran los residuos involucrados en la interacción con las SNARE (azul). Imagen modificada de Hong et 

al. 2004 (a) y Chae et al. 2004 (b). 

 

Por estudios de dicroísmo circular de UV-lejano, se demostró que el plegamiento de 

la proteína no está alterado (Chae et al. 2004). Es muy importante destacar que si bien 

no hay suficientes evidencias aún, existe la posibilidad formal de que la proteína mutante 

 SNAP M105I puede llegar a ser menos funcional en procesos que no han sido 

directamente probados en estos trabajos (Chae et al. 2004; Hong et al. 2004). De hecho, 

posterior a la publicación de estos trabajos se demostró en un contexto celular más 

complejo, que la mutante M105I no es completamente funcional (Bátiz, De Blas, et al. 

2009). Por lo tanto, la disminuci•n en el nivel de expresi•n de  SNAP conjuntamente con 
posibles cambios de la actividad in vivo de esta proteína podrían ser los determinantes 

críticos del fenotipo hyh. 

Adicionalmente se estudiaron los niveles de expresión en cerebro de las proteínas 

NSF, Sintaxina y SNAP-25 que se sabe interactúan con  SNAP (Söllner, Whiteheart, et 

al. 1993; Hanson et al. 1995; Hohl et al. 1998; Hayashi et al. 1995; Barnard et al. 1997; 

Kee et al. 1995; Marz et al. 2003), no observándose diferencias entre los animales wild 
type y hyh (Hong et al. 2004).  

 

1.2.2.4.7.2. Defectos en la reacción acrosomal en ratones hyh  

Como se mencionó con anterioridad, los ratones hyh presentan una fenotipo 

neuropatológico y clínico heterogéneo (Bátiz, De Blas, et al. 2009). Cerca del setenta por 

ciento de los mutantes desarrollan una progresión rápida  del fenotipo (RP), y la mayoría 

de ellos muere durante los primeros dos meses de vida. El otro treinta por ciento de los 

animales crecen con un fenotipo más suave o de progresión lenta (SP) y sobreviven 

hasta casi los dos años de vida (Bátiz et al. 2006). En el trabajo de Bátiz y colaboradores 

(Bátiz, De Blas, et al. 2009), los animales más afectados (RP) presentaron una dilatación 

de los ventrículos cerebrales muy marcada, testículos significativamente menores y una 

cantidad de espermatozoides dramáticamente reducida con respecto a los animales wild 
type. En contraste, los animales SP presentaron una dilatación ventricular moderada, 

testículos de un tamaño casi normal, al igual que el conteo de espermatozoides de cauda 

epididimario. 
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A pesar de presentar espermatozoides con una morfología y motilidad normal, los 

animales mutantes hyh con fenotipo de progresión lenta presentaron una fuerte 

disminución de la fertilidad evaluada in vivo. Es importante destacar que los ratones hyh 

SP presentan una actividad motriz preservada (Bátiz et al. 2006) y son capaces de 

copular, lo que se comprobó por la observación del tapón vaginal en las hembras luego 

de la cópula.  

Incluso cuando la fecundación  se evaluó in vitro, los espermatozoides de ratones 

hyh se comportaron pobremente en comparación con los de los ratones wild type. No 

obstante, la diferencia entre genotipos fue menos dramática en los estudios in vitro, que 

en los estudios de apareamiento in vivo. En consecuencia, otros defectos no evaluados 

por fertilización in vitro pueden contribuir a este fenotipo. En este contexto, puede 

sugerirse que aunque los ratones SP son capaces de copular, tienen impedimentos en la 

marcha y el equilibrio (Bátiz et al. 2006) que podrían afectar la frecuencia y la eficacia de 

la cópula, lo que no descarta otros tipo de defectos. 

Los experimentos de reacción acrosomal indicaron que el problema principal de los 

espermatozoides de ratones hyh es una capacidad reducida de sufrir exocitosis, luego de 

la estimulación con progesterona e incluso con el ionóforo de Calcio A23187. 

Adicionalmente los autores reportaron que el agregado de  SNAP wild type exógena a 

espermatozoides permeabilizados de ratones hyh, pudo rescatar la exocitosis acrosomal 

en estas células, mientras que la  SNAP M105I fue menos efectiva en rescatar la 
exocitosis. Aún más, la proteína mutada resultó inhibitoria cuando se le agregó a 

espermatozoides de ratón wild type y humanos. Es importante resaltar que, como se 

mencion• con anterioridad un exceso de prote“na  SNAP wild type resultó también 

inhibitoria, pero en una concentración mucho más alta (Tomes et al. 2005). 

Adicionalmente, los autores demostraron que la proteína mutada tiene una expresión 

alterada en varios tejidos; tal como se observaba en cerebro en el cual hay una alteración 

de la concentración en el estado estacionario (Chae et al. 2004; Hong et al. 2004), los 

niveles de  SNAP en testículo y epidídimo fueron significativamente más bajos en los 

animales mutantes. Sin embargo, en espermatozoides, la cantidad de proteína 

encontrada fue normal. Por lo tanto, es poco probable que el defecto en la exocitosis 

acrosomal sea causado por una disminución en la cantidad de  SNAP.  

 En su conjunto, estos resultados constituyen una fuerte evidencia de que la proteína 

 SNAP M105I tiene un mal funcionamiento intrínseco, demostrando por primera vez un 

defecto funcional de la proteína mutada, ya que ha sido propuesto que la mutación M105I 

afecta a la expresión pero no a la función de la proteína (Chae et al. 2004; Hong et al. 

2004). 
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Por otro lado, los niveles de expresión de NSF fueron relativamente altos en 

testículo, epidídimo y espermatozoides de ratones hyh, probablemente como una 

respuesta compensatoria a la cantidad disminuida de  SNAP funcional en estas células.  

Cabe destacar que los ratones hyh constituyen el primer ejemplo de un problema de 

fertilidad relacionado directamente con un factor necesario para el mecanismo general de 

secreción regulada, que afecta específicamente a la reacción acrosomal. 

Por todo lo expuesto, los ratones hyh proporcionan un modelo in vivo excelente y 

único para una mayor comprensión de los eventos de fusión y tráfico de membrana. 

Además, los mutantes hyh proveen una valiosa herramienta para evaluar las posibles 

funciones de  SNAP en la embriogénesis, el desarrollo cerebral e hidrocefalia congénita 

y otros aspectos tales como las consecuencias de la mutación en animales adultos 

maduros sexualmente. 

 

1.2.2.5. Proteína NSF 

NSF (del inglés, N-ethylmaleimide-sensitive-factor: Factor sensible a N-etilmaleimida) 

fue la primera proteína identificada en el tráfico de membranas de eucariotas (Block et al. 
1988; Malhotra et al. 1988). Es una ATPasa hexamérica, miembro de la familia de 

proteínas ATPasas (AAA+) que consisten en dos anillos de ATPasas,  conocidas como 

AAA+ tipo II, y están asociadas con variadas actividades celulares (Shah et al. 2015). 

Estas enzimas están en general involucradas en el desplegado, desensamble y/o 

remodelado de proteínas y sus complejos, juegan un rol muy importante en mantener la 

homeostasis, y son típicamente pentámeros o hexámeros en su estado activo. La familia 

de proteínas AAA+ ATPasas, generalmente utiliza la hidrólisis de ATP para alterar la 

conformación de una proteína sustrato (Hanson & Whiteheart 2005). En general, las  

ATPasas Tipo II AAA+ son difíciles de estudiar por la complejidad que introduce el anillo 

doble de ATPasas; además, al ser moléculas tan grandes y complejas se dificulta la 

obtención de cristales para la determinación de sus estructuras. 

NSF es un componente esencial de la maquinaria que regula la fusión de bicapas 

lipídicas. Como se menciona en  la sección 1.2.2.1.1, NSF, de forma concertada con las 

proteínas SNAP, desensambla el complejo SNARE a proteínas individuales, tras la 

hidrólisis de ATP (Söllner, Bennett, et al. 1993; Mayer et al. 1996; Hanson et al. 1997). Es 

por ello que el rol esencial de NSF es mantener una fuente de proteínas SNARE listas 

para fusionarse, para una variedad muy extensa de procesos celulares, incluyendo la 

liberación de neurotransmisor, el transporte de proteínas y la secreción de hormonas 

(Wickner & Schekman 2008; Südhof 2013; Sutton et al. 1998; Weber et al. 1998). 
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 La mayoría de los organismos eucariotas codifican para un solo gen de NSF, siendo 

la excepción conocida la mosca, en la cual se ha reportado la existencia de dos 

homólogos de NSF (Boulianne & Trimble 1995; Pallanck, Ordway, Ramaswami, et al. 
1995). En contraste, hay tres homólogos de proteínas SNAP en mamíferos (Whiteheart et 

al. 1993; Stenbeck 1998) y docenas de diferentes complejos SNARE en una célula 

eucariota típica, dependiendo del compartimiento específico (Jahn & Scheller 2006). A 

pesar de esto, la NSF es responsable para el desensamble de todos los complejos 

SNARE conocidos. Adicionalmente, NSF puede también cumplir un rol en el 

establecimiento de complejos SNARE fusogénicos en conjunto con Munc18 y Munc13 

(Ma et al. 2013).  

La NSF fue descubierta y purificada por Block y colaboradores (Block et al. 1988) por 

su habilidad de recuperar la actividad de transporte inter-cisternas en las membranas del 

Golgi luego de su tratamiento con N-Etilmaleimida (NEM). Desde su aislamiento original, 

la NSF ha sido involucrada en múltiples pasos de eventos fusión de membranas de tanto 

la secreción constitutiva como la regulada. Con respecto a la vía secretoria constitutiva, 

se sabe que NSF es requerida para la mayoría de sus pasos, incluyendo  transporte ER-

Golgi, intra cisternas del Golgi y Golgi-membrana plasmática  (Beckers et al. 1989; 
Malhotra et al. 1988; Block et al. 1988; Ikonen et al. 1995; Low et al. 1998). Asimismo, 

NSF es fundamental para varios pasos de la vía endocítica incluyendo la fusión 

homotípica de endosomas (Diaz et al. 1989), la fusión endosoma-endosoma tardío 

(Robinson et al. 1997) y  endosoma-lisosoma (Rodriguez et al. 1994; Mullock et al. 1998). 
Asimismo, NSF fue reportada en el proceso de transcitosis en células epiteliales 

polarizadas (Sztul et al. 1993; Apodaca et al. 1996). 

Con el foco en la secreción regulada, se ha demostrado un importante rol para la 

NSF en: neurotransmisión (Schweizer et al. 1998; Pallanck, Ordway, Ramaswami, et al. 
1995; Kawasaki et al. 1998; Sanyal et al. 1999; Kawasaki & Ordway 1999; Hong et al. 
1994; Nishimune et al. 1998; Osten et al. 1998; Song et al. 1998; Littleton et al. 1998); 

exocitosis de gránulos en plaquetas (Lemons et al. 1997; Polg‐r & Reed 1999; Chen, A. 
M. Bernstein, et al. 2000; Chen, A. Bernstein, et al. 2000; Lemons et al. 2000); exocitosis 

de gránulos en células neuroendócrinas (Moriyama et al. 1995; Morgan & Burgoyne 1995; 
Burgoyne & Williams 1997; Banaschewski et al. 1998); y exocitosis acrosomal (Michaut et 

al. 2000; Tomes et al. 2005), entre otros procesos exocíticos (Whiteheart et al. 2001). 

 

1.2.2.5.1. Estructura de la proteína NSF 

En su estado funcional, NSF es un homohexámero con una masa molecular total de 

~500 kDa.  Cada mon•mero de NSF tiene un peso molecular predicho de ∼ 82 kDa (744 
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aminoácidos) y comprende: un dominio N-terminal de unión a sustrato (dominio-N, 

residuos 1–205), esencial para la uni•n de  SNAP, seguido por dos dominios AAA+ 

ATPasa designados como D1 (residuos 206–477) y D2 (residuos 478–744) (Fig. 1.14.) 

(Whiteheart et al. 2001). Experimentos en los que se eliminó ya sea D1 o D2, y otros en 

los cuales se mutaron sitios catalíticos clave en los sitios activos de estos dominios, 

sugirieron que D1 es el dominio con mayor actividad ATPasa, e indicaron que su 

actividad es esencial para el desensamble del complejo SNARE (Whiteheart et al. 1994; 

Steel & Morgan 1998). La unión del dominio D1 a ATP y su posterior hidrólisis, inducen 

un cambio conformacional que conduce al desensamble del complejo SNARE. Aunque el 

dominio D2 tiene muy poco o nada de actividad ATPasa como dominio aislado,  se sabe 

que el dominio de unión a ATP de D2 es esencial para la conformación del hexámero de 

NSF y el desensamble del complejo SNARE  (Tagaya et al. 1993; Nagiec et al. 1995). 

La estructura del dominio N-terminal ha sido resuelta tanto para su ortólogo de 

levaduras (Sec18p) (Babor & Fass 1999) como para la NSF de mamíferos (May et al. 

1999; Yu et al. 1999). El dominio N tiene un forma arriñonada y puede ser subdivido a su 

vez en dos sub-dominios (NSF-NA y NSF-NB, Fig. 1.14, arriba), que están conectados por 

una región de unión, que difiere en largo para los dos ortólogos. El subdominio NSF-NA 

(residuos 1–83) consiste en seis hojas plegadas-  y dos -hélices, dispuestas en un 

barril-  con dos vueltas ψ (barril psi beta doble) (Castillo et al. 1999). Las 2 -hélices 

están posicionadas en el mismo extremo del barril- , y se sabe que la segunda -hélice 

( -2) forma parte la interfase con el subdominio NSF-NB. Por su parte, el subdominio 

NSF-NB (residuos 87–201) está compuesto por cuatro hojas plegadas-  y una -hélice 

dispuestas en un giro / , donde las 4 hojas-  rodean a la -hélice. 

Si bien el dominio D1 no ha sido cristalizado, su estructura D1 fue recientemente 

determinada (Zhao et al. 2015) por ensayos de microscopía electrónica. Como 

particularidad, el dominio D1 tiene dos -hélice caracter“sticas dobladas ( 0 y 2), y un 
larga ( 7) (Fig. 1.14, mitad). 

Por su parte, la estructura del dominio D2 fue el primer dominio AAA+ en ser 

determinado (Yu et al. 1998; Lenzen et al. 1998). En general, se compone de dos 

subdominios: /  y , que es una caracter“stica t“pica de todos los dominios AAA+ 
(Fig.1.14, abajo). 

Los dominios D1 y D2 contienen sitios de unión a nucleótidos,  donde los residuos 

conservados de Lisina (aminoácidos 266, 549) son cruciales para la unión de ATP 

(Whiteheart et al. 1994; Matveeva et al. 1997). Además, existe una región altamente 

conservada dentro de los dos sitios de unión a ATP de NSF, denominada segunda región 

de homología (SRH) que es una característica única de las proteínas AAA+. Estos SRH 
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poseen dos residuos de Arginina altamente conservados, denominados dedos de 
argininas”, que en otras proteínas AAA+ son importantes para la hidrólisis de ATP (Ogura 

et al. 2004). Las mutaciones en estos residuos de NSF tienen limitado efecto en la 

actividad ATPasa, pero la mayoría suprimen el desensamble del complejo SNARE  

(Matveeva et al. 2002).  

 

 
 

Figura  1.14. Estructura de la proteína NSF. La proteína NSF posee 3 dominios: N, D1  y D2, coloreados en  

rosa, azul y violeta, respectivamente. Se muestran las estructuras cristalinas de los dominios N (código 

acceso PBD 1qcs) y D2 (código acceso PBD 1nsf) de NSF. La estructura obtenida por cryo-EM del dominio 

D1 unido a ATP (código acceso PBD 3j94). Las estructuras se muestran en escala, con los subdominios 

señalados. Comparado con el dominio D2, el D1 posee una -hélice caracter“stica doblada ( 2). Imagen 
modificada de Zhao & Brunger 2015. 

 

Por diversos estudios de microscopía electrónica de criofractura (Hanson et al. 1997) 

y de cryo-EM en complejos SNARE-  SNAP-NSF (Furst et al. 2003), NSF muestra 

claramente estar compuesta por 6 subunidades, dispuestas como un barril formado por 

dos anillos: los dominio D1 y D2 respectivamente, con protuberancias por encima, 

presumiblemente las dominios N de NSF (Fig. 1.15). La conformación adoptada por NSF 

depende si el nucleótido unido es ATP o ADP. Como se describe en la sección 1.2.2.1.1, 
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este cambio de conformación es la clave de cómo usa NSF la hidrólisis de ATP para 

desensamblar los complejos SNARE. 

 

 

 
 

Figura 1.15. Estructura EM del supercomplejo 20S formado por NSF, SNAP y el complejo SNARE.   

Las estructuras de los distintos componentes han sido previamente determinadas por cristalografía de rayos-

X o cryo-EM y fueron ajustados a un mapa EM. Imagen modificada de Zhao & Brunger 2015.  

 

1.2.2.5.2. Actividad ATPasa de NSF 

La actividad ATPasa intrínseca de NSF es muy baja (Tagaya et al. 1993). Se ha 

propuesto que el dominio N de NSF ejerce algún control sobre su actividad ATPasa, dado 

que anticuerpos contra esta región causan un incremento de dos veces la actividad 

hidrolítica (Sumida et al. 1994). Como se ha mencionado con anterioridad, la unión de 

NSF a  SNAP inmovilizada estimula la actividad ATPasa (Morgan et al. 1994); sin 

embargo, la máxima estimulación de la actividad ATPasa de NSF se logra con su unión a 

 SNAP-complejo SNARE (Matveeva & Whiteheart 1998). La penúltima Leucina de  
SNAP (L294) es crítica para esta actividad (Barnard et al. 1996; Barnard et al. 1997), se 

cree por interacción directa entre NSF y la leucina en posición 294 (o residuos 

adyacentes). Consistentemente, la mutaci•n L294A de  SNAP es incapaz de mediar el 
desensamble en el complejo 20S. 

Como se mencionó anteriormente, la mayoría de la actividad ATPasa basal y 

estimulada de NSF reside en su dominio D1 (Whiteheart et al. 1994; Steel & Morgan 
1998). Las mutaciones en el sitio de uni•n a ATP del dominio D1 (K266A y E329Q) 
causan entre un 70 y 80 % de disminución en la actividad ATPasa con respecto a la de 

NSF wild type  (Whiteheart et al. 1994). La mutante K266A afecta la capacidad de unión 

de NSF al complejo SNAP-SNARE, y la mutante E329Q (también llamada D1EQ) falla en 
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disociar los complejos SNAP-SNARE (Nagiec et al. 1995). Cabe destacar que las 

mutaciones en el dominio D2 de NSF disminuyen la actividad ATPasa, pero sólo 

mínimamente  (Whiteheart et al. 1994).  

Adicionalmente, se sabe que la mutante comatosa de NSF en Drosophila, que tiene 

una mutación en el dominio D1 cerca del sitio de unión de ATP, presenta parálisis 

(Pallanck, Ordway & Ganetzky 1995). Cuando esta mutación fue diseñada en la NSF de 

mamíferos  (G282E), la proteína mutada resultante no presentó actividad ATPasa (Müller 
et al. 1999). En su conjunto, estos datos demuestran la importancia del dominio D1 en la 

actividad ATPasa de NSF, y por lo tanto en su función en eventos de tráfico de 

membrana. 

 

1.2.2.5.3. Regulación de NSF  

Inicialmente se pensó que NSF tenía una expresión y activación constitutiva 

(prote“na house-keeping), y que no estaba sujeta a ningún tipo de regulación. Estudios 

posteriores demostraron que la actividad de NSF no es uniforme, y puede ser regulada 

por diferentes mecanismos, incluyendo la fosforilación y la S-nitrosilación. 

Se cree que PKC parece ser la responsable de fosforilar a NSF en el residuo Ser237 

en el dominio D1. Esta fosforilación se correlacionó con la liberación de glutamato desde 

sinaptosomas de cerebro de rata. La mutación de este residuo a Alanina elimina la 

fosforilación in vitro, y su mutación a ácido Glutámico atenúa la unión a los complejos 

SNARE (Matveeva et al. 2001). El efecto de la mutación de la Ser237, sólo puede ser 

entendida en el contexto espacial de la molécula, ya que la Ser237 se encuentra en la 

regi•n 1, espacialmente cercano al sitio de uni•n a ATP. 
NSF puede también ser fosforilada por la Serina/Treonina quinasa, Pctaire1. Pctaire1 

fosforila a NSF en la Ser569 en el dominio D2, y esto afecta la oligomerización de NSF 

(Liu et al. 2006). La mutación de este residuo Ser569 a Alanina (S569A) abole la 

fosforilación y estabiliza el oligómero de NSF. Por otra parte, la mutación de Ser569 a 

ácido Glutámico (S569E) causa un defecto en la oligomerización. La inhibición de la 

actividad de la quinasa Pctaire1 por sobreexpresión de su mutante quinasa inactiva 

(Pctaire1-KD)  aumenta la habilidad de NSF para hexamerizar. De forma consistente con 

estos resultados, la sobreexpresión de Pctaire1-KD o NSF-S569A en células PC12, 

aumenta la liberación de la hormona de crecimiento en vesículas de núcleo denso 

estimuladas por Potasio. Estos resultados sugieren que la fosforilación de NSF por 

Pctaire1 juega un importante rol en regular la exocitosis Calcio dependiente (Liu et al. 

2006). 
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 La fosforilación en tirosina de NSF fue demostrada por Huynh y colaboradores 

(Huynh et al. 2004). Las proteínas tirosina-quinasa Fes y Fer fosforilan a NSF en Tyr83, y 

la tirosina fosfatasa PTP-MEG2, remueve específicamente el fosfato. La fosforilación en 

Tyr83 incrementa la actividad ATPasa de NSF, pero previene la uni•n a  SNAP. Esto 
sugiere que la fosforilación en tirosina de NSF podría ser funcionalmente inactiva y 

conducir a una acumulación de cis-SNARE muertos o gastados  (en el sentido de que no 
pueden ser reciclados a SNARE monoméricas, disponibles para la fusión), inhibiendo por 

lo tanto la fusión de membranas. Esta hipótesis está avalada por trabajos en células T 

Jurkat, en las que demuestran que la PTP-MEG2 funciona como un regulador positivo de 

NSF que promueve la secreción de vesículas (Wang et al. 2002). Lo mismo se demostró 

en reacción acrosomal de espermatozoides humanos, donde se reportó que PTP1B 

provoca la disociación de los complejos cis-SNARE en un mecanismo que involucra a 

NSF (Zarelli et al. 2009). Estos trabajos indican que la fosforilación/desfosforilación de 

NSF puede regular la dinámica del ciclo de fusión de vesículas con la membrana 

plasmática. 

Por otra parte, dado que la inhibición de la actividad de NSF por NEM (un agente 

alquilante) está basada en la sensibilidad de cisteínas específicas a la alquilación, NSF 

es un probable target  de regulación por S-nitrosilación. La nitrosilación de NSF fue 

primeramente demostrada en células endoteliales (Matsushita et al. 2003) y 

posteriormente en plaquetas (Huang et al. 2005). El óxido nítrico (NO) es un segundo 

mensajero del sistema cardiovascular que limita la inflamación vascular y la trombosis 

por, en parte, afectar la exocitosis en células endoteliales y plaquetas. En estos trabajos 

se ha reportado que la inhibición de la exocitosis de gránulos en estos modelos por parte 

del NO puede deberse a la S-nitrosilación de NSF, efecto que pudo ser revertido por la 

adición de NSF (Matsushita et al. 2003; Huang et al. 2005).  

Más recientemente, se ha demostrado que NSF puede ser regulada adicionalmente 

por peróxido de hidrógeno. En células endoteliales, H2O2  inhibe la exocitosis estimulada 

por trombina; esta inhibición puede ser revertida por NSF (Matsushita et al. 2005). Esto 

sugiere que NSF puede ser un sensor rédox en la célula, cuya actividad decrece cuando 

el estado de oxidación del citosol aumenta. 

 

1.2.2.5.4. Interacción de NSF con proteínas diferentes al complejo SNAP-SNARE 

 A pesar de su rol bien establecido para NSF como chaperona de las SNARE, un 

número creciente de informes sugieren que NSF desempeña funciones celulares 

adicionales a través de sus interacciones con otras proteínas (Whiteheart & Matveeva 
2004). De este modo, además de su interacción con el complejo SNAP-SNARE, se ha 



׀  Introducción 

52 
 

reportado que NSF es también capaz de unirse a otras proteínas y complejos proteicos 

que pueden dividirse en dos clases. La primera clase corresponde a los dominios C-

terminal citoplasmáticos de receptores de membrana. La segunda clase de interacciones 

es más diversa e incluye proteínas celulares periféricas y solubles, así como también 

elementos del citoesqueleto (Zhao et al. 2007). Las interacciones entre NSF y las colas 

citoplasmáticas de varios receptores de superficie incluye: el receptor AMPA (unión a su 

dominio GluR2) (Osten et al. 1998; Nishimune et al. 1998; Song et al. 1998; Lee et al. 

2002); el receptor 2-adrenérgico (Cong et al. 2001); el receptor dopaminérgico (Heydorn 

et al. 2004); receptor de adrenomedulina (AM) (Kamitani et al. 1999); y el receptor de  

GABA (Osten et al. 1998; Song et al. 1998; Cong et al. 2001; Heydorn et al. 2004; 

Bomberger et al. 2005; Pontier et al. 2006). Se propone que la unión de NSF modula el 

tráfico de estos receptores entre la membrana plasmática y endosomas. 

En la segunda clase de proteínas interactuantes con NSF, mucho más diversa en 

función y localización, se incluyen: pequeñas GTPasas de la familia de las Rab (Han et 

al. 2000; Tani et al. 2003; Martin et al. 2006; McBride et al. 1999); familia de proteínas 

GATE-16 que a su vez son miembros de la familia proteínas Ubiquitina-like (Legesse-

Miller et al. 1998) que contiene a las proteínas asociadas al receptor GABA (GABARAP) y 

a las de actividad de bajo peso molecular (LMA1) (Elazar et al. 2003; Halawani & 
Latterich 2006; Sagiv et al. 2000);  PIX, un factor intercambiador de Guanina (Martin et 

al. 2006); proteína tirosina fosfatasa (PTP)-MEG2 (Huynh et al. 2004); y la quinasa 

Pctaire1 (Liu et al. 2006). 

A pesar de la gran variedad de interacciones, su relevancia fisiológica es todavía 

incierta. NSF podría estar involucrada en el control de los ciclos 

ensamblaje/desensamblaje de complejos conteniendo estas proteínas. Alternativamente, 

por ejemplo en el caso de la interacción con las proteínas Rab, la interacción podría estar 

afectando el targeting de NSF a subdominios de membrana con altos niveles de fusión de 

membranas (Zhao et al. 2007).  

Por otra parte, estudios genéticos en Drosophila han demostrado una relación entre 

NSF y la dinámica del citoesqueleto (Laviolette 2005). La sobreexpresión en neuronas de 

la mutante dominante negativa NSF-D1EQ, que tiene disminuida su capacidad de 
hidrólisis de ATP (Nagiec et al. 1995), muestra un sobrecrecimiento de las uniones 

neuromusculares (NMJ) (Laviolette 2005; Peyre et al. 2006). Para los autores, el efecto 

de la dominante negativa es a través del tráfico de membrana requerido para la 

localización de proteínas de unión a citoesqueleto, a regiones específicas de la 

membrana pre- o post- sináptica (Laviolette 2005), y no por la falta de liberación de 
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neurotransmisor, ya que el sobrecrecimiento de las NMJ no se observó en las mutantes 

nulas de Sintaxina y VAMP. 

El potencial de todas estas interacciones indica un rol más amplio para NSF en los 

ciclos de ensamblaje/desensamblaje de varios complejos celulares y sugiere que NSF 

puede tener efectos reguladores específicos sobre las funciones de las proteínas 

implicadas en estos complejos.  
 

1.3. El ovocito 

En mamíferos, el camino de la reproducción comienza mucho tiempo antes de la 

fusión de las gametas. En las hembras, las gametas femeninas llamadas oocitos1F

2 u 

ovocitos, se encuentran en el ovario antes del nacimiento. Los ovocitos son producidos 

en las gónadas femeninas (ovarios) a partir de células indiferenciadas llamadas 

ovogonias. Durante el desarrollo embrionario femenino, las ovogonias se dividen 

numerosas veces por mitosis y luego comienzan un proceso de diferenciación para dar 

lugar a los ovocitos que portará la hembra durante toda su vida (Eppig & O’Brien 1996). 
Si bien generalmente se cree que los ovocitos no se reponen después del nacimiento, 

este dogma de la biología del desarrollo ha sido recientemente cuestionado (Johnson et 

al. 2004; White et al. 2012).  

Los ovocitos almacenados en el ovario de una hembra, ya han sufrido la replicación 

y recombinación meiótica de su ADN, lo que asegura la diversidad genética de su 

potencial progenie. Estos ovocitos se encuentran en diploteno de la profase I, donde 

entran en un fase de arrestamiento que se conoce como dictiato (Hunt & Hassold 2008). 
Los ovocitos continúan en esta fase de la meiosis I durante todo el proceso de 

ovogénesis (formación de la gameta femenina), hasta que, como ocurre en la mayoría de 

los mamíferos, el pico de LH induce la maduración del ovocito (véase sección1.3.2). 

Los ovocitos almacenados en el ovario son relativamente pequeños y tienen que 

incrementar su tamaño a fin acumular todo el material necesario para sostener el 

desarrollo del embrión temprano tras la fecundación (Clift & Schuh 2013). Los ovocitos 

llegan a alcanzar su enorme tamaño2F

3 gracias a las células somáticas que lo acompañan, 

denominadas células foliculares, las cuales le aportan nutrientes y regulan su desarrollo. 

                                                 
2Etimología de la palabra oocito; oo- es un elemento formador de palabra que significa huevo, derivado del 

griego antiguo oon, mientras que –cito es un elemento formador de palabra que significa célula, derivado de 

la palabra griega kytos. 

3 Media del tamaño de ovocito MII: 72 µm en ratón, 120 µm en humanos, 105 µm en cerdo y 79 µm en 

hámster (Griffin et al. 2006) 
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Las células foliculares junto con el ovocito forman una unidad funcional denominada 

folículo (Peters 1969). 

En las primeras etapas de la ovogénesis luego de la expansión de las ovogonias, los 

ovocitos se rodean de unas pocas células foliculares conformando el folículo primordial. 

Periódicamente, algunos folículos primordiales son reclutados en cohortes para iniciar la 

foliculogénesis, un proceso que dura aproximadamente dos semanas en ratón y cerca de 

seis meses en humanos. Los folículos primordiales comienzan a crecer formando el 

folículo primario, donde las células somáticas foliculares que rodean al ovocito se dividen 

intensamente incrementando su número y se denominan células de la granulosa, de este 

modo las células de la granulosa aplanadas se convertirán en células de la granulosa 

cúbicas de una sola capa cubriendo al ovocito (S‐nchez & Smitz 2012). Las células de la 

granulosa proveen al ovocito de precursores y macromoléculas a través de uniones tipo 

gap (Clift & Schuh 2013). El ovocito también sufre cambios sustanciales acumulando 

proteínas de almacenamiento y ARNm (Eppig 1991), al mismo tiempo que reorganiza la 

configuración de su cromatina y citoesqueleto (Mattson & Albertini 1990), y se forma la 

zona pelúcida (ZP). 

A pesar de que los folículos primarios ya presentan receptores para FSH en las 

células de la granulosa tanto en ratón como humanos (O’Shaughnessy et al. 1996; Oktay 
et al. 1997), la transición de folículo primario a secundario (en el cual la cantidad de 

células de la granulosa ha aumentado sensiblemente), ocurre por factores parácrinos 

intraováricos producidos por el ovocito y las células de la granulosa (Kol & Adashi 1995), 
en ausencia de hormonas gonadotrofinas (Fortune & Eppig 1979).  

Las células de la granulosa en folículos preantrales proliferan a una alta tasa, dando 

lugar a un folículo con múltiples capas de células de la granulosa donde se forman 

pequeñas cavidades que finalmente se funden en una gran cavidad denominada antro. 

La progresión de folículo preantral a antral es todavía primariamente basada en factores 

intraováricos, aunque son capaces de responder a hormonas gonadotrofinas. La 

formación del antro lleva a la diferenciación entre las células de la granulosa en: células 

del cúmulo, que son las que se encuentran en las proximidades del ovocito, y células 

murales, que son las de la periferia. Este estadío folicular se denomina folículo antral, 

siendo la hormona gonadotrofina FSH 3F

4 el motor esencial de su desarrollo. Asimismo, la 

FSH induce la expresión del receptor de LH en las células murales, el cual va a ser 

requerido por los folículos para responder a la LH4, en el proceso ovulatorio. Finalmente, 

los folículos preovulatorios contienen a los ovocitos totalmente desarrollados, listos para 

ser ovulados. 

                                                 
4 FSH y LH son hormonas gonadotrofinas secretadas por la hipófisis. 
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La ovulación es inducida por los picos preovulatorios de gonadotrofinas, y se 

caracteriza por la ruptura de la pared del folículo y la liberación del complejo cúmulus-

ovocito; para este momento el ovocito ha reasumido la meiosis, alcanzando la metafase II 

(ver sección 1.3.2). Luego de la ovulación, las células de la granulosa y de la teca se 

vuelven células luteales, que son las responsables de la producción de estradiol y 

progesterona, está última predominantemente expresada en el cuerpo lúteo (Kwintkiewicz 
& Giudice 2009). Los diferentes estadíos citados se resumen en la Figura 1.16. 

Es importante destacar que los ovocitos dependen de las células diferenciadas del 

cúmulo, las cuales proveen nutrientes y señales regulatorias para promover la 

maduración citoplasmática y nuclear, y consecuentemente la adquisición de competencia 

para el desarrollo. 

 

 

 
Figura 1.16. Desarrollo del folículo e interacción del ovocito con las células somáticas foliculares. Los ovocitos 

de mamíferos se desarrollan dentro de folículos ováricos, los cuales están constituidos por células estromales 

(conocidas como células de la teca) en el exterior de la membrana basal (no mostrado) y células epiteliales 

(conocidas como células de la granulosa) dentro de la lámina basal, que hacen contacto directo con la 

superficie del ovocito. A medida que el folículo crece, las células de la granulosa proliferan mitóticamente, 

hasta que aparece una cavidad llena de líquido (el antro) en las últimas etapas del desarrollo del folículo. El 

folículo preovulatorio contiene el ovocito inmaduro GV, en asociación con sus células del cúmulo, el cual será 

competente para reasumir la meiosis hasta su segundo arresto en la metafase II al momento de la ovulación. 

La capa más externa de las células de la granulosa se denomina capa de células murales, que formarán 

luego de la ovulación el cuerpo lúteo. Imagen modificada de Li & Albertini 2013. 

 

1.3.1. Competencia citoplasmática y  nuclear 

Los ovocitos adquieren gradualmente la maduración nuclear y citoplasmática durante 

el crecimiento. La competencia meiótica es la capacidad que tiene el ovocito de reasumir 

la meiosis para ser un ovocito nuclearmente maduro (reducción cromosómica y 

haploidización). Esta competencia meiótica es adquirida durante la foliculogénesis y 

coincide con la formación del antro, cuando los ovocitos han alcanzado aproximadamente 

un 80% de su tamaño final (en ratón, (Szybek 1972); en humano, (Durinzi et al. 1995)). 
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Por su parte, la competencia del desarrollo está relacionada con la madurez 

citoplasmática del ovocito, y refiere a su capacidad de ser fecundado y desarrollar un 

embrión saludable, capaz de continuar el desarrollo a término y producir un nacido vivo. 

La maduración citoplasmática es adquirida luego de que el ovocito adquiere la 

competencia meiótica, e involucra la acumulación de transcriptos, modificaciones post-

traduccionales y modificaciones de organelas, entre otros. La maduración citoplasmática 

es necesaria para que la meiosis pueda ser finalizada, se establezca un correcto bloqueo 

de la polispermia luego de la fecundación, y se sostenga el desarrollo embrionario 

temprano (Li & Albertini 2013). Un claro ejemplo de la necesaria adquisición en tiempo de 

tanto la maduración nuclear, como citoplasmática lo constituye el hecho de que, a pesar 

que los ovocitos aislados de folículos preantrales son capaces de reasumir la meiosis 

espontáneamente, no progresan más allá del estadío de metafase I (MI) (Eppig 2001). 

Aún más, si estos ovocitos, provenientes de folículos antrales pequeños, son madurados 

y fecundados in vitro, son capaces de progresar hasta la metafase II (MII) y ser 

fecundados, pero su desarrollo temprano está severamente comprometido (Eppig & 
Schroeder 1989; Pavlok et al. 1992). Por lo tanto, un ovocito que ha adquirido 

competencia meiótica no necesariamente ha adquirido la madurez citoplasmática, y es 

importante señalar que ambas son necesarias para que el ovocito pueda ser fecundado y 

sostener el desarrollo. 

 

1.3.2. Maduración meiótica 

Dado que la competencia meiótica se adquiere en una etapa más temprana, cuando 

los ovocitos son todavía incompententes desde el punto de vista del desarrollo, los 

ovocitos deben mantener el arresto en profase I, morgológicamente en estadío de 

vesícula germinal (GV), antes de completar la maduración, es decir que el arresto es 

mantenido hasta el folículo preovulatorio. Los niveles elevados de Adenosín monofosfato 

cíclico (AMPc) son cruciales para mantener el arresto meiótico en la profase I (en 

ratones, (Downs et al. 1989); en humanos, (Nogueira et al. 2003)). En ovocitos, se ha 

sugerido que la fuente de AMPc es el influjo desde las células del cúmulo vía las uniones 

tipo GAP (Sela-Abramovich et al. 2006), y/o la producción endógena por la activación de 

receptores acoplados a proteína G 3 y 12 (GPR3, 12) (Mehlmann 2005; Vaccari et al. 

2008). 

La maduración meiótica, involucra una cascada de procesos que es iniciada con el 

pico preovulatorio de LH, que conduce a la progresión de la meiosis del ovocito 

(arrestada en profase I de la primera división meiótica) hasta estadío de metafase II, con 

la extrusión del primer cuerpo polar. La progresión de la meiosis estimulada por LH es 
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iniciada por una drástica caída en los niveles de AMPc del ovocito, que es hidrolizado por 

la activación de la fosfodiesterasa de AMPc PDE3A (Richard et al. 2001). 

En el ovocito GV de ratón, el núcleo se encuentra en el centro de la célula (Brunet & 
Maro 2007) donde los cromosomas se condensan alrededor del nucléolo agrupándose en 

las proximidades de la envoltura nuclear (Mattson & Albertini 1990). Cuando los niveles 

de AMPc disminuyen en el ovocito, se produce la ruptura de la vesícula germinal (GVBD: 

del inglés germinal vesicle breakdown), y se ensamblan los microtúbulos alrededor de los 

cromosomas, conduciendo a la formación del huso de la meiosis I en el centro de la 

célula (Palacios et al. 1993).   

Los ovocitos de ratón sufren una sorprendente remodelación del ciclo celular, 

dependiente de los centros organizadores de microtúbulos (MTOC), los cuales son 

acentriolares y están compuestos por  Tubulina (Gueth-Hallonet et al. 1993), pericentrina 

(Carabatsos et al. 2000) y MARCKS (Michaut et al. 2005). Estos MTOC resultan 

esenciales para la formación del huso meiótico. El ensamblaje del huso meiótico dispone 

a los cromosomas condensados formando una placa metafásica (Schuh & Ellenberg 
2007). Este estadío celular se distingue por la ausencia del halo central, presente en el 

GVBD, y se denomina MI. El huso meiótico se traslada al córtex del ovocito por un 

mecanismo dependiente de F-Actina (Azoury et al. 2008; Li et al. 2008), mientras que las 

organelas se reposicionan en el córtex del ovocito, en un mecanismo dependiente de 

microtúbulos (Van Blerkom 1991; Albertini 1987). El posicionamiento excéntrico del huso 

meiótico conduce a la división celular asimétrica que coincide con una reducción en el 

número de cromosomas, a través de la extrusión del primer cuerpo polar y la retención 

máxima del citoplasma del ovocito. Los cromosomas restantes se reorganizan generando 

la segunda metafase, en lo que se denomina estadío MII. De este modo, se completa la 

maduración hasta su arresto en la metafase II, estadío en el cual el folículo va a ser 

ovulado. Mientras el ovocito madura luego del pico de LH, un proceso que toma entre 12 

y 14 h en ratones y más de 24 h en humanos, se produce la mucificación/expansión de 

las células del cúmulo, que es causada por la producción de ácido hialurónico por las 

células de cúmulo en respuesta a gonadotrofinas. La expansión de esta matriz produce la 

ruptura del folículo, y de este modo, el ovocito maduro puede ser liberado al oviducto 

(Clift & Schuh 2013). La finalización de la meiosis con la extrusión del segundo cuerpo 

polar ocurre sólo si el ovocito es fecundado. Los diferentes estadíos citados se resumen 

en la Figura 1.17. 

 

 



׀  Introducción 

58 
 

 

Figura 1.17. Maduración del ovocito de mamíferos. El ovocito GV (de vesícula germinal) está arrestado en la 

profase de la primera división meiótica y tiene un contenido de ADN 4C (correspondiendo a un número 

diploide (2N) de cromosomas; cada cromosoma consiste en dos cromátides hermanas). El proceso de 

maduración comienza con la ruptura de la vesícula germinal (GVBD), seguida por el ensamblaje del huso de 

la meiosis I, y la migración de los cromosomas. Esto induce la formación del dominio cortical denominado 

capuchón de Actina (rojo). Inmediatamente después de la meiosis I, ocurre la anafase y la extrusión del 

primer cuerpo polar. A continuación se forma el huso de la meiosis II en posición sub-cortical, e induce la 

formación de un segundo capuchón de Actina. En este momento, el ovocito maduro MII tiene un contenido de 

ADN 2C (correspondiendo en este caso al número de cromosomas haploides (1N); cada cromosoma consiste 

en dos cromátides hermanas) mantiene el arresto en la metafase II y la posición asimétrica del huso. Luego 

de la fecundación (o activación partenogenética), se reinicia la segunda división meiótica y como resultado se 

separan las cromátides hermanas y se extruye el segundo cuerpo polar, dejando un pronúcleo femenino con 

un contenido de ADN 1C (correspondiendo en este caso a un número haploide de cromosomas (1N); cada 

cromosoma consiste en una cromátide), como es también el caso del pronúcleo masculino. El panel superior 

muestra un esquema representativo del proceso, mientras que el panel inferior corresponde a imágenes de 

microscopía confocal de ovocitos de ratón en los distintos estadíos, cuyo ADN fue marcado con Hoechst 

33342. Imagen modificada de Li & Albertini 2013 y Qi et al. 2013. 

 

1.3.3. Polaridad y simetría  

El ovocito inmaduro GV es una célula simétrica, mientras que el maduro MII, es una 

célula altamente polarizada. Las consecutivas divisiones meióticas durante la maduración 

y posteriormente fecundación del ovocito son caracterizadas por una extrema asimetría, 

tanto en el tamaño como en el destino celular. Cada división produce un ovocito de gran 

tamaño y dos células mucho más pequeñas llamadas cuerpos polares, que 

eventualmente pueden degenerar. Una división asimétrica que genera dos células hijas 

de distinto tamaño requiere de un posicionamiento asimétrico del huso, a fin de 

especificar el plano de clivaje (Siller & Doe 2009; Morin & Bellaïche 2011). De hecho, la 

polaridad celular, especialmente la polaridad cortical, a menudo precede y determina la 

orientación del huso y su posición asimétrica.  

La polaridad cortical refiere en general a la organización del córtex celular. En el 

ovocito maduro de ratón, la polaridad cortical refiere a la presencia de un dominio cortical 
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caracterizado por no poseer microvellosidades en su superficie, ni gránulos corticales en 

la adyacencia del oolema, adicionalmente, este dominio es rico en Actina, que aparece 

como un capuchón, rodeado de un anillo de Miosina II (Li & Albertini 2013).  
 

1.3.4. Los gránulos corticales  
Los gránulos corticales (GC) son pequeñas vesículas secretorias derivadas del Golgi 

recubiertas de membrana de 0,1 a 1 µm de diámetro, electróndensas al microscopio 
electrónico de transmisión y que aparecen morfológicamente homogéneas (Gulyas & 
Yuan 1985; Guraya 1982; Nicosia et al. 1977; Cran 1989). Junto con el acrosoma, los GC 

comparten dos características únicas respecto de otras organelas secretorias: son 

sintetizados por células germinales y se generan por única vez, no siendo renovados tras 

su exocitosis. 

Los GC se localizan en el córtex de ovocitos en la mayoría de los vertebrados e 

invertebrados (Liu 2011). Se forman durante etapas tempranas del desarrollo folicular, 

cuando el complejo de Golgi se hipertrofia y prolifera (Gulyas & Yuan 1985; Szollosi 1967; 
Guraya 1982). Comienzan como pequeñas vesículas, originadas del aparato de Golgi, 

que posteriormente se fusionan entre sí formando los gránulos maduros (Gulyas & Yuan 
1985). El proceso de formación de gránulos corticales en ovocitos de mamíferos es un 

proceso continuo, y de hecho se sintetizan gránulos hasta el momento de la ovulación 

(Liu 2011). Sin embargo, pueden observarse GC a partir de estadíos muy tempranos del 

crecimiento del desarrollo folicular. Tanto en ratón como en rata pueden verse GC a partir 

del estadío unilaminar del folículo, mientras que en otras especies, aparecen en etapas 

más avanzadas, como en folículos multilaminares (Liu 2011). 

Al finalizar su crecimiento, en el estadío de vesícula germinal, el ovocito presenta los 

gránulos corticales distribuidos uniformemente en el citoplasma. Conforme se inicia la 

maduración con la ruptura de la vesícula germinal, los gránulos corticales se 

redistribuyen, y migran hacia la periferia, para localizarse en la región cortical, por debajo 

de la membrana plasmática (Fig. 1.18.). Varias líneas de evidencia sugieren en distintos 

modelos animales que la migración de los gránulos corticales es un proceso dependiente 

del citoesqueleto y los microfilamentos de Actina (Kim et al. 1996; Liu et al. 2010; Wessel 

et al. 2002; Sun, Lai, Park, et al. 2001; Connors et al. 1998).  
 En ovocitos de roedores, los gránulos corticales son excluidos de la zona adyacente 

al huso meiótico de la metafase I y II (Ducibella, Rangarajan, et al. 1988; Deng et al. 

2003; Liu 2011), conformando lo que se conoce como dominio libre de gránulos corticales 

(CGFD: del inglés, cortical granules free domain) I y II, respectivamente (Nicosia et al. 

1977; Ducibella et al. 1994; Okada et al. 1986; Ducibella et al. 1990; Ducibella, Anderson, 
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et al. 1988; Okada et al. 1993; Deng et al. 2003; Liu et al. 2003) (Fig. 1.18). De forma 

interesante, estos CGFD parecen ser únicos de ovocitos de roedores, dado que los 

ovocitos de felinos, equinos, bovinos, porcinos y humanos no tienen tales dominios  

(Wang et al. 1997; Byers et al. 1992; Long et al. 1994; Santella et al. 1992; Lodde et al. 

2008; Carneiro et al. 2002). 

 

 
 

Figura 1.18. Los gránulos corticales a. Imagen obtenida por microscopía electrónica de transmisión de un 

ovocito MII donde se muestran los gránulos corticales de aspecto electrón-denso y cercanos a la membrana 

plasmática. La barra blanca equivale a 0,2 µm. b. Arriba. Imagen de microscopía confocal de un ovocito en 

metafase II, en el cual se tiñeron los gránulos corticales con lectina lens culinaris aglutinina acoplada a FITC 

(LCA FITC, verde). Abajo. Representaci•n esquem‐tica de los gr‐nulos corticales en relaci•n a la posici•n de 
la metafase II, indicando el dominio libre de gránulos corticales (CGFD). Imagen propia.  

 

Diversas evidencias muestran que la formación de estos CGFD puede ocurrir por 

redistribución de los GC y/o exocitosis. En ovocitos de ratón, la redistribución de los 

gránulos parece ser el factor preponderante (Deng et al. 2003; Liu et al. 2003) y se sabe 

que es un proceso mediado por la cromatina (Deng et al. 2003). Sin embargo, también se 

ha detectado EGC durante la transición entre la metafase I y II (Okada et al. 1986; Okada 
et al. 1993; Liu et al. 2003) durante la extrusión del cuerpo polar en el surco de 

segmentación, disminuyendo sensiblemente la cantidad de gránulos corticales del ovocito 

(Ducibella, Anderson, et al. 1988). Aparte de estas liberaciones de GC pre-fecundación 

anteriormente citadas, no hay procesos de EGC comparables en otros mamíferos.  

Aunque la significancia biológica y las funciones de estos dominios libres de gránulos 

corticales y la EGC pre-fecundación no se conocen con exactitud, existen varias hipótesis 

al respecto. La primera es que la formación de los CGFD asegura que los cuerpos 

polares se extruyan con la menor cantidad de GC posible, permitiendo que queden el 

mayor número posible para ejecutar su función en el momento adecuado. La segunda es 

que la EGC pre-fecundación durante la transición entre metafase I y II, induzca 

modificaciones a nivel de ZP, espacio perivitelino y/o membrana, disminuyendo la 

posibilidad de un espermatozoide de entrar por esa región, donde está el ADN, 
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minimizando así un potencial daño del material genético materno. Esto puede ser de 

particular importancia en roedores, en los cuales la superficie del ovocito es típicamente 

un 25% más grande que en el resto de los mamíferos, y por lo tanto, hay más riesgo de 

que los espermatozoides ingresen por esa zona.   

La fecundación gatilla la exocitosis masiva de los gránulos corticales, liberando su 

contenido al espacio perivitelino. Este proceso secretorio es dependiente de Calcio y se 

sabe que es el principal responsable del bloqueo de la polispermia mediante la 

modificación de las matrices extracelulares de los ovocitos, tales como la zona pelúcida 

en mamíferos, y envolturas vitelinas de equinodermos y anfibios (Cran & Esper 1990; Sun 
2003; Grey et al. 1976; Weidman et al. 1985; Larabell & Chandler 1991; Hedrick & 
Nishihara 1991; Moller & Wassarman 1989). 
 

1.3.4.1. Composición de los GC 

La composición de los gránulos corticales de mamífero sólo se conoce parcialmente 

debido a la dificultad para obtener cantidades apreciables de muestra para estos 

estudios. En referencia a esto, debe considerarse que la cantidad de material en los 

gránulos corticales de un ovocito de mamíferos está estimado en el orden de los 

picogramos (Liu 2011), ya que cada ovocito contiene ∼20 ng de proteínas totales, y sólo 

del 2,5 al 5% de estas proteínas son de gránulos corticales (Gross et al. 2000). Sumado a 

esto, en el caso del ratón, el modelo por excelencia para el estudio de ovocitos de 

mamíferos, se obtienen en promedio de 20 a 40 ovocitos tras una estimulación hormonal. 

A continuación se mencionan componentes hasta el momento identificados en los 

gránulos corticales de mamíferos: 

-Componentes glicosilados: Los gránulos corticales de mamíferos tienen alto contenidos 

de carbohidratos (Gordon et al. 1975; Flechon 1970; Liu 2011). Aún más, muchos de 

estos carbohidratos son componentes de moléculas glicosiladas, tal es el caso de la -D-

acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, N-acetilactosamina, ácido N-acetilneuramínico, 

D-N-acetilgalactosamina, N-acetilgalactosamina y el ácido N-acetilglicolilneuramínico. 

Mediante el uso de lectinas se ha demostrado que el contenido del GC de ratón presenta 

carbohidratos como: D manosa reconocida por las lectinas Lens culinaris aglutinina 

(LCA), y Canavalia ensiformis aglutinina (ConA) y N-acetilglucosamina reconocido por la 

lectina de Germen de trigo (WGA). Por su parte, compuestos sialil glicoconjugados, y 
fucosil glicoconjugados fueron reconocidos por las lectinas Limulus polyphemus 

aglutinina (LPA), y Ulex europaeus aglutinina (UEA) (Liu 2011). 
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-Proteasas: Las proteasas presentes en los GC de mamíferos sirven principalmente para 

la modificación de la zona pelúcida durante la reacción de zona (ver sección sección 

1.5.2). Hasta el momento las proteasas asociadas a GC que han sido identificadas son: 

-Ovastacina: una metaloproteasa que cliva a la glicoproteína de zona pelúcida 

ZP2 (Burkart et al. 2012) (ver sección 1.5.2). 

-Activador tisular de plasminógeno (tPA): una serín proteasa, que transforma el 

plasminógeno en su forma activa, plasmina. A pesar de que ha sido asociada a la 

reacción cortical (Zhang et al. 1992), hay evidencias inconsistentes que no permiten 

demostrar fehacientemente que se trate de un componente de gránulos corticales  

(Huarte et al. 1985; Bicsak et al. 1989; Liu 2011). 

-Ovoperoxidasa: una proteína implicada en catalizar la formación de uniones covalentes 

(cross-linking) de residuos de tirosina que ocurre en la zona pelúcida durante el proceso 

de endurecimiento (Schmell & Gulyas 1980).  

-N Acetilglucosaminidasa: una glicosidasa que participa en la hidrólisis de los residuos de 

N acetilglucosamina presentes en la ZP, que normalmente promueven la uni•n de 
espermatozoides. De este modo, la N Acetilglucosaminidasa contribuye a la prevención 

de la polispermia, inhibiendo la unión del espermatozoide a la ZP (Miller et al. 1992; Miller 

et al. 1993). 

-WNT4: una proteína de señalización que recientemente se demostró es componente de 

los GC, y está involucrada en la regulación del clivaje del cigoto y la embriogénesis 

temprana (Liu & Yang 2016). 
-Proteína p32: una prote“na cuyo nombre refiere a su peso molecular de 32 kDa, presente 
en el exudado de gránulos corticales, pero de función actualmente desconocida (Gross et 

al. 2000). 

Prote“nas p75, p62 y p56: presentan actividad peptidil Arginina deaminasa y contribuyen 

a regular el desarrollo del embrión previo a la implantación (M. Liu et al. 2005; Hoodbhoy 

et al. 2001). Estas proteínas peptidil Arginina deaminasas refieren también a sus pesos 

moleculares de 75, 62 y 56 kDa respectivamente.  
Calreticulina: Una proteína chaperona de glicoproteínas, que se sugiere podría ejercer 

su función de chaperona para otros componentes de los gránulos corticales exocitados. 

Las evidencias de su presencia en gránulos corticales son contradictorias (Muñoz-Gotera 

et al. 2001; Tutuncu et al. 2004), lo que requerirá de estudios adicionales.  
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1.4. Fecundación 

El individuo posee un tiempo de vida limitado, sin embargo, a través de la 

reproducción es capaz de continuar la vida como especie. Así, la reproducción es una de 

las características fundamentales de los seres vivos que les otorga a las especies la 

capacidad de autoperpetuarse y evolucionar. La reproducción sexual es definida como un 

medio de propagación de genes por la cual se combinan genomas de diferentes 

orígenes, dando lugar a individuos con genotipos que no se formarían con una 

reproducción asexual. Tales individuos tienen más chances de reproducirse y persistir a 

largo plazo, lo que constituye uno de los motivos de la prevalencia de la reproducción 

sexual, a pesar de sus altos costos (Williams 1975; Hartfield & Keightley 2012).  
La fecundación es el evento culminante de la reproducción sexual que requiere la 

fusión de las células especializadas haploides denominadas gametas para crear un 

nuevo individuo diploide, genéticamente distinto (Yanagimachi R, 1994). Las gametas se 

generan por el proceso de meiosis que les aporta características únicas: una dotación 

genética haploide obtenida por recombinación de la dotación diploide de las células 

progenitoras (Kleckner 1996). 
En mamíferos, la fecundación constituye una secuencia altamente coordinada de 

eventos que involucra pasos de reconocimiento mutuos entre las gametas haploides 

femenina y masculina, el ovocito y el espermatozoide, respectivamente. En una gran 

variedad de especies, la fecundación consiste en múltiples pasos que involucran la 

maduración y desarrollo de las gametas en las gónadas, seguido de la migración del 

espermatozoide dentro del tracto reproductor femenino y que culminan con la interacción 

ovocito-espermatozoide y su fusión dentro del oviducto (Ikawa et al. 2010). 
Los ovocitos son células inmóviles que poseen una cubierta protectora y gran 

cantidad de material de reserva, requerido para el crecimiento y desarrollo del embrión. 

Los ovarios están dotados al nacer con un número fijo de ovocitos contenidos en los 

folículos primordiales. Este número disminuye como resultado de la ovulación y atresia 

durante la vida reproductiva de la hembra (Faddy 2000). Alcanzada la pubertad, un grupo 

de ovocitos (cohorte) entran en una fase de crecimiento, incrementando notablemente su 

tamaño y se convierten en las células más grandes del cuerpo. Durante esta fase, el 

ovocito forma una matriz extracelular denominada zona pelúcida mediante la secreción 

constitutiva de glicoproteínas. El crecimiento completo de esta gameta es sustentado por 

las células circundantes de la granulosa que proliferan y forman múltiples capas de 

células del cúmulo que rodean al ovocito. En respuesta a señales hormonales, uno o más 

ovocitos son ovulados y transportados a través de la fimbrias del oviducto mediante la 

interacción entre la matriz extracelular de las células del cumulo y la células del oviducto 
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(Talbot et al. 2003). Una vez alcanzada la región del ampula del oviducto, aguardan la 

llegada de los espermatozoides para que se lleve a cabo la fecundación (Clift & Schuh 
2013; Okabe 2013). 

Por su parte, los espermatozoides son células mótiles capaces de trasladarse con 

rapidez y eficiencia. En mamíferos, se encuentran altamente diferenciados en el 

momento que abandonan los testículos; sin embargo, aún no poseen la habilidad de 

moverse progresivamente ni de interactuar o fecundar al ovocito. Parte de estas 

características son adquiridas mediante el pasaje a lo largo del epidídimo donde sufren 

numerosas modificaciones bioquímicas y funcionales que permiten su maduración y 

activación de la motilidad (Busso et al. 2007; Frenette et al. 2010; Yanagimachi 1994). 

 Si bien los espermatozoides eyaculados han sufrido un proceso de maduración a lo 

largo de todo el tracto reproductor masculino, aún son incapaces de fecundar al ovocito. 

El proceso mediante el cual el espermatozoide se vuelve competente para fecundar al 

ovocito se denomina capacitación, y transcurre en el tracto reproductor femenino. 

Durante este proceso ocurren varios cambios fisiológicos que lo preparan para la 

fecundación (Yanagimachi 1994), que incluyen: alteraciones en el metabolismo, 

modificaciones de las características fisiológicas de la membrana, cambios en el estado 

de fosforilación de proteínas, elevaciones del pH intracelular y los niveles de Calcio y la 

hiperpolarización de la membrana plasmática (Florman & Ducibella 2006).  
En mamíferos, la fecundación interna ocurre por la deposición de los 

espermatozoides en diferentes sitios del tracto reproductor femenino durante el coito, que 

varía ampliamente entre diversas especies (Suarez & Pacey 2006). En humanos, el 

semen se deposita en la zona anterior de la vagina, cerca del orificio cervical; dentro de 

los minutos de la deposición en la vagina, los espermatozoides humanos comienzan a 

dejar el reservorio seminal y a nadar hacia el canal cervical (Sobrero & Macleod 1962). 
En contraste, a los pocos minutos del coito, los espermatozoides de ratón depositados en 

la vagina son barridos a través de cérvix en el útero, junto con el plasma seminal 

(Zamboni 1972; Bedford & Yanagimachi; Carballada & Esponda 1997). Algunas especies, 

como los cerdos depositan el semen directamente en la cavidad uterina, donde los 

espermatozoides pueden rápidamente tener acceso al oviducto (Hunter 1981).  

En las especies en las cuales los espermatozoides son depositados en el útero 

durante el coito, la unión útero-tubárica es la principal barrera para la llegada de los 

espermatozoides hacia el ampula, el sitio donde ocurre la fecundación. Los numerosos 

pliegues de la mucosa y el estrecho lumen de la unión útero-tubárica permiten la 

migración de una muy pequeña fracción de espermatozoides dentro del oviducto. En 

especies en las cuales el semen es depositado en la vagina durante el coito, los 
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espermatozoides deben sortear previamente la mucosa altamente plegada del cérvix 

antes de entrar al útero. Esta mucosa está recubierta por un mucus secretado por el 

epitelio. Los espermatozoides que ingresan al cérvix intentan atravesar la microestructura 

longitudinal de las glicoproteínas del mucus para acceder a la superficie del epitelio 

secretorio. Muchos quedan atrapados, pero otros consiguen nadar a lo largo de los 

pliegues longitudinales y surcos del epitelio y alcanzan el útero. Una vez en el útero, 

avanzan fundamentalmente gracias a la actividad contráctil de la pared uterina. Aquellos 

espermatozoides que pasan a través de la unión útero-tubárica quedan retenidos en el 

segmento inferior del istmo (el extremo caudal del oviducto que se encuentra junto al 

útero) hasta el comienzo de la ovulación. Durante el almacenamiento en el istmo, el 

epitelio crea un microambiente que retrasa la capacitación y estabiliza a los 

espermatozoides. Cuando la ovulación se aproxima, los espermatozoides abandonan el 

reservorio y se dirigen al ampula. Esta liberación depende de cambios asociados con la 

capacitación que permiten, mediante un movimiento hiperactivado y el batido asimétrico 

del flagelo, que el espermatozoide escape del epitelio. Tanto la motilidad del 

espermatozoide, como los movimientos contráctiles del oviducto posibilitan la migración 

de los espermatozoides libres desde el istmo al ampula (Figura 1.19) (Ikawa et al. 2010; 
Yanagimachi 1994) 
 

 
 

Figura 1.19. Migración de los espermatozoides a través del tracto reproductor femenino. Luego de que los 

espermatozoides son depositados en la hembra, se vuelven metabólicamente activos y comienzan a migrar 

hacia el oviducto. a. En la fotografía se muestra el tracto reproductor femenino de ratón, removido luego de 4 

h de ocurrido el coito. UUT: unión útero-tubárica; spz: espermatozoides; COC: complejos cúmulus-ovocito. b. 

Diagrama representativo del sistema reproductor femenino de mamíferos. Se muestra la arquitectura y los 

componentes principales del tracto reproductor femenino. En humanos y roedores, la vagina es el sitio de 

deposición y el punto de inicio del camino que los espermatozoides deben seguir para alcanzar al ovocito. El 

nado y las contracciones musculares de útero permiten a los espermatozoides atravesar el cérvix y el útero 

hasta alcanzar el istmo. En ausencia de ovocitos, los espermatozoides pueden permanecer unidos al epitelio 

durante varios días, dependiendo de la especie. El ampula o ampulla es el segundo segmento del oviducto y 

constituye el sitio donde se produce la fecundación. Durante la ovulación, el/los ovocito/s migra/n al ampula y 
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los espermatozoides se separan del epitelio oviductal para alcanzar al ovocito. c. Secciones transversales de 

regiones del istmo y el ampula mostrando las grandes invaginaciones del epitelio en estos segmentos. d. 

Diagrama del ovocito rodeado por la zona pelúcida y las células del cúmulo. Imagen modificada de Ikawa et 
al. 2010 (a); Darszon et al. 2011 (b-d). 

 

De la enorme cantidad de espermatozoides eyaculados durante el coito, solamente 

unos pocos alcanzan el ampula del oviducto, donde se encuentran el/los ovocito/s 

(Wassarman 1999). La chance de que las gametas se encuentren en el oviducto es 

promovida por un gradiente químico del estímulo, denominado quimiotaxis. Ésta se define 

como la reorientación de la motilidad del espermatozoide en respuesta a un gradiente 

químico de moléculas secretadas tanto por el ovocito como por las células del cúmulo 

(Eisenbach & Giojalas 2006; Kaupp et al. 2008). Durante este proceso, el ovocito o los 

componentes de su cubierta secretan una sustancia quimioatrayente que a medida que 

difunde genera un gradiente de concentración (mayor cerca del ovocito y se va volviendo 

gradualmente menor a medida que aumenta la distancia desde el mismo). Los 

espermatozoides pueden sensar este quimioatrayente y orientar su dirección de nado 

dentro del gradiente de concentración hacia el ovocito. Una de las sustancias 

quimioatrayentes más estudiada es la progesterona. Esta hormona es secretada por las 

células del cúmulo en el tracto reproductor femenino y está presente en concentraciones 

micromolares en la vecindad del ovocito (Correia et al. 2007). La distribución radial de las 

células del cumulo ayuda a formar un gradiente de concentración de progesterona desde 

el centro a la periferia (Teves et al. 2009). Este gradiente de progesterona genera un 

incremento continuo en la concentración de Calcio dentro de los espermatozoides y, 

como consecuencia, se produce una alteración de su batido flagelar y el 

redireccionamiento hacia el sitio del quimioatrayente (Eisenbach & Giojalas 2006; Kaupp 
et al. 2008; Publicover et al. 2008). Recientemente, se ha reportado que la proteína 

CRISP1, secretada por las células del cúmulo funciona como un quimioatractante que es 

capaz de estimular la orientación de los espermatozoides por modulación de la 

hiperactivación, vía regulación de  los canales CatSper. Aún más, la ausencia de CRISP1 

en células del cúmulus afecta la fecundación y la penetración del cúmulus por parte de 

los espermatozoides (Ernesto et al. 2015).  

Para lograr la fecundación, el espermatozoide debe atravesar todas las capas de 

células del cúmulo que rodean al ovocito, que en un ovocito típico de mamíferos son 

alrededor de 3000 células embebidas en una matriz extracelular rica en ácido hialurónico. 

Los espermatozoides, atraviesan esta capa de células y alcanzan la zona pelúcida del 

ovocito, gracias a su motilidad hiperactivada y la acción de la enzima hialuronidasa que 

permite degradar la matriz de acido hialurónico (Lin et al. 1994; Primakoff & Myles 2002). 
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Posteriormente, el espermatozoide penetra la ZP, alcanza el espacio perivitelino y 

finalmente se fusiona con la membrana del ovocito (oolema) facilitando la entrada del 

material genético masculino dentro de citoplasma del ovocito (Fig. 1.20).  

 
 

 
Figura 1.20. Proceso de Fecundación en mamíferos. Para lograr la fecundación,  el espermatozoide debe 

atravesar las capas de células del cúmulo del ovocito, unirse temporalmente a la ZP y luego penetra a través 

de ella para alcanzar el espacio perivitelino y fusionarse con la membrana plasmática del ovocito. Sobre el 

núcleo de los espermatozoides de mamíferos existe un gránulo secretorio conocido como acrosoma, que 

tiene diversas enzimas hidrolíticas. Cerca del ovocito, el espermatozoide libera el contenido del acrosoma por 

exocitosis y penetra la zona pelúcida. Sólo los espermatozoides reaccionados se fusionan con el ovocito. Las 

células del cúmulus están empaquetadas junto con una matriz de ácido hialurónico. ZP: zona pelúcida; EPV: 

espacio perivitelino. Imagen modificada de Ikawa et al. 2010. 

 

Cuando el citosol y el núcleo del espermatozoide toman contacto con el citoplasma 

del ovocito maduro, se liberan factores esperm‐ticos, siendo la fosfolipasa Cζ (PLCζ) uno 
de los más importantes (Saunders et al. 2002). Estos factores activan al ovocito y 

permiten la reanudación de la meiosis; la formación del pronúcleo femenino y la 

exocitosis de gránulos corticales (ver sección 1.6). Como consecuencia de la finalización 

de la meiosis se produce una citocinesis asimétrica, y se extruye de el segundo cuerpo 

polar. Por su parte, la EGC libera enzimas hidrolíticas al espacio perivitelino que 

modifican la ZP haciéndola impermeable a otros espermatozoides, en un mecanismo 

proceso conocido como bloqueo de la polispermia (ver sección 1.5), que tendrá como 

objetivo, impedir que el ovocito sea fecundado por espermatozoides adicionales. 

Posteriormente el núcleo del espermatozoide se descondensa formando el pronúcleo 

masculino (Figura 1.21). Esta descondensación nuclear involucra dos procesos 
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fundamentales que son la reducción de los puentes disulfuro de las protaminas (que 

mantienen el ADN del espermatozoide altamente condensado), y el reemplazo de estas 

protaminas por histonas. En este proceso, el heparán sulfato funciona como un aceptor 

de protaminas en la desconsensación del ADN del núcleo del espermatozoide (Romanato 

et al. 2008).  

 

 
 

Figura 1.21. Del ovocito al embrión. El ovocito maduro se encuentra arrestado en la metafase II aguardando 

la fecundación. Luego de que el espermatozoide se fusione con el ovocito, el mismo extruye la mitad de las 

cromátides hermanas en el segundo cuerpo polar. Como resultado de la fecundación, el cigoto formado 

contiene dos pronúcleos haploides, uno materno y otro paterno. Imagen modificada de Clift & Schuh 2013.  

 

Así, la fecundación es capaz de disparar una serie de cambios morfológicos y 

bioquímicos que conducen a la división/diferenciación celular y conllevan a la formación 

de un nuevo individuo (Clift & Schuh 2013; Gadella 2012; Gupta et al. 2012; Klinovska et 
al. 2014; Primakoff & Myles 2002; Wassarman 1999). 
 

1.4.1. Sitio de la reacción acrosomal  

Los espermatozoides que se aproximan al ovocito en el tracto reproductor femenino 

tienen su acrosoma intacto. Previo a la fusión con el oolema, la membrana acrosomal 

externa del espermatozoide se fusiona con la membrana plasmática resultando en la 

exocitosis del contenido acrosomal, proceso conocido como reacción acrosomal (RA). En 

el espacio perivitelino del ovocito sólo se encuentran espermatozoides con acrosomas 

reaccionados y únicamente este tipo de espermatozoides son los que se fusionan con el 

ovocito. Por lo tanto, en algún punto durante la penetración a través de las capas de 

células del cúmulo y la ZP debe ocurrir la exocitosis del acrosoma (Avella & Dean 2011). 
Hasta hace poco, el modelo prevalente era que los espermatozoides con su acrosoma 

intacto atravesaban el cumulus oophorus y la exocitosis se disparaba al unirse a la ZP. 

Este modelo es respaldado por observaciones realizadas mediante TEM que muestran 

que en la superficie de la ZP sólo se encuentran espermatozoides con acrosomas 

intactos, y que todos los espermatozoides observados en el espacio perivitelino tienen 
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sus acrosomas reaccionados (Saling et al. 1979); como así también por trabajos que 

reportan que distintos componentes de la ZP son capaces de inducir la RA (Bleil & 
Wassarman 1983; Gupta et al. 2012). Sin embargo, una investigación más reciente 

demostró, mediante imágenes in vivo de espermatozoides murinos con acrosomas 

marcados fluorescentemente, que los espermatozoides fertilizantes ya han perdido su 

acrosoma cuando se encuentran con la ZP (Jin et al. 2011). Estos datos son consistentes 

con un novedoso trabajo que ha reportado que espermatozoides reaccionados, 

recuperados de espacio perivitelino son capaces de unirse a la ZP, penetrarla y fecundar 

otros ovocitos (N. Inoue et al. 2011). En forma conjunta, todos estos resultados sugieren 

que la RA podría ser inducida de manera diferente dependiendo de las condiciones 

encontradas por el espermatozoide fecundante. En este sentido, los espermatozoides 

que alcanzan al ovocito relativamente temprano luego de la ovulación, pasarían a través 

de la masa de células del cumulus oophorus, lo cual podría inducir la exocitosis del 

acrosoma. Aquellos espermatozoides que llegan más tarde podrían encontrar una masa 

de células de cúmulo mas disipada y por lo tanto requerir de la interacción con la ZP para 

sufrir la RA (Avella & Dean 2011). Sin embargo, hasta el momento, tanto el sitio donde se 

induce la RA como su mecanismo disparador continúan siendo una incógnita. 

 

1.4.2. Interacción espermatozoide-ovocito 

Luego de que el espermatozoide atraviesa las células del cúmulo y la ZP, receptores 

especializados de ambas gametas median el reconocimiento y fusión de las mismas. A 

pesar de su indiscutible relevancia, el mecanismo de reconocimiento y fusión de gametas 

a nivel molecular sigue siendo en gran parte desconocido; en parte, esto se debe a la 

escasez de ovocitos, los desafíos en la solubilización de las proteínas integrales, y la 

naturaleza a menudo transitoria de las interacciones (Wright 2009). 

En distintas especies se han descripto múltiples moléculas involucradas en el 

reconocimiento espermatozoide-ovocito. Las principales moléculas en el espermatozoide 

son: SLLP1 (proteína acrosomal Lisozima-like) (Herrero et al. 2005); IZUMO1 (Okabe et 
al. 1988; Naokazu Inoue et al. 2011; N. Inoue et al. 2015); familia de proteínas ADAM 

(Chen & Sampson 1999; Evans 2001) incluyendo: Fertilina , ADAM2 y ADAM3 
(Klinovska et al. 2014); CD46 (Taylor et al. 1994; Inoue et al. 2003; Mizuno et al. 2004); 

N Caderina (Marín-Briggiler et al. 2008) y CRISP (Yudin et al. 2002; Da Ros et al. 2008). 

Mientras que en ovocitos la lista incluye: miembros de la familia de tetraspanina, como 

CD9 (Chen et al. 1999; Miyado et al. 2000; Le Naour et al. 2000; Kaji et al. 2000) y CD81 

(Horváth et al. 1998; Rubinstein et al. 2006); proteínas ancladas a GPI 

(Glicosilfosfatidilinositol) (Coonrod et al. 1999; Alfieri et al. 2003; Lefèvre et al. 2010); 
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receptor de folato 4/Juno (Bianchi et al. 2014); SAS1B (proteína de unión a SLLP1) 

(Sachdev et al. 2012) y N Caderina (Marín-Briggiler et al. 2008). 

Si bien, como hemos mencionado, son varias las proteínas receptoras que han sido 

implicadas en el proceso de reconocimiento de gametas y/o fusión, sólo tres afectan 

significativamente la fertilidad in vivo: Izumo1 en espermatozoide (Inoue et al. 2005), y 

CD9 (Le Naour et al. 2000; Miyado et al. 2000; Kaji et al. 2000) y Juno (Bianchi et al. 

2014) en ovocitos.  

Juno, es la molécula del ovocito que interactúa con Izumo1 del espermatozoide (Fig. 

1.22). El par Izumo1-Juno, es el primer par de proteínas esencial para el 

reconocimiento/adhesión de gametas identificado; tanto las hembras como los machos 

deficientes en Juno e Izumo1 respectivamente son infértiles, sugiriendo que esta 

interacción es esencial para la fecundación (Bianchi et al. 2014). Por su parte, las 

hembras deficientes en CD9 no son completamente infértiles, sino que presentan una 

fertilidad reducida (Le Naour et al. 2000; Miyado et al. 2000; Kaji et al. 2000). Como la 

CD9 es capaz de organizar proteínas de membrana en microdominios (Hemler 2005), su 

falta podría alterar la arquitectura de las proteínas de membrana, incluida Juno, 

disminuyendo la interacción gamética, y explicando de este modo la merma en la 

fertilidad (Bianchi et al. 2014; Klinovska et al. 2014). 
 

 
Figura 1.22. Complejo de adhesión que media la unión de espermatozoides a ovocitos. a. Durante la 

fecundación, un espermatozoide se une a la membrana plasmática del ovocito que se encuentra por debajo 

de la zona pelúcida. Bianchi y colaboradores reportaron que la proteína Izumo1, que está en la membrana del 

espermatozoide, forma un complejo de adhesión con su receptor en la membrana del ovocito, Juno. b. Luego 

de la fecundación, Juno abandona la membrana del ovocito, siendo evacuada en vesículas extracelulares, 

previniendo de este modo la fusión de espermatozoides adicionales (conocido como bloqueo de la 

polispermia). MP: membrana plasmática; ZP: zona pelúcida; spz: espermatozoide. Imagen modificada de 

Bianchi et al. 2014 

 

1.4.3. Zona pelúcida 

La zona pelúcida (ZP) es una cubierta glicoproteica que rodea al ovocito 

(Wassarman & Litscher 2009) y que cumple tres funciones principales: colabora en la 

penetración del espermatozoide hacia el espacio perivitelino (Clark 2011), bloquea la 
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poliespermia, y sustenta el desarrollo embrionario hasta su implantación (Wassarman & 
Litscher 2009). En ratón se han descripto tres glicoproteínas diferentes que conforman la 

zona pelúcida: ZP1, ZP2 y ZP3 (Greve & Wassarman 1985), mientras que en humano y 

hámster se ha descripto una cuarta glicoproteína, ZP4, que posee funciones similares a 

ZP3 (Gupta et al. 2009; Izquierdo-Rico et al. 2009). En el genoma de ratón ZP4 es un 

pseudogen. ZP2 y ZP3 se disponen como filamentos heterodiméricos que son 

entrecruzados por ZP1 formando un revestimiento poroso de un espesor aproximado de 

6,5 m (Greve & Wassarman 1985) (Fig. 1.23). Las glicoproteínas de la zona pelúcida 

son coexpresadas a partir de genes que son activos solamente en el ovocito y durante la 

ovogénesis, declinando su expresión al concluir la maduración (Rankin & Dean 2000). 
Cuando se acerca al ovocito, el espermatozoide toma contacto con la ZP donde 

reconoce componentes específicos de la misma, en lo que se conoce como  

reconocimiento especie espec“fico (Wassarman et al. 2005). Previo a la fusión de las 

gametas, los espermatozoides pueden penetrar la ZP (Braden et al. 1954). Sin embargo, 

la fecundación induce rápidos cambios en la ZP, que la transforman en una barrera física 

que previene la unión de espermatozoides adicionales y su penetración a través de la 

misma (Austin 1961; Braden et al. 1954) (ver sección 1.5.2). 

 

 
 

Figura 1.23. Fecundación y zona pelúcida. a. Izq.: Microscopía electrónica de barrido de un ovocito humano 

rodeado por su zona pelúcida, y en el recuadro una imagen de mayor magnificación. Puede apreciarse el 

entramado glicoproteico de aspecto poroso de la zona pelúcida. Der.: Se muestra un espermatozoide de 

humano acercándose a la superficie de la zona pelúcida. Imagen modificada de Clift & Schuh 2013. 

 

1.4.4. Las fusiones necesarias para la fecundación 

La culminación de un exitoso proceso de fecundación en mamíferos requiere de tres 

diferentes eventos de fusión de membranas. En primer lugar, debe ocurrir la exocitosis 

del acrosoma o reacción acrosomal, que le permite al espermatozoide penetrar la zona 

pelúcida y alcanzar la membrana plasmática del ovocito. A continuación, luego de la 

unión del espermatozoide al oolema, ocurre la fusión entre las dos gametas. Finalmente, 

el ovocito fecundado secreta el contenido de los gránulos corticales por fusiones 

exocíticas, en lo que se conoce como exocitosis de gránulos corticales, con el objetivo de 

impedir la fecundación por más de un espermatozoide (Gadella & Evans 2011). Estos 
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tres eventos de fusión están finamente regulados y en una precisa sincronía para lograr 

una fecundación exitosa y la formación de un cigoto viable. Es por ello que el estudio de 

los procesos de fusión es de gran interés para comprender las bases moleculares de la 

fertilidad. 

 

1.5. Bloqueo de la polispermia y reacción cortical  

Una característica compartida por todos los ovocitos es que deben fusionarse con un  

-y sólo un- espermatozoide. Si el ovocito se fusiona con más de un espermatozoide, el 

cigoto formado tiene una excesiva cantidad de material genético contribuida por el 

macho, resultando en la formación de un cigoto no viable. En este sentido, una 

fecundación exitosa no está garantizada a menos que se desarrollen mecanismos 

preventivos para inhibir la fecundación por más de un espermatozoide, condición 

conocida como polispermia. Si bien la polispermia fisiológica puede ocurrir en numerosas 

especies incluyendo insectos, reptiles y aves, la polispermia en mamíferos es anormal, y 

conduce a fallas en el desarrollo del cigoto (Sun 2003). La polispermia en humanos 

resulta en abortos espontáneos tempranos; cerca del 10 % de los abortos tienen tales 

triploidías, y la mayoría de ellos, probablemente se deba a fallas en el establecimiento del 

bloqueo de la polispermia. Aun así, se han reportado nacimientos de bebés tetraploides o 

triploides (Dean et al. 1997; Roberts et al. 1996; Sherard et al. 1986; Shiono et al. 1988; 

Uchida & Freeman 1985). Estas poliploidías están caracterizadas por severas 

malformaciones y múltiples anormalidades (Doshi et al. 1983; Kjaer et al. 1997; Pitt et al. 

1981). Estudios en cerdo, una especie con alta incidencia de polispermia en condiciones 

fisiológicas, sugieren a este especie como un caso extraordinario, en la cual el citoplasma 

del ovocito es capaz de remover los espermatozoides adicionales (Xia et al. 2001), y 

algunos embriones poli-pronucleares pueden desarrollarse a término, si los 

espermatozoides adicionales no interrumpen el genoma del embrión (Han et al. 1999). A 

pesar de esto, una defensa contra la polispermia debe establecerse rápidamente luego 

de la fecundación en mamíferos, y este bloqueo debe tener la característica de ser 

estable y duradero (Hunter et al. 1998). Sin embargo, es importante destacar que este 

mecanismo no es perfecto, dado que la incidencia de la polispermia fisiológica en 

mamíferos es cerca del 1-2 %, mientras que aumenta al 5-7% en fecundación in vitro 

(Bianchi & Wright 2014; Ho et al. 1994). 
En líneas generales, los distintos organismos han evolucionado desarrollando 

diferentes mecanismos, de acuerdo a sus estrategias reproductivas y si la fecundación es 

externa o interna. En mamíferos, como hemos mencionado con anterioridad, la 

fecundación es interna, y el tracto reproductivo femenino constituye un sistema de 
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selección estricto que limita la llegada de los espermatozoides al sitio de fecundación 

(Braden 1953). En ratones, se eyaculan ∼ 50 millones de espermatozoides y sólo 100 o 

200 llegan a estar lo suficientemente cerca del ovocito como para fecundarlo 

(Wassarman 1994). Esto apoya las observaciones de que la fecundación in vitro tiene 

una mayor incidencia de la polispermia en animales y seres humanos (Tsai et al. 2011; 

van der Ven et al. 1985; Wentz et al. 1983), y que la frecuencia de la polispermia está 

directamente relacionada con la concentración de esperma (Wolf et al. 1984). Sin 

embargo, este mecanismo no es suficiente para un bloqueo estable y en el tiempo contra 

la polispermia. 

En mamíferos, el mecanismo primario en la prevención de la polispermia involucra 

modificaciones bioquímicas en la cercanía del ovocito fecundado, como en la propia 

gameta; dependiendo de las especies, el bloqueo de la polispermia reside en la zona 

pelúcida, la membrana o el espacio perivitelino (Dandekar & Talbot 1992; Yanagimachi 
1994). Por ejemplo, la polispermia es bloqueada fundamentalmente por cambios a nivel 

de ZP en ovocitos de hámster, topillo agreste, caprinos, ovinos y perro, mientras que los 

cambios en los ovocitos de conejo, pica, tuza y topo ocurren principalmente en el oolema. 

Por su parte, en ovocitos de humano, ratón, rata, cobayo, bovinos, cerdo y gatos los 

cambios se dan en ambos niveles (Yanagimachi 1994; Odor & Blandau 1949; Overstreet 
& Bedford 1974; Hunter 1990; Sengoku et al. 1995; Hunter et al. 1998; Gadella & Evans 
2011). 

De forma general, el establecimiento del bloqueo de la polispermia es iniciado y 

llevado a cabo por las moléculas contenidas en los gránulos corticales, que se exocitan 

luego de la fusión de las gametas. Los GC de mamíferos residen en el córtex de los 

ovocitos MII, y luego de la fusión del espermatozoide o una activación partenogenética, 

su contenido se exocita al espacio perivitelino en lo que se denomina exocitosis de 

gránulos corticales (EGC). Como consecuencia de esta exocitocis se gatilla en el ovocito 

lo que se conoce como reacción cortical, que estrictamente comprende todos los eventos 

que se producen tras la fusión del espermatozoide con el ovocito que conducen al 

bloqueo de la poliespermia (Ducibella 1996). Sin embargo, muchos autores consideran a 

la EGC y la reacción cortical como sinónimos.  

 

1.5.1. Bloqueo a nivel de membrana 

El bloqueo a nivel de membrana en mamíferos es todavía poco conocido a pesar de 

que existe evidencia demostrando su existencia desde hace muchos años (Austin 1961, 

Wolf 1978, Zuccotti et al. 1991, Horvath et al. 1993, Maluchnik & Borsuk 1994, Sengoku 
et al. 1995, McAvey et al. 2002, Gardner & Evans 2006). Estas evidencias incluyen los 
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clásicos experimentos en los se encontraron espermatozoides extra en el espacio 

perivitelino de ovocitos fecundados, recuperados luego de apareamientos, demostrando 

que por alguna razón, a pesar de haber atravesado la ZP, no pueden fusionarse con el 

ovocito ya fecundado (Lewis & Wright 1935; Odor & Blandau 1949; Austin 1961). 
En diferentes especies de no mamíferos, en las cuales la fecundación es externa 

(v.g. anfibios e invertebrados marinos incluyendo el erizo de mar), el macho libera 

millones de espermatozoides en las proximidades de los ovocitos que se encuentran en 

un ambiente acuático, requiriendo de este modo un bloqueo muy rápido de la 

polispermia. El mismo se logra a través de una rápida (algunos segundos) y transitoria 

despolarización de la membrana plasmática del ovocito, haciéndolo inmediatamente no 

receptivo a espermatozoides adicionales (Jaffe 1976; Whitaker & Steinhardt 1983; Jaffe & 
Gould 1985; Gould & Stephano 2003). Sin embargo, en el caso de mamíferos, el bloqueo 

de membrana funciona por mecanismos diferentes a la despolarización de la membrana 

(Tarín 2000), la cual no es observada en ovocitos fecundados de ratón, hámster o conejo  

(Miyazaki & Igusa 1981; Igusa et al. 1983; Jaffe et al. 1983; McCulloh et al. 1983). 
Si bien no puede descartarse la posibilidad de que la fusión de los GC con el oolema 

y/o el propio contenido de los mismos pueda cumplir un rol en el establecimiento del 

bloqueo a nivel de membrana, la evidencia acumulada sugiere que este bloqueo no está 

asociado a la EGC, pero sí que está vinculado a la fusión de la membrana del 

espermatozoide con el ovocito (Sun 2003). Por ejemplo, cigotos de ratón obtenidos por 

ICSI (inyección intracitoplasmática del espermatozoide), que fueron sometidos a 

reinseminación, no mostraron bloqueo a nivel de membrana, aunque sí ocurrió EGC 

(Maleszewski et al. 1996). De manera similar, ovocitos de ratón activados con etanol o 

cloruro de Estroncio sufrieron EGC, pero no establecieron correctamente un bloqueo de 

la polispermia a nivel de membrana (Horvath et al. 1993). Resultados similares se 

obtuvieron con ovocitos humanos (Sengoku et al. 1999). 
A pesar de que el mecanismo por el cual el ovocito de mamíferos disminuye su 

receptividad a los espermatozoides luego de la fecundación es aún desconocido, se ha 

reportado que el Calcio juega un rol importante regulando el momento en el cual ocurre 

este bloqueo. Adicionalmente, existen eventos independientes a la señalización del 

Calcio que conducen al bloqueo a nivel de membrana (Gardner et al. 2007). 

Recientemente se han reportado evidencias que apuntan a que la rápida pérdida de 

Juno luego de la fecundación, puede constituir la base mecanística del bloqueo de la 

polispermia a nivel de membrana en mamíferos (Bianchi et al. 2014). Primero, Juno está 

altamente expresada en ovocitos no fecundados, y resulta esencial para el proceso de 

fecundación. Segundo, Juno se vuelve indetectable en el ovocito aproximadamente 30-40 
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min luego de la fecundación (Bianchi et al. 2014), lo que está en coincidencia con el 

tiempo propuesto para el establecimiento del bloqueo a nivel de membrana (Wolf 1978). 

Tercero, el bloqueo de la membrana es a su vez una respuesta graduada (Gardner et al. 

2007) y es asociada con la pérdida de sitios de unión a espermatozoide (Horvath et al. 

1993), consistente con la pérdida gradual de un receptor de la superficie. En cuarto y 

último lugar, la expresión de Juno no se pierde en ovocitos fecundados por ICSI o 

activados partenogenéticamente, los cuales, como ya mencionamos, no tienen un 

bloqueo efectivo de la polispermia (Wortzman-Show et al. 2007). Un mecanismo de 

acción propuesto plantea que la proteína Juno que se pierde en vesículas en el espacio 

perivitelino, podría unirse a los espermatozoides reaccionados, neutralizándolos, 

reduciendo de este modo la posibilidad de formar embriones poliploides no viables 

(Bianchi & Wright 2014) (Fig. 1.22). 
 

1.5.2. Bloqueo a nivel de zona pelúcida  

La fecundación induce cambios rápidos en la ZP, que inhiben la unión de 

espermatozoides adicionales a la ZP y obstaculizan a los que ya están unidos a penetrar 

esta matriz extracelular (Austin 1956; Austin 1961; Braden et al. 1954), bloqueando así la 

polispermia de un modo definitivo. Este proceso se conoce como reacción de zona o 

endurecimiento de zona, que confiere rigidez mecánica y resistencia a la digestión 

proteolítica (Inoue & Wolf 1974; Drobnis et al. 1988) y se sabe que es dependiente de la 

exocitosis de gránulos corticales y su contenido. El endurecimiento de la ZP es causado 

por procesamiento proteolítico de las glicoproteínas de ZP, especialmente el clivaje de 

ZP2 (120 kDa) a ZP2f (90 kDa) (Bleil et al. 1981). Este clivaje es llevado a cabo por 

proteasas que son liberadas por el ovocito fecundado durante la EGC (Szollosi 1967; 

Barros & Yanagimachi 1971). Recientemente, se demostró que la metaloproteasa 

Ovastacina es crítica para el clivaje de ZP2 y el endurecimiento definitivo de la ZP 

(Burkart et al. 2012) (Fig. 1.24).  

Aún más, estudios en ratones knockout para Ovastacina mostraron que el clivaje de 

ZP2 previene también la unión de espermatozoides adicionales al cigoto, indicando que 

ZP2 forma parte de una estructura de unión en la ZP (Burkart et al. 2012; Avella et al. 
2013). Una posibilidad es que las proteínas de la ZP adopten una estructura 

tridimensional que representa un sitio de unión de los espermatozoides (Dean 2004), el 

cual se pierde luego del clivaje de ZP2 tras la fecundación (Bleil et al. 1981), proveyendo 

un mecanismo adicional al endurecimiento para la prevención de la polispermia (Clift & 
Schuh 2013). 
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Figura 1.24. Fecundación y zona pelúcida. Figura esquemática de la unión del espermatozoide a la ZP. La ZP 

consiste en glicoproteínas que son modificadas con cadenas de oligosacáridos. Los espermatozoides pueden 

unirse a la ZP de los ovocitos no fecundados. Luego de la fecundación, se produce el clivaje de la proteína 

ZP2 por Ovastacina, que vuelve a la ZP no permisiva para la unión de espermatozoides. Imagen modificada 

de Clift & Schuh 2013. 

 

Es sabido que ocurren bajos niveles de liberación de gránulos corticales antes de la 

fecundación, durante la maduración meiótica y la ovulación (Rousseau et al. 1977; 

Ducibella, Anderson, et al. 1988). En ratones, los ovocitos GV tienen ∼5400 gránulos 

corticales, de los cuales ∼1300 son liberados durante la ruptura de la vesícula germinal 

(Ducibella, Anderson, et al. 1988). Y se ha detectado también EGC durante la transición 

entre la metafase I y II(Okada et al. 1986; Okada et al. 1993; Liu et al. 2003; Ducibella, 
Anderson, et al. 1988). Sin embargo, la degranulación parcial no induce el 

endurecimiento de la ZP. El endurecimiento fisiológico ocurre cerca de las 30 h post-

ovulación, limitando así la ventana temporal para la fecundación del ovocito (Dodson et 

al. 1989). Recientemente se reportó que la proteína Fetuína-B puede antagonizar la 

acción proteolítica de la Ovastacina liberada de forma prematura en los gránulos 

corticales (Dietzel et al. 2013). Las fetuínas son proteínas plasmáticas derivadas del 

hígado perteneciente a la superfamilia de las Cistaínas (Lee et al. 2009). Su participación 

en la fecundación fue descubierta debido a que las hembras de ratones homocigotas 

fetuB -/- (knockout) son 100% infértiles (Dietzel et al. 2013). Dado que la Fetuína-B es un 

potente inhibidor competitivo de Ovastacina (IC50 = 76.4 nm) (Dietzel et al. 2013), una 

probable explicación de su acción en el organismo es mantener a los ovocitos 

fecundables (sin endurecimiento de zona), a pesar de las pequeñas cantidades de 
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Ovastacina liberadas de ovocitos no fecundados. Sin embargo, una vez que el 

espermatozoide ingresa en el ovocito, la reacción cortical liberará grandes cantidades de 

Ovastacina que colmará la capacidad de inhibición de Fetuína-B, iniciándose de este 

modo el proceso de endurecimiento (Figura 1.25) (Stöcker et al. 2014). 
 

 
 

Figura 1.25. Fecundación y zona pelúcida. Interacción Ovastacina-Fetuína-B. Mecanismo propuesto para la 

interacción entre Ovastacina y Fetuína-B en el ovocito. Izq.: Las pequeñas cantidades de Ovastacina (azul) 

que pueden filtrarse son inhibidas por Fetuína-B, manteniendo al ovocito fecundable (rojo). Der.: cuando el 

espermatozoide ingresa al citoplasma del ovocito provoca la exocitosis de gránulos corticales. La masiva 

cantidad de Ovastacina liberada de los gránulos corticales anulará la inhibición por Fetuína-B. Ovastacina 

cliva la ZP2 y consecuentemente la ZP se endurece. Imagen modificada de Stöcker et al. 2014. 

 

Adicionalmente al clivaje proteolítico de ZP2, se ha sugerido también que, luego de 

la EGC, podría haber modificaciones en el perfil de glicosilación de la zona pelúcida 

(Miller et al. 1992), y que ZP3 podría sufrir algún tipo de modificación que interfiere en la 

unión del espermatozoide a la misma (Florman & Wassarman 1985). 
 

1.6. Señalización post-fecundación y activación ovocitaria 

Una vez ocurrida la fusión del espermatozoide con el ovocito, el espermatozoide 

induce un aumento en el Calcio citoplasmático del ovocito, el cual fue observado por 

primera vez hace pr‐cticamente 40 años atr‐s en el ovocito de pez medaka (Oryzias 

latipes) y en erizo de mar, y posteriormente confirmado para todas las especies  

(Ridgway et al. 1977; Steinhardt et al. 1977). En mamíferos, la fecundación produce 

múltiples ondas u oscilaciones de Ca2+, que gatilla una serie de eventos temporalmente 

ordenados, incluyendo la exocitosis de gránulos corticales, la finalización de la segunda 

división meiótica, la traducción de los ARNm maternos y finalmente, la transición de 

meiosis a mitosis (Ducibella et al. 2002; Horner & Wolfner 2008) (Fig. 1.26). De este 

modo, la señalización del Calcio juega un rol preponderante en las etapas tempranas del 

desarrollo de mamíferos, y estas oscilaciones en su concentración en los ovocitos 

fecundados induce una cascada de cambios celulares conocida colectivamente como 

activación ovocitaria (Runft et al. 2002; Maluchnik & Borsuk 1994). Esta activación sirve 

para iniciar el desarrollo embrionario y prevenir la polispermia. Las oscilaciones de Ca2+ 



׀  Introducción 

78 
 

repetitivas permiten que los diferentes eventos de la activación estén codificados en un 

orden específico, gatilladas por el mismo estímulo río arriba, ya que se cree que estas 

ondas son decodificadas  para generar las múltiples respuestas del ovocito a la 
fecundación (Ducibella et al. 2002; Berridge et al. 2003). Mediante ensayos de 

fecundación in vitro en ratón, se determinó que las ondas de Calcio se inician a los pocos 

minutos después de la fusión gamética, y se repiten periódicamente cada 10 minutos por 

más de 6 horas (Nakano et al. 1997).  
Estos incrementos en los niveles de Calcio son iniciados por la fosfolipasa Cζ (PLCζ) 

(Saunders et al. 2002), que es introducida en el ovocito por el espermatozoide. La  PLCζ 
promueve la producción de inositol-1,4,5 trisfosfato (IP3), que se une a sus receptores en 
el RE, causando la liberación de Ca2+ de sus cisternas (Miyazaki et al. 1992; Miyazaki et 
al. 1993) (Fig. 1.26). 

 

 
 

Figura 1.26. Activación del ovocito por señalización de Calcio. Luego de la fusión de las gametas, el 

espermatozoide introduce en el citoplasma del ovocito la fosfolipasa Cζ (PLCζ) que promueve la produci•n de 
inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), que se une a su receptor (IP3R) en el retículo endoplasmático (RE), provocando 

la liberación de Ca2+. Este aumento de Calcio citoplasmático promueve la salida de la meiosis, gatilla la 

exocitosis de gránulos corticales, la traducción de los mensajeros maternos y finalmente la transición de 

meiosis a mitosis. Imagen modificada de Clift & Schuh 2013. 

 

1.7. Exocitosis de los Gránulos Corticales y activación partenogenética 

La exocitosis de gránulos corticales (EGC) se asemeja en cierta medida a la 

exocitosis del acrosoma en que, en ambos casos, la exocitosis del gránulo secretorio 

tiene lugar en la superficie de la gameta. La diferencia principal entre los dos eventos 

exocíticos es que la EGC constituye una serie de eventos de fusión puntuales de muchos 

gránulos corticales con el oolema, mientras que la exocitosis acromal es un evento de 

fusión de un solo gránulo secretorio, el acrosoma, pero con múltiples puntos de fusión. 
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Durante la maduración, los gránulos corticales son translocados al córtex de los 

ovocitos MII y se ubican justo por debajo de la membrana plasmática hasta que reciben el 

estímulo de Ca2+ para ser exocitados. La EGC es una exocitosis regulada, que se 

produce en respuesta al elevado Calcio citoplasmático que ocurre luego de la 

fecundación (sección 1.6). El requerimiento del Ca2+ para gatillar la EGC se demostró 

debido a que ionóforos de Calcio como A23187 o ionomicina son capaces de inducirla 

(Wang et al. 1997; Ducibella, Anderson, et al. 1988; Steinhardt et al. 1974) y el quelante 

de Calcio BAPTA (Ácido (1,2-bis(2-aminofenoxi) etano-N,N,N´,N´-tetraacético), inhibe 

este proceso  (Kline & Kline 1992a). La EGC se inicia en los primeros 15 minutos tras la 

fusión gamética, y es uno de los primeros eventos inducidos por Ca2+ (Abbott & Ducibella 
2001), por lo que se considera que es el primer pico de las oscilaciones de este ion quien 

la induce (Liu et al. 2005; Kline & Kline 1992a; Kline & Kline 1992b). Se ha reportado que 

un leve incremento en Ca2+ es suficiente para inducir una reacción cortical de manera 

parcial, mientras que un nivel más alto de Ca2+ es requerido para completarla (Raz et al. 

1998). Como sucede en otras células secretorias, la EGC en ovocitos involucra una 

cascada de señalización, y se ha sugerido que esta cascada requiere de proteínas 

dependientes de Calcio (Abbott & Ducibella 2001). 
Distintas evidencias demuestran que el incremento de Ca2+ depende 

fundamentalmente de la liberación de este ión desde el RE a través de canales 

dependientes de IP3 (IP3R) (Ducibella et al. 1993), y que la EGC es primariamente 

dependiente de este proceso (Abbott et al. 1999). En consecuencia, los ovocitos pueden 

ser activados partenogenéticamente  mediante la adición de agentes que activen canales 

IP3R como adenofostina, un análogo no metabolizable de IP3 (Sato et al. 1998), o IP3 

exógeno (Cran et al. 1988; Jones & Whittingham 1996). 
Recientemente se ha demostrado que el influjo de Ca2+ a través de la membrana 

plasmática es un requisito para la activación del ovocito, y no simplemente una entrada 

de Ca2+ para la reposición de los depósitos en el RE (Miao et al. 2012). Actualmente, es 

aceptado de modo general que tanto la liberación de Ca2+ intracelular,  como el influjo de 

Ca2+ desde el exterior a través del oolema, son necesarios para sostener las oscilaciones 

de Ca2+ durante la activación del ovocito (Carvacho et al. 2013) y para completar una 

activación exitosa en mamíferos (Kline & Kline 1992b; Miao et al. 2012; McGuinness et al. 
1996). Por este motivo, es esencial un detallado estudio de las vías de entrada de Ca2+ a 

la célula, a fin de comprender mejor la dinámica del Calcio durante la fecundación. Sin 

embargo, a pesar de su importancia, los canales que median el influjo durante esta etapa 

no han sido bien establecidos (Carvacho et al. 2013; Lee et al. 2015).  
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El Ca2+ externo puede entrar a la célula a través de canales y/o transportadores. Los 

canales de Ca2+ regulados por voltaje tipo T (CaV 3.2; (Kang et al. 2007)) fueron uno de 

los primeros canales caracterizados en ovocitos de ratón (Peres 1987). Aunque su 

función sigue sin ser descripta, se sabe que las hembras deficientes en los canales CaV 

3.2 son fértiles (Chen et al. 2003). Por otra parte, se sabe que los cambios en el potencial 

de membrana durante la fecundación de mamíferos son muy pequeños (Igusa et al. 

1983; Jaffe & Cross 1984), y que el potencial de reposo de ovocitos es cercano al umbral 

de activación de los canales CaV; esto asegura que la mayoría de los canales estén 

inactivos antes y después de la fecundación (Lee et al. 2015). Además de estos canales 

dependiente de voltaje, se ha demostrado que los canales TRPV3, miembros de la familia 

de canales insensibles al voltaje TRPV, están activos en ovocitos (Carvacho et al. 2013).  

En los ovocitos de roedores, el SrCl2 ha sido ampliamente utilizado como activador 

partenogenético ya que causa oscilaciones de Ca2+ y activación ovocitaria (Whittingham & 
Siracusa 1978; Roh et al. 2003). Se ha demostrado que la activación partenogenética por 

cloruro de Estroncio (Carvacho et al. 2013) y 2-APB (2-aminoetoxidifenil borato) (Lee et 

al. 2015) ocurre vía la activación de estos canales de Calcio TRPV3, los cuales son 

capaces de mediar el influjo de Ca2+ e inducir la activación ovocitaria. Sin embargo, estos 

canales no son requeridos para sostener las respuestas inducidas por la fecundación, por 

lo que se necesitan más estudios para dilucidar cuáles son los canales que permiten el 

influjo de Ca2+ que ocurre durante el  proceso de fecundación (Lee et al. 2015). 

 

1.7.1. Rol del citoesqueleto de Actina en la EGC 

En el córtex de ovocitos de mamíferos se observa una extensa red de 

microfilamentos que se extiende por debajo de la membrana plasmática cubriendo todo el 

perímetro celular (DiMaggio et al. 1997; Sun, Lai, Park, et al. 2001; Kim et al. 1996), con 

una regi•n engrosada en las cercan“as de la metafase II, denominada capuch•n de 
Actina” (Fig. 4.57).  

En ratones, durante la maduración ovocitaria los gránulos corticales son impulsados 

por los microfilamentos de Actina a moverse a la periferia, asumiendo una posición 

adyacente a la membrana plasmática, a excepción del área que está en las cercanías del 

huso meiótico (Longo 1985; Sun, Lai, Bonk, et al. 2001; Sun, Lai, Park, et al. 2001). Se ha 

reportado que esta red de filamentos de Actina no es requerida para el anclaje de los GC 

al córtex (Connors et al. 1998; Sun, Lai, Park, et al. 2001), pero sí está involucrada en la 

EGC. En este sentido, el tratamiento de ovocitos de ratón o hámster con citocalasina B 

(impide la polimerización de los filamentos de Actina), bloquea la EGC inducida por la 

entrada del espermatozoide (DiMaggio et al. 1997; Tahara et al. 1996). Adicionalmente, la 
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estabilizaci•n de los microfilamentos utilizando Jasplakinolide inhibi• la EGC gatillada por 
activación artificial en ovocitos de ratón (Terada et al. 2000). Estos resultados sugieren 

que la EGC requiere del citoesqueleto de Actina en estas especies (Sun 2003). Aún más, 

recientemente se ha reportado que es necesario un citoesqueleto de Actina intacto para 

la función de los canales de Ca2+ TRPV3, lo que sugiere que los rearreglos de Actina que 

ocurren durante la maduración, podrían regular tanto la presencia como la función de los 

canales TRPV3, y de otros canales de Ca2+ involucrados en la maduración y fecundación 

del ovocito (Lee et al. 2015). 

 

1.7.2.  La EGC como modelo de exocitosis 

Nuestro laboratorio se enfoca en el estudio de los mecanismos bioquímicos y 

moleculares involucrados en la EGC, como así también en los cambios morfológicos que 

suceden durante el proceso. Nuestro modelo de estudio posee algunas ventajas respecto 

a otros modelos de exocitosis, ya que su gran tamaño permite introducir proteínas y 

agentes no permeables por microinyección citoplasmática.  

Durante la fase de crecimiento, los ovocitos de mamífero son transcripcionalmente 

activos, pero cuando alcanzan su tamaño definitivo, la actividad transcripcional cae y se 

mantiene en niveles indetectables durante toda la maduración meiótica (Clarke 2012). El 

hecho de ser una célula transcripcionalmente inactiva en los estadíos de estudio, 

restringe los abordajes disponibles para el estudio de los mecanismos moleculares que 

gobiernan la EGC. Sin embargo, a diferencia del espermatozoide, el cual también es una 

célula transcripcionalmente inactiva, presenta la ventaja de poseer capacidad 

traduccional, permitiendo mediante el uso de ARN sintéticos, marcar, incrementar o 

inhibir la expresión de proteínas de interés para la EGC. De forma adicional a la 

microinyección, podrían utilizarse péptidos permeables que atraviesan la membrana 

plasmática (CPPs, del inglés cell penetrating peptides). Estos CPP se utilizan en distintos 

modelos como vectores de transporte para la distribución intracelular de una variedad de 

moléculas tales como nano-partículas, péptidos, proteínas y ARN de interferencia 

(Bechara & Sagan 2013). Todas estas características y posibilidades metodológicas 

hacen del ovocito un buen modelo de estudio de la exocitosis regulada. 

 

1.7.3. Maquinaria de fusión de la exocitosis de gránulos corticales 

Sin bien en la actualidad no se conoce con exactitud el mecanismo de fusión de los 

gránulos corticales, hay evidencias convincentes de que las interacciones entre las 

proteínas SNARE y sus proteínas accesorias rigen este proceso en ovocitos de 
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mamíferos. Hasta el momento los componentes de esta maquinaria molecular que se han 

reportado en ratones son: 

 

• SNAP-25: el ARNm y la proteína t-SNARE SNAP-25 fue identificada en ovocitos 

MII de ratón. Luego de la microinyección de la toxina botulínica A (Bont/A), que 

cliva selectivamente a SNAP-25, la EGC inducida por la entrada del 

espermatozoide fue inhibida, y la inhibición atenuada por co-inyección con SNAP-

25 recombinante, sugiriendo que la SNAP-25 está involucrada en la EGC 

dependiente de Ca2+ durante la fecundación en ovocitos de ratón (Ikebuchi et al. 
1998). 

• Sintaxina 4: se detectó la presencia del ARNm y la proteína t-SNARE Sintaxina-4 

en ovocitos ovocitos MII, donde además se la observó colocalizando con los 

gránulos corticales (Iwahashi et al. 2003). No fue examinada la participación de 

Sintaxina 4 en la EGC. 

• Rab3A: un miembro de la familia de las pequeñas GTPasas Rab, está presente 

en ovocitos MII de ratón con una localización cortical (Masumoto et al. 1998); sin 

embargo, su requerimiento para la EGC no fue examinado.  

• Rabfilina-3A : Un efector citosólico de Rab3 y Rab27, es expresado en ovocitos de 

ratón, y la microinyección de sus dominios recombinantes N- y C-terminal inhibe la 

EGC de manera dosis dependiente, demostrando que Rabfilina-3A cumple un rol 

mediando la reacción cortical en ovocitos de ratón (Masumoto et al. 1996).  

 

Un trabajo reciente en ovocitos de porcino revela que las proteínas t-SNARE SNAP-

23 y la proteína v-SNARE VAMP1 están involucradas en el docking de los gránulos 

corticales al oolema, y las interacciones entre estas proteínas SNARE, así como también 

con la molécula Complexina, son las responsables de arrestar a los gránulos corticales 

en el córtex, antes de que ocurra la EGC (Tsai et al. 2011). 

Si bien el mecanismo de fusión de membranas durante la EGC se encuentra todavía 

pobremente caracterizado, estas observaciones sugieren que la EGC en ovocitos de 

mamíferos es regulada por una vía dependiente de proteínas SNARE. Sin embargo, se 

desconoce si las proteínas SNAP y NSF, dos proteínas clave en la vía de las SNARE, 

median la EGC en algún modelo de ovocitos. 
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HIPÓTESIS 

 

La hipótesis de esta tesis doctoral es que el complejo SNAP-NSF se encuentra 

presente en ovocitos de ratón, y que participa y cumple un rol esencial en la fusión de los 

gránulos corticales con la membrana plasmática durante la reacción cortical. En 

consecuencia, hipotetizamos también que la causa de la severa reducción en la fertilidad 

de las hembras hyh puede ser atribuida, en parte, a una EGC defectuosa por la portación 

de la prote“na  SNAP mutada. 
 

OBJETIVOS 

Objetivo General 

La fusión de membranas es un proceso fundamental tanto para la vida de una 

célula como para el origen de un nuevo ser. Por un lado, la vida celular se 

mantiene a través de moléculas transportadas en vesículas que se fusionan entre 

sí o con la membrana plasmática. Por otro lado, el origen de un nuevo ser está 

mediado por tres diferentes eventos de fusión de membranas: la reacción 

acrosomal del espermatozoide –donde el acrosoma exocita su contenido-,  la 

fusión del espermatozoide y del ovocito durante la fecundación, y la reacción 

cortical del ovocito- donde los gránulos corticales se fusionan con la membrana 

plasmática para evitar la polispermia.  Hasta el momento, se conoce con bastante 

detalle el mecanismo molecular de la reacción acrosomal y de la fusión de las 

gametas, mientras que el proceso por el cual transcurre la reacción cortical ha 

sido poco explorado. El objetivo general de esta tesis es estudiar el mecanismo 

molecular por el cual transcurre la fusión de membranas durante la exocitosis  de 

los gránulos corticales en ovocito de ratón, con particular interés en definir el rol 

que desempeña el complejo de proteínas SNAP-NSF. 

 

Objetivos Específicos 

1. Identificar las isoformas de SNAP en ovocitos de ratón  

Las proteínas SNAP son una familia de proteínas formada por tres isoformas en 

mam“feros: ,  y . Estas tres isoformas presentan una alta homología, pero exhiben una 

distribuci•n tisular diferencial. La  es la m‐s abundante y ubicua de las isoformas, 
mientras que la  se encuentra principalmente restringida a neuronas. Todav“a no es 
claro si presentan roles redundantes o cumplen distintas funciones, existiendo evidencia 

que respaldan ambas opciones (Sudlow et al. 1996; Xu et al. 2002). Dado que no existe 
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ningún reporte acerca de su expresión en ovocitos, es nuestro objetivo identificar 

cuál/cuáles de los transcriptos de la/s isoformas de SNAP están presente/s en ovocito de 

ratón. 

 

2. Analizar la expresión de las isoformas de SNAP durante la maduración y activación 

ovocitaria 

Una vez identificados los transcriptos de las isoformas de SNAP presentes en 

ovocito de ratón, se procederá a la detección de la presencia y expresión de dichas 

proteínas. Los niveles de expresión y la localización subcelular de estas proteínas serán 

analizadas utilizando estadíos de ovocitos inmaduros, maduros y luego de la activación 

partenogenética y fisiológica.  

 

3. Caracterizar el rol de las isoformas de SNAP en la exocitosis de gránulos corticales 

La exocitosis de los GC es de fundamental importancia ya que constituye el bloqueo 

primario de la penetración polispérmica. Al igual que otros procesos secretorios, la fusión 

de los GC con la membrana plasmática es regulada por Calcio, sin embargo todavía no 

se conoce el mecanismo molecular por el cual transcurre y los factores intervinientes sólo 

se conocen parcialmente. Proponemos entonces estudiar si las SNAP forman parte de la 

maquinaria requerida para la EGC, y de serlo, si es que distintas isoformas (en el caso en 

el que las hubiere) cumplen funciones redundantes en la EGC, o desempeñan otras 

funciones en la fisiología del ovocito. 

 

4. Identificar la presencia y analizar la expresión de NSF durante la maduración y 

activación del ovocito de ratón 

NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor) es una proteína citosólica que interactúa con 

las SNARE a través de las proteínas SNAP. NSF es una ATPasa hexamérica  requerida 

en todos los procesos de fusión de membranas conocidos, dado que permite 

desensamblar el complejo SNARE. A pesar de su importancia, hasta el momento no ha 

sido descripta en ovocitos. En este sentido se propone estudiar si NSF está presente en 

ovocito de ratón y en caso de estarlo, analizar su expresión durante el proceso de 

maduración y activación. 

 

5. Estudiar el rol de NSF en la EGC  

Además del análisis descriptivo planteado anteriormente para NSF, uno de nuestros 

objetivos primordiales es el de poder, en caso de estar presente, analizar la función de 
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NSF durante la EGC, completando así el estudio del complejo SNAP-NSF y su rol en la 

fusión de los GC con la membrana plasmática. 

 

6. Analizar las posibles causas de la severa reducción de la fertilidad de las hembras hyh 

Existe una cepa de ratones denominada hyh (hydrocephalus with hop gait) que 

presenta una mutaci•n puntual recesiva en el gen de  SNAP (M105I), la que adem‐s de 
tener problemas neurológicos, posee severos problemas reproductivos. En 2009 nuestro 

grupo reportó que los ratones machos hyh son subfértiles debido a que la prote“na  
SNAP mutada altera la exocitosis acrosomal. Sin embargo, todavía se desconocen las 

causas de la severa reducción de la fertilidad de las hembras hyh, lo que constituye el 

presente objetivo. Para llevarlo a cabo, contamos con la colaboración del Dr. F. Bátiz, 

quien cuenta con la cepa hyh en la Universidad Austral de Chile (Valdivia, Chile). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Animales, estimulación hormonal y colección de ovocitos 

Todos los procedimientos que involucran el manejo de animales fueron aprobados 

por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) 

de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cuyo (protocolo 

aprobado 252014). 

La obtención de ovocitos se realizó a partir de hembras de ratones (Mus musculus) 

CF-1 de entre 8 y 12 semanas de edad. CF-1 es una colonia exocriada, por lo cual a 

diferencia de lo que constituye una cepa, los animales no están definidos genéticamente 

y presentan una alta variabilidad genética entre individuos, siempre y cuando se evite la 

endocría en las cruzas. Los progenitores iniciales fundadores de la colonia,  fueron  

obtenidos del bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad 

de Buenos Aires, y criados en el bioterio del Instituto de Histología y Embriología de 

Mendoza-CONICET.  

Para el desarrollo del objetivo específico 6, los ratones utilizados fueron de la cepa 

C57BL/10J, homocigotas wild type, heterocigotas u homocigotas (hyh) para la mutación 

M105I en  SNAP. Los animales hyh son obtenidos por cruzamiento de parejas 
heterocigotas para la mutación M105I. El resultado de estas cruzas es analizado por PCR 

al momento del destete para identificar los genotipos (Bátiz, Roales-Buján, et al. 2009). 

Dichos animales fueron obtenidos del bioterio del Instituto de Anatomía, Histología y 

Patología de la Facultad de Medicina de la Universidad Austral de Chile (UACh), Valdivia, 

República de Chile. 

Durante el proceso de cría y experimentación, los animales se mantuvieron con 

ciclos artificiales automatizados de 12 horas (h) de oscuridad y 12 h de luz, que 

comenzaron todos los días a la misma hora y se mantuvieron sin interrupciones. Esto 

resulta esencial, dado que el fotoperíodo es de vital importancia en la regulación del ritmo 

circadiano, y estimula y sincroniza el ciclo sexual. La temperatura promedio de la sala se 

mantuvo a  22 grados centígrados (ºC), controlada por sistemas de renovación de aire. 

Estos animales poseen un estado microbiológico convencional, lo que significa que: 1) 

están libres de zoonosis; 2) poseen barreras sanitarias relativas; 3) el tipo de 

instalaciones para la reproducción, cría y experimentación son abiertas (no aisladas del 

exterior como en el caso de los animales libres de patógenos); 4) son manejados por 

personal entrenado y deben ser sometidos a controles sanitarios regulares. 
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3.1.1 Obtención de ovocitos inmaduros (GV) 

Para obtener ovocitos inmaduros las hembras fueron estimuladas con 10 unidades 

internacionales (UI) intraperitoneales de la hormona gonadotrofina coriónica equina 

purificada (del inglés, PMSG: pregnant mare’s serum gonadotropin) (Syntex, Argentina), 

que imita el efecto de la hormona endógena folículo estimulante (FSH), estimulando en 

forma directa el desarrollo folicular. Luego de transcurrir un lapso de tiempo de entre 45 y 

48 h post inyección, se procedió al sacrificio de los animales por dislocación cervical. 

  

 
 

Figura 3.1.  Aparato genital femenino de ratón.  En la fotografía se muestra un ovario, seguido por el 

oviducto donde se encuentra el ampula y uno de los cuernos del útero de una hembra CF1 de 8 

semanas de edad.  

 

Seguidamente, se realizó la extracción de los ovarios (Fig. 3.1), y se procedió a la 

disrupción mecánica de los mismos. Para ello, se colocó cada ovario en una gota de 200 

µl del medio de colección. Este medio es el Minimum Essential Medium Eagle (M02689, 

Sigma) con sales de  Earle (Earle et al. 1943) y L-Glutamina (Sigma), sin bicarbonato de 

Sodio, suplementado con: 0.01% de Polivinil alcohol (PVA) (Sigma) para evitar que los 

ovocitos queden adheridos a la placa de Petri donde se colectan y manipulan; 0,001% de 

Gentamicina (Sigma) utilizado como antibiótico de amplio espectro; 0,9 mM piruvato de 

Sodio (Sigma) y  25 mM de buffer  (del inglés, buffer: solución tampón) HEPES (Sigma), 

pH 7,3. Este medio de colección y manipulación de ovocitos será identificado de ahora en 

más como MEM/HEPES. Para trabajar con ovocitos inmaduros, el medio fue 

suplementado con 2.5 M de Milrinone (Sigma) para inhibir la maduración ovocitaria. El 

AMPc es un conocido inhibidor de la maduración (Sirard & First 1988), y sólo cuando sus 

niveles decaen es posible la maduración ovicitaria. Por su parte, el Milrinone es un 

inhibidor de la fosfodiesterasa de AMPc PDE3A (Richard et al. 2001), es decir que impide 

la acción de la enzima que degrada a este nucleótido cíclico. En este sentido, la 

utilización de Milrinone garantiza altos niveles AMPc, y por ende una eficaz inhibición de 

la maduración ovocitaria.  
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La disrupción mecánica se llevó a cabo utilizando una aguja de tuberculina calibre 25 

G (Terumo) para punzar el tejido (Fig. 3.2.a). Luego se colectaron los complejos cúmulus-

ovocito (COC) con una pipeta Pasteur de vidrio estirada, cuyo diámetro oscila entre 100 y 

120 µm. Sólo los ovocitos GV con un diámetro de aproximadamente 80 µm de diámetro y 

con sus células del cúmulo intactas (mínimo 3 capas) fueron seleccionados para su uso.  

 

 
 

Figura 3.2. Colección de ovocitos GV. En esta fotografía se muestra el procedimiento para la extracción y 

colección de ovocitos GV. El ovario extraído es sujetado por una pinza y se punza con una aguja (a), nótese 

la salida de líquido folicular como consecuencia de la punción. En el líquido resultante de la punción, los 

complejos cúmulus-ovocito (COC) son colectados (b) y aspirados sucesivas veces a fin de remover las 

células foliculares y el ovocito GV quede denudado (c), listo para ir a una gota de lavado. 

 

Con el fin de obtener los ovocitos GV denudados para trabajar, las células del 

cúmulus fueron removidas mecánicamente como consecuencia de una serie de pasajes a 

través de gotas de 30 µl de medio MEM/HEPES, utilizando una pipeta de menor diámetro 

que el utilizado para la colección (Fig. 3.2 b,c). Una vez finalizada la limpieza los ovocitos 

colectados se colocaron en una placa de Petri en una gota (50-100 µl) de medio M16 pH 

7,2-7,4 (NaCl 94,66mM; KCl 4,78 mM; CaCl2 -2H2O 1,71 mM;  KH2PO4 1,19 mM;  MgSO4 

-7 H2O 1,19 mM; NaHCO3 25 mM;  lactato de Sodio 23,28 mM; piruvato de Sodio 0,33 

mM; glucosa 5,56 mM;  Albúmina Sérica Bovina (BSA) 0,4 %; Gentamicina 0,001% y 

PVA 0.01%). La gota fue cubierta con vaselina de uso medicinal extra densa (Ewe), y los 
ovocitos fueron incubados en la estufa a 37ºC, en atmósfera humidificada con un 

porcentaje de CO2 del 5% en aire, hasta su utilización. 

 

3.1.2 Obtención de ovocitos maduros (MII) 

Para obtener ovocitos maduros, las hembras fueron estimuladas con 10 UI 

intraperitoneales de la hormona PMSG (Syntex, Argentina), y 48 h después fueron 

estimuladas con 10 UI de la hormona gonadotrofina coriónica humana (hCG) (Syntex, 

Argentina), que posee la misma acción biológica que la hormona endógena luteinizante 

(LH), por lo cual induce la ovulación. Entre 13 y 17 h luego de la segunda estimulación 

hormonal, se procedió al sacrificio de los animales por dislocación cervical. 
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Luego se realizó la extracción de los oviductos del animal, y se los colocó en gotas 

de 40 µl de Hialuronidasa al 0,04% (Sigma) en medio M2 pH 7,2-7,4 (NaCl 94,66mM; KCl 

4,78 mM; KH2PO4 1,19 mM; MgSO4 -7 H2O 1,19 mM; lactato de Sodio 23,28 mM; piruvato 

de Sodio 0,33 mM; glucosa 5,56 mM; NaHCO3 4,15 mM; CaCl2 -2H2O 1,71 mM; HEPES 

20,85 mM; suplementado con Gentamicina 0,001% y 0.01% PVA). Bajo lupa 

estereosc•pica modelo SMZ 1000 (Nikon) con 16-20x de magnificación, se realizó una 

incisión del ampula (la parte del oviducto más cercana al ovario) donde se encuentran los 

folículos que fueron ovulados. Esta incisión permite la liberación de los COC, que serán 

expuestos a la acción de la Hialuroinadasa (Fig. 3.3). La Hialuronidasa es una enzima 

presente en el espermatozoide que es capaz de disgregar la matriz de ácido hialurónico 

que existe entre las células del cúmulo de ovocitos maduros, a fin de que el 

espermatozoide pueda atravesar el cúmulus, y sea de este modo posible el proceso de 

fecundación. Utilizando este principio fisiológico, la Hialuronidasa se utilizó durante 

aproximadamente 2 minutos (min) a 37ºC,  para disgregar las células del cúmulo del 

ovocito. Una vez terminada la incubación con Hialuronidasa, se procedió a una serie de 

pasajes sucesivos a través de gotas de 30 µl de medio MEM/HEPES a fin de realizar una 

limpieza exhaustiva de los ovocitos MII. Finalmente se incubaron en medio M16, como se 

describió anteriormente para los GV, en la estufa a 37ºC, bajo atmósfera humidificada 

con un porcentaje de CO2 del 5% en aire, hasta ser utilizados 
 

 
Figura 3.3. Colección de ovocitos MII. En esta figura se muestra el procedimiento para la extracción y 

colección de ovocitos MII. El oviducto extraído (b), en el cual puede observarse claramente el ampula,  

es sujetado por una pinza y se raja con una aguja (a,c) para permitir la salida de los ovocitos MII con las 

células del cúmulus (d). Las mismas serán removidas por exposición a la acción de la enzima 

Hialuronidasa. 

 



 Materiales y Métodos ׀ 

92 
 

A continuación se presenta, a modo de resumen, un esquema general de trabajo de 

los protocolos de estimulación hormonal utilizados para la colección tanto de ovocitos GV 

(Fig. 3.4.a) como MII (Fig. 3.4.b). 

 

 
Figura 3.4. Esquema general de trabajo para la obtención de ovocitos GV y MII.  a. Para la obtención de 

ovocitos GV se estimuló a las hembras con PMSG y 45-48 h post-inyección se procedió al sacrificio y 

colecta de ovocitos por punción del ovario. b. Por su parte, los ovocitos maduros MII se obtuvieron de 

animales superestimulados con 2 hormonas: una primera inyección con PMSG, y 48 h después con 

hCG. Los animales fueron sacrificados 13-17 h luego de la inyección con esta última hormona.  

 

3.2. Análisis por RT-PCR 

 Esta técnica fue llevada a cabo con el objetivo de determinar la expresión génica de 

las isoformas de SNAP y NSF en ovocito de ratón. Como control positivo se utilizó ADN 

copia (ADNc) de cerebro de ratón que expresa constitutivamente las tres isoformas de 

SNAP ( ,  y ) y NSF. 

 

3.2.1. Consideraciones generales del trabajo con ARN 

El ácido ribonucleico (ARN) es un material extremadamente sensible, es por ello que 

deben tomarse las máximas precauciones para evitar la contaminación con ribonucleasas 

(ARNasas) y su ulterior degradación. Las ARNasas son  enzimas muy estables y activas, 

que hidrolizan el ARN y no requieren de cofactores para su función. 

Debido a que juegan un rol importante en el metabolismo de los ácidos nucleicos, las 

ARNasas se encuentran tanto en procariotas como en eucariotas, y en prácticamente 

cada tipo celular. El cuerpo humano utiliza a las ARNasas como un arma para defenderse 

de microorganismos, secretando estas enzimas en fluidos como lágrimas, saliva, mucus y 
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transpiración. Asimismo, estas enzimas están presentes en grandes cantidades en la piel, 

siendo la misma una de las mayores vías de contaminación con ARNasas. Otra de las 

fuentes primarias de ARNasas en el ambiente, la constituyen los microorganismos, 

fundamentalmente bacterias, hongos y sus esporas. Tanto la superficie de la piel como  

las partículas de polvo pueden traer consigo este tipo de microorganismos. Sumado a 

ello, en un laboratorio de Biología Molecular los problemas de contaminación por 

ARNasas están exacerbados, dado que, los microorganismos y productos derivados de 

ellos, como por ejemplo enzimas de restricción, polimerasas, etc., son usados 

frecuentemente, y son herramientas esenciales, y hasta a veces inclusive, el objeto de 

estudio propiamente dicho.  

Las ARNasas, especialmente las pertenecientes a la familia A de ARNasas son 

proteínas pequeñas y compactas conteniendo varios residuos de cisteína que forman 

numerosos puentes disulfuro intramoleculares. Como resultado, las ARNasas 

desnaturalizadas tienden a recuperar su estructura nativa y su función en forma parcial 

luego de ser expuestas a temperatura ambiente (TA) en ausencia de algún agente 

desnaturalizante. Consecuentemente, las ARNasas pueden retener cierta actividad 

después de ciclos de congelado y descongelado, e inclusive, luego de haber sido 

sometidas al autoclave. Son enzimas ubicuas y resistentes, su naturaleza robusta las 

hace refractarias a muchos de los métodos de decontaminación estándar, siendo muy 

difíciles de inactivar ya que soportan, por ejemplo, el autoclavado. Es entonces de vital 

importancia trabajar en un ambiente virtualmente libre de ARNasas, con materiales 

adecuadamente tratados para su eliminación. Los siguientes cuidados fueron tomados a 

fin de ayudar a prevenir la contaminación de ARNasas, o al menos disminuir el nivel de 

las mismas. Como fue expuesto con anterioridad, la piel y el polvo ambiental son una de 

las mayores vías de contaminación con ARNasas. Por ello, se utilizaron guantes durante 

toda la manipulación de reactivos, materiales y muestras, a fin de  prevenir la 

contaminación. Los mismos fueron cambiados con alta frecuencia y luego de estar en 

contacto con lugares de uso común. Asimismo, los tubos se mantuvieron cerrados 

siempre que fue posible. 

Las muestras de ARN y reactivos específicos fueron manipulados en una mesada 

destinada exclusivamente para el manejo de ARN, al igual que la pipetas utilizadas, que 

fueron de uso específico para ARN. Sumado a ello, las superficies, pipetas y gradillas 

utilizadas fueron previamente tratadas primero con una solución decontaminante de 

hipoclorito de sodio al 10%, y luego con el reactivo comercial RNase ERASE (MP 

Biomedicals), a fin de bajar la carga de ARNasas. El material plástico descartable 

utilizado fue estéril y certificado libre de ARNasas (Axygen). El material de vidrio 
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(Erlenmeyers, frascos, vasos de precipitado, probetas, etc.) utilizado fue incubado en el 

horno a 300°C durante 4 h. El material de plástico no descartable como las  cubas de 

electroforesis, entre otros, fue lavado durante 5 min con 0,1M NaOH, 1mM EDTA, luego 

durante 10 min con solución 10% H202, y finalmente  enjuagados con agua calidad Milli-

Q. El agua utilizada para preparar todas las soluciones utilizadas fue de calidad Milli-Q, 
agua doble destilada pasada  a través de un filtro con poro final de 0,2 µm (Barnstead), 

con una concentración de ARNasas estipulada según fabricante del filtro, menor a 0,01 

ng/ml. Las muestras de ARN se mantuvieron siempre en bloque frío, a menos que 

estuvieran disueltas en un solvente orgánico.  

 

3.2.2. Extracción del ARN 

En primera instancia, se procedió a la extracción del ARN tanto de ovocitos, como de 

cerebro de ratón que, con posterioridad, fueron utilizados para la obtención del ADNc. 

Durante la extracción de ARN se trabajó de manera rápida, a fin de minimizar la 

exposición con ARNasas y evitar así la degradación del ARN.  

 

3.2.2.1. Extracción de ARN a partir de ovocitos 

Este proceso fue realizado con el kit comercial ARNqueous®-Micro Kit (Ambion), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las soluciones e insumos utilizados a 

continuaci•n, a excepci•n del etanol absoluto (Merck), fueron provistos por el kit. Se 

trabajó en bloque frío a menos que se indique lo contrario.  

Se utilizaron ovocitos GV, debido a que es el estadío con la máxima concentración 

de ARN. El ARN materno se acumula en los ovocitos durante el proceso de crecimiento, 

llegando a su máximo en ovocitos GV (Li et al. 2010). Durante la maduración meiótica, 

aproximadamente unas 12 h antes de que ocurra la ovulación, desaparecen la mayoría 

de los ARN poliadenilados en el ovocito (Clegg & Pik• 1983; De Leon et al. 1983).  
En el menor volumen de medio posible, se colectaron 50-100 ovocitos en estadío 

celular GV de acuerdo al procedimiento descripto con anterioridad (sección 3.1.1).  

Inmediatamente se procedió a la ruptura de las células agregando 100 µl de buffer de lisis 

a 4ºC, seguido de lo cual se agitó vigorosamente con vórtex. La solución de lisis contiene 

tiocianato de Guanidina, un agente caotrópico que destruye las membranas celulares y 

rápidamente inactiva las ARNasas. Al lisado celular se le agregaron 50 µl de etanol 100% 

(Merck) y se agit• en v•rtex brevemente a m‐xima velocidad, luego de lo cual se 

centrifugó para colectar el lisado en el fondo del tubo. La mezcla del lisado con el etanol 

fue pasada a través de una columna con filtro, y recogida en un tubo colector de 1,5 ml 
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por centrifugación a máxima velocidad durante 10 segundos (s). Al finalizar este paso, el 

ARN estará unido a la membrana del filtro de Silica.  

Luego se procedió a una serie de 3 lavados consecutivos. El primer lavado consistió 

en agregar un volumen de 180 µl de la solución de lavado I en la columna, seguida de 

una centrifugación a 13.000 x g durante 10 s. Procediendo de igual modo, los lavados 

subsiguientes se realizaron con 180 µl de solución de lavado II/III a temperatura 

ambiente. El eluído de los mismos fue descartado y, finalmente, la columna se centrifugo 

a 13.000 x g durante 1 min, con el objetivo de remover el fluido residual y secar el filtro.  

La columna fue transferida a un tubo colector de 1,5 ml nuevo, y se colocaron en el 

centro del filtro 5 µl de solución de elución precalentada a 75 ºC, se incubó 2 min a TA y 

se centrifugó a 13.000 x g durante 30 s, para eluir el ARN del filtro. Se repitió este último 

paso y se colectó en el mismo tubo utilizado con anterioridad, colectándose así un 

volumen de 10 µl finales. 

A fin de remover cualquier traza de ADN genómico que pudiera haber quedado, se 

realizó un tratamiento con la enzima ADNasa: DNAsa I. Para ello se agregaron 2 µl de 

buffer de DNAsa I 10X y 1 µl de la enzima DNAsa I (2 U) a la muestra de ARN y se 

mezcló breve pero vigorosamente en vórtex. La mezcla fue incubada a 37 ºC durante 20 

min.  

Luego de transcurrido el tiempo de incubación, la DNAsa I fue removida agregando 

2µl del agente inactivante de la DNAsa I. La mezcla fue incubada 2 min a TA, luego de lo 

cual se centrifugó a 13000 x g durante 1,5 min, a fin de obtener un precipitado con la 

resina que remueve la DNAsa. Finalmente se recuperó y transfirió el sobrenadante a un 

tubo nuevo, y se almacenó a -80 ºC hasta su uso. 

 

3.2.2.2. Extracción ARN de cerebro de ratón 

Este procedimiento fue llevado a cabo utilizando el reactivo comercial Trizol 

(Invitrogen), que es una solución monofásica de fenol, isotiocianato de Guanidina y otros 

componentes no declarados por el comerciante, que facilitan el aislamiento del ARN y 

permiten mantener su integridad debido a una alta inihibición de la acción de ARNasas. 

Dado que el fenol es tóxico y corrosivo, y el isotiocianato de Guanidina es irritante, se 

trabajó bajo campana y utilizando los elementos de protección correspondientes, como 

guardapolvos, guantes y anteojos de seguridad. 

El primer paso realizado consistió en la homogeinización del tejido por sonicación. 

Para ello se agregó 1 ml de Trizol por cada 50-100 mg de tejido, teniendo en 

consideración que el volumen de la muestra no debe exceder el 10% del volumen de 

Trizol utilizado para la homogeinización. Dado que la muestra presenta alto contenido de 
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proteínas, grasas, polisacáridos y material extracelular, luego del proceso de 

homogeinización se removió el material insoluble por centrifugación a 12.000 x g durante 

10 min a 4 ºC. El precipitado resultante contiene membranas extracelulares, 

polisacáridos, ADN de alto peso molecular, mientras que el sobrenadante contiene el 

ARN.  

El sobrenadante fue transferido a  un tubo limpio para seguir con el procedimiento de 

purificación del ARN. Para ello se incubó durante 5 min a TA para completar la 

disociación de los complejos nucleoproteicos. Luego se adicionaron 200 µl de cloroformo 

(Merck) por cada 1 ml de Trizol utilizado en la homogeinización. Con posterioridad se 

agitó durante 15 s en vórtex, seguido de una incubación de 3 min a TA. A continuación se 

centrifugó a 12.000 x g durante 15 min a  4 ºC. Como consecuencia de esta 

centrifugación la mezcla se separó en 2 fases: la orgánica inferior y la acuosa superior, 

separadas por una interfase. La fase orgánica de color rojo claro contiene ADN y 

proteínas, mientras que el ARN se encuentra exclusivamente en la fase acuosa incolora, 

cuyo volumen correspondió aproximadamente al 60% del volumen usado de Trizol. 

El paso siguiente consistió en la precipitación del ARN, para lo cual se transfirió con 

extremo cuidado la fase acuosa a un tubo nuevo, evitando el más mínimo contacto de la 

punta de la pipeta con la interfase o la fase orgánica. Seguidamente, se agregaron 500 µl 

de alcohol Isoprop“lico (Merck), guardado a -20ºC, por cada 1 ml de Trizol utilizado 

durante la homogeinización inicial. Luego se incubó la muestra durante 10 min a TA y se 

centrifugó a 12.000 x g durante 10 min a 4ºC. El ARN precipitado forma un gel visible  a 

los costados y en el fondo del tubo.  

Con el fin de remover impurezas, se procedió a la etapa de lavado. Para ello, se 

removió el sobrenadante por inversión sobre un papel absorbente y se lavó el precipitado 

con 1 ml de etanol 75% por cada 1 ml de Trizol utilizado para la homogeinización inicial. 

Luego se agitó la muestra en vórtex y se centrifugó a 7.500 x g durante 5 min a 4 ºC. 

Antes de proceder a la resuspensión del ARN, se descartó el sobrenadante y el 

precipitado se dejó secar durante 10 min a TA. Es de vital importancia evitar la 

deshidratación total dado que esto disminuye la solubilidad del ARN. Finalmente se 

resuspendió el precipitado de ARN en 30 µl de agua libre de  ARNasas (Biodynamics), se 

incubó a 55 ºC durante 10 min y finalmente se guardó a -80 ºC hasta su uso. 

 

 

 

 



 Materiales y Métodos ׀ 

97 
 

3.2.2.3. Determinación del rendimiento de la extracción: cuantificación y determinación 

del grado de pureza del ARN 

3.2.2.3.1. Cuantificación 

Para realizar la reacción de retrotranscripción del ARN, y obtener consecuentemente 

el ADNc, es necesario hacer una cuantificación previa del ARN que servirá como molde 

para la síntesis.  

Los ácidos nucleicos, al igual que muchas otras sustancias, tienen la propiedad de 

absorber luz en una longitud de onda específica. Las bases nitrogenadas presentes en 

los ácidos nucleicos tienen su máxima absorción de luz a 260 nanometros (nm) de 

longitud de onda. Debido a esta propiedad enunciada, pueden ser cuantificados por 

espectrofotometría midiendo absorbancia de la muestra con una fuente de luz ultravioleta 

(UV) a 260 nm (He ios, Unicam). De acuerdo a la ley de Beer, una unidad de 

absorbancia (A260=1) equivale aproximadamente a 40 µg/ml de ARN simple cadena, en 

una cubeta de camino óptico de 1 centímetro (cm). Asumiendo esta relación lineal, se 

determinó la concentración en la muestra incógnita. Es importante aclarar, que esta 

relación es válida sólo para mediciones realizadas en agua como solvente.  La cubeta 

utilizada para las mediciones espectrofotométrica de ácidos nucleicos es de cuarzo 

(Hellma Analytics), debido a que este material no absorbe luz UV como el vidrio o el 

plástico. 

 

3.2.2.3.2. Determinación del grado de pureza 

La pureza de una solución de ácidos nucleicos puede ser determinada calculando la 

relación de las lecturas espectrofotométricas a 260 y 280 nm (A260/A280). Como fuera 

dicho con anterioridad, los ácidos nucleicos tienen su máximo de absorción a 260 nm, 

mientras que las proteínas, uno de los principales contaminantes que absorben luz en el 

rango UV, lo presentan a 280 nm. De este modo, la relación A260/A280 es un indicador de 

la contaminación principalmente con proteínas, aunque no pueden descartarse 

contaminaciones con reactivos residuales del protocolo de extracción como fenoles y 

Guanidina. El ARN purificado deberá exhibir una relación A260/A280 mayor a 1,8 y cercano 

a 2, en el caso de utilizar agua como solvente. Si la muestra contiene proteínas, la 

relación será menor debido al incremento de la absorbancia a 280nm. Cabe destacar que 

esta relación de absorbancias está considerablemente influenciada por el pH. Desde el 

momento que el agua no tiene capacidad buffer, el pH y la resultante relación A260 /A280 

puede variar ampliamente. Un bajo pH puede resultar en una relación A260 /A280 menor y 

una reducida sensibilidad a la contaminación proteica. Para obtener valores más 

confiables de esta relación, las mediciones de absorbancia para el ARN de cerebro se 
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realizaron adicionalmente en 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, solvente en el cual el ARN puro debe 

presentar una relación A260/A280 comprendida entre 1,9 y 2,1. Dada la escasa cantidad de 

muestra, para el caso de ARN total extraído de ovocitos, se realizó una única lectura en 

agua Milli-Q, debiendo exhibir el ARN purificado una relación A260 /A260 mayor a 1,8 y 

cercano a 2, según lo enunciado anteriormente. 

 

3.2.2.3.3. Determinación de la integridad del ARN purificado 

La absorbancia a 260 nm y la relación A260/A280 sólo nos da un indicio de la cantidad 

de ARN y del grado de contaminación con impurezas orgánicas e inorgánicas, pero no 

nos dice nada sobre el nivel de degradación de ARN. 

Uno de los métodos más utilizados para determinar el grado integridad del ARN, es 

el análisis de la relación entre las bandas ribosomales 28S y 18S que se observan en un 

gel de agarosa luego de una separación electroforética. La relación 28S/18S en un ARN 

íntegro es cercana a dos. Se recomienda como mínimo estándar de calidad partir de una 

relación 28S/18S = 1,2 a fin de garantizar resultados ulteriores exitosos. 

Con el objetivo de juzgar rápidamente la integridad y la calidad del ARN extraído se 

realizó una electroforesis en gel de agarosa nativo. Dado que el gel de agarosa utilizado 

es no desnaturalizante, la  estructura secundaria del ARN altera su patrón de migración, 

razón por la cual no van a migrar de acuerdo a su tamaño real. Por lo general las bandas 

no suelen ser tan definidas como en los geles desnaturalizantes, y el ARN simple cadena 

puede migrar como múltiples bandas, representativas de diferentes estructuras.  

Una de las ventajas que representa la utilización de geles nativos, además de no ser 

necesario disponer de reactivos especiales tales como soluciones tampón de corrida para 

la electroforesis con MOPS, es que las muestras pueden ser cargadas directamente sin 

necesidad de calentar previamente. Adicionalmente, utilizando geles nativos se evita el 

potencial riesgo de toxicidad por la utilización de soluciones de siembra con 

Formaldehído, y la necesidad de realizar todos los procedimientos durante la corrida 

electroforética bajo campana. En este tipo de geles, para ARN total de mamíferos se 

observan 2 bandas m‐s intensas que corren aproximadamente a 4,5 y 1,9 kilobases (kb). 
Estas bandas representan el ARN ribosomal (ARN r) 28S y 18S. La relación de la 

intensidad de estas bandas debe ser aproximadamente de 2 a 1 (1,5-2,5 a 1). Para 

muestras que han sufrido degradación, esta relación se invierte, dado que el ARNr 28S 

es característicamente degrado en especies 18S-like. Las bandas del ARNr 28S y 18S 

deben ser lo m‐s discretas posibles, es decir, con poco chorreado , dado que uno de los 
primeros signos de degradación de ARN en los geles no desnaturalizantes es un 

chorreado  comenzando desde las bandas de ARNr extendiéndose hacia el área de 
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fragmentos de menor peso molecular. El ARN que presenta este grado de degradación 

es todavía adecuado para posteriores procedimientos, como la obtención de ADNc. De 

todos modos, si el chorreado  inferior es tan pronunciado como para que no sea 
discernible el borde inferior de la banda de ARNr, la muestra de ARN debe ser 

descartada. 

Para la separación electroforética, el porcentaje de agarosa utilizado fue del 1% en 

buffer Tris base/Ácido Bórico/ EDTA (TBE) 0,5X (45 mM Tris base, 45 mM Ácido Bórico, 

1 mM EDTA pH 8,0). 

 Se sembraron 0,5 µg de marcador de peso molecular de 1kb (New England Biolabs) 
al que previamente se le adicionaron 2 µl 5x Green GoTaq Reaction Buffer (Promega) 

como buffer de siembra y cantidad suficiente de agua libre de ARNasas para alcanzar un 

volumen final de 10 µl. Para las muestras de ARN se sembraron 10 µg de ARN de 

cerebro, 1 µl (40 unidades (U)) de inhibidor de ARNasas Recombinant RNasin® 

Ribonuclease Inhibitor (Promega), 2 µl 5x Green GoTaq Reaction Buffer (Promega) como 

buffer de siembra y cantidad suficiente de agua libre de ARNasas para alcanzar un 

volumen final de 10 µl. 

Una vez cargadas las muestras en el gel, se procedió a la realización de la 

separación electroforética en buffer de corrida  TBE 0,5X.  Se conectó la cuba de 

electroforesis a la fuente de poder Power Pac HC (Biorad) y se corrió a 95 V (5 V por 

cada cm de espacio entre los electrodos de la cuba electroforética que era de 19 cm), 

durante aproximadamente  1,5 h.  No se utilizaron voltajes de corrida más altos a fin de 

prevenir la degradación del ARN durante la electroforesis. 

Una vez concluida la separación electroforética, se realizó la tinción con SYBR® 

Safe (Molecular Probes, Invitrogen). Para ello, se diluy• el stock de SYBR® Safe  
1:10.000 en TBE 0,5X y, dentro de un contenedor plástico cubierto de papel aluminio 

para mantener el reactivo protegido de la luz,  se sumergió el gel en solución de tinción y 

se procedió a una incubación en agitación a TA durante 20-30 min. 

Finalmente se realizó el revelado con el fotoanalizador de fluorescencia 

ImageQuant LAS-4000 (Fujifilm). 

 

3.2.3. Síntesis de ADNc 

3.2.3.1. Reacción de Retrotranscripción 

Una vez cuantificado el ARN y analizado su grado de pureza e integridad, se 

procedió a la reacción de retrotranscripción. En un primer paso se mezclaron 2 µg de 

ARN con 1 µg del oligonucleótido Oligo dT (Biodynamics). Para el caso de muestras de 

ARN provenientes de ovocitos se utilizó el volumen total de ARN extraído. Se llevó la 
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mezcla de reacción a un volumen final de 15 µl con agua ARNasa free (Biodynamics). La 

mezcla se incubó a 70ºC durante 5 min para desarmar las estructuras secundarias que 

pudiera tener el ARN. Luego de transcurridos los 5 min se colocó el tubo inmediatamente 

en hielo para prevenir que se reformen las estructuras secundarias y se centrifugó 

brevemente para colectar la solución en el fondo del tubo. Posteriormente, se agregaron 

9 µl de una master mix para RT conteniendo 5 µl de buffer de reacción 5x de la 

transcriptasa reversa (RT) de Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) (Promega) 

(250mM Tris-HCl (pH 8,3), 375mM KCl, 15mM MgCl2, 50mM DTT); 0,5 µl de un stock de 
los 4 desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs) (Promega) en concentración 25mM; 25 U 

de inhibidor de ARNasas Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega) y 

agua libre de ARNasas (Biodynamics) suficiente para alcanzar un volumen final de 25 µl.  

La mezcla se incubó a 42ºC durante 2 min. Finalmente se agregaron 200 U de la 

transcriptasa reversa (RT) de Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) (Promega), se 

mezcló suavemente y se incubó a 42ºC durante 1 h.  

Se realizó un control en el cual se incluyeron todos los componentes de la reacción a 

excepci•n de la transcriptasa reversa (control - RT”), a fin de garantizar que el ADNc 

producto de esta reacción no es debido a contaminación por ADN genómico. 

 

3.2.3.2. Determinación del rendimiento de reacción de retrotranscripción: cuantificación y  

determinación del grado de  pureza del ADN 

3.2.3.2.1 Cuantificación del ADNc 

Previo a la amplificación por PCR debió realizarse una cuantificación, que, al igual 

que para el ARN, se realizó espectrofotométricamente. Para ello, se realizó una medición 

de la densidad óptica (DO) de la muestra a 260 nm. En este caso, una unidad de 

absorbancia (A260=1) equivale aproximadamente a 50 µg ADN/ml.  

 

3.2.3.2.2. Determinación del grado de pureza 

Al igual que lo expuesto para el caso del ARN, el grado de pureza del ADN se 

determinó calculando la relación de los valores espectrofotométricos de absorbancia  a 

260 y 280 nm (A260/A280). Para ser considerada como pura , una soluci•n de ADN deber‐ 
exhibir una relación A260/A280 cercana a 1,8, utilizando agua como solvente.  
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3.2.4. Amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en punto final 

3.2.4.1. Elección de cebadores o primers específicos 

Para la amplificación del ADN de interés por PCR utilizando como templado el ADNc 

que se obtuvo en el paso anterior, se utilizaron pares de primers (del inglés, primers: 

cebadores) específicos para las isoformas ,  y  SNAP, y NSF. 

Las secuencias de los primers fueron elegidas dentro de las disponibles en la base 

de datos PrimerBank (Harvard Medical School), siguiendo una serie de estrictos criterios 
en cuanto a las características de los primers.  

La longitud óptima elegida fue de entre 18 y 24 nucleótidos (nt). Este recaudo se 

debe a que si los primers son muy largos puede haber errores en la síntesis y fallas en el 

apareamiento, lo que resulta en un bajo rendimiento, mientras que si los primers son muy 

cortos pueden resultar inespecíficos, ya que la especificidad de un primer depende en 

gran medida de su longitud. En este sentido, los primers cortos pueden tener un pegado 

inespecífico si hay una homología corta en el extremo 3´ a bajas temperaturas de 

apareamiento. Por otra parte, cuanto más largo es el primer hay una menor probabilidad 

de encontrar dos secuencias iguales en el ADN templado y por lo tanto una mayor 

especificidad. 

 La temperatura de melting (Tm) es aquella temperatura a la cual la mitad de las 

bases del primer están apareadas con el ADN molde, la cual dependerá principalmente 

de la longitud del primer, el % de GC y la concentración molar del ión Sodio. Su fórmula 

más simplificada está representada por la ecuación: Tm = 2∙(A+T) + 4∙(G+C); donde A es 
Adenina, T es Timina, G es Guanina y C es Citosina. Según se desprende de esta 

fórmula, la Tm aumenta con la longitud del primer y el contenido de GC. Con respecto al 

contenido de GC se recomienda un  45-55% de GC en el primer para tener una adecuada 

Tm. A los fines operativos es recomendable utilizar pares de primers con una Tm de entre 

55 y 70 ºC. En base a la Tm de los primers luego se elige la temperatura de 

apareamiento del programa PCR, siendo en general de 5 ºC por debajo de la Tm más 

baja del par de primers, y de al menos 50 ºC. Dado que ambos primers trabajan a la 

misma y única temperatura de apareamiento, es de crítica importancia que sus Tm sean 

similares. 

La secuencia de los primers debe ser elegida de tal modo que no contenga 

secuencias repetitivas de una misma base o tipo de base (purinas o pirimidinas). Debe 

evitarse secuencias PoliT, PoliA o PoliT/A, ya que su unión es más débil (dos puentes de 

hidrógeno en complementariedad A-T), pudiéndose separar el complejo primer-templado 

en esa zona, lo que se conoce como brecha, que tiene como consecuencia la 

disminución de la eficiencia de amplificación. Por su parte, si en la secuencia del primer 
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hay PoliG, PoliC o PoliC/G la unión al templado será más fuerte (tres puentes de 

hidrógeno en complementariedad C-G), lo que puede promover un apareamiento no 

específico.  

Otra característica de crítica importancia a destacar en el diseño o elección de los 

primers es una perfecta unión de los primers al ADN molde en el extremo terminal 3´, ya 

que es el sitio donde se une la enzima ADN polimerasa. De este modo, la inclusión de 

uno o dos residuos G o C hacia el extremo 3´de los primers puede asegurar una mayor 

estabilidad del apareamiento del primer al templado, debido a la mayor fuerza de 

interacción puente de Hidrógeno entre residuos G-C. A su vez ayuda a incrementar la 

eficiencia de la reacción, minimizando cualquier brecha que pudiera ocurrir. Es importante 

remarcar que deben evitarse más de dos residuos GC ya que, como fue expuesto con 

anterioridad, esto puede llevar a un apareamiento no específico. 

En cuanto a la complementariedad de secuencias, es pertinente resaltar que no 

debe existir complementariedad intra- o inter-primers. Es recomendable evitar una 

complementariedad intra-primer de más de tres bases dado que el primer puede plegarse 

formando estructuras secundarias de doble cadena, lo que interfiere con el apareamiento 

al ADN templado. Por otro lado también debe evitarse la complementariedad inter-

primers, dado que si la misma existe, se formarán dímeros de primers que disminuyen la 

formación del producto de PCR por competencia. 

Dado que en la actualidad no existen métodos de purificación de ARN que puedan 

garantizar la ausencia de ADN, la selección de primers para la RT-PCR juega un papel 

crucial para minimizar la posibilidad de amplificación de ADN genómico contaminante, en 

el caso de que lo hubiera.  

Para ello, existen dos estrategias principales de diseño de primers. La primera 

consiste en diseñar o elegir primers que hibridicen en una unión exón-exón o cicatriz del 

intrón en el ARNm target. De este modo una parte del primer hibridiza en el extremo 3´de 

un exón, y la otra parte en el extremo 5´ del siguiente exón (primers que se pegan en el 

sitio de empalme y corte luego del splicing del ARN). Los primers diseñados de este 

modo no hibridizarán en el  ADN genómico, pero sí lo harán  en los ADNc sintetizados a 

partir de los ARNm que sufrieron splicing, también llamados ARNm maduros. La segunda 

estrategia consiste en elegir primers que flanqueen un intrón de gran tamaño, es decir 

que el primer sentido hibridice en un exón, y el antisentido en otro exón, teniendo en 

cuenta que el (o los) intron que los separe en el ADN genómico sea de tamaño 

considerable. De este modo, en condiciones de ciclado estándar, no ocurrirá la 

amplificación a partir del ADN genómico por la insuficiente procesividad de la ADN 

polimerasa utilizada, o si ocurre, existirán dos productos de amplificación distinguibles: 
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uno de mayor tamaño proveniente del ADN genómico, si es que hubiera contaminación, y 

otro amplicón más pequeño proveniente del ADNc de interés. Todos los pares de primers 

elegidos están basados en alguna de estas dos estrategias. 

Todos los análisis de las características de los primers fueron realizados utilizando el 

software CLC Sequence Viewer (CLC Bio, Qiagen). El estudio del plegado de los primers 

y la verificación de que los mismos no formen estructuras secundarias a la temperatura 

de apareamiento o annealing, fue estudiado con el programa Geneious (Biomatters). 

Adicionalmente, para el caso de los primers para las isoformas de SNAP, que fueron 

alternativamente usados en reacciones individuales y PCR-multiplex, se verificó que no 

formaran estructuras secundarias entre los distintos oligonucléotidos de los 3 pares de 

primers  utilizando el programa Autodimer (Vallone & Butler 2004). Para ello se comprobó 

que los 3 pares de primers no formen dímeros de primers utilizando valores de score 

(matches – missmatches) adecuados (entre 7 y 8), ni inclusive con valores de score más 

bajos, y por ende más restrictivos (Vallone & Butler 2004). 
 

3.2.4.2. Primers utilizados 

Los primers utilizados para amplificar el ADNc de  SNAP  fueron el  SNAP 
sentido” 5´-AGGCTGCCCAACTACACCTA-3´ (Tm: 62,5 ºC; % GC: 55; largo: 20 nt;  

localización en la secuencia codificante: 200-219)  y el  SNAP antisentido   5´-
ATCAGACAGTTAATGGCCTCTTG-3´ (Tm: 60 ºC; % GC: 43,48; largo: 23 nt; localización 

en la secuencia codificante: 314-292) (Fig. 3.5), PrimerBank ID: 13385392a2. El tamaño 

esperado del amplicón generado por este par de primers es de 115 pares de bases (pb).  

 

 
Figura 3.5. Alineamiento de los primers para  SNAP. El azul corresponde al ADN gen•mico de  
SNAP, el verde indica los exones, y el amarillo la secuencia codificante. En violeta delineado por rojo se 

encuentra señalada la localización del primer en cuestión. a. Primer  SNAP sentido hibrida en el ex•n 
3 del gen. Izq.: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der: Acercamiento de 

localización y secuencia del primer. b. Primer  SNAP antisentido hibrida en la uni•n del ex•n 3 con el 
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exón 4 del gen. Izq.: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der: Acercamiento 

de localización y secuencia del primer. 

 

Los primers utilizados para amplificar el ADNc de  SNAP fueron el  SNAP sentido  
5´- GGAATGCGTTTTGTCAAGCTG -3´ (Tm: 60,6 ºC; % GC: 47,62; largo: 21 nt; 

localización en la secuencia codificante: 185-205) y el  SNAP antisentido  5´- 
ATTGTGAACCTCCCCATGTCT-3´ (Tm: 60,8 ºC; % GC: 47,62; largo: 21 nt; localización 

en la secuencia codificante: 356-336) (Fig. 3.6), PrimerBank ID: 29789104a2.  El tamaño 

esperado del producto de PCR generado por este par de primers es 172 pb. 

 

 
Figura 3.6. Alineamiento de los primers para  SNAP. El azul corresponde al ADN gen•mico de  
SNAP, el verde indica los exones, y el amarillo la secuencia codificante. En violeta delineado por rojo se 

encuentra señalada la localización del primer en cuestión. a. Primer  SNAP sentido hibrida en el ex•n 
3 del gen. Izq.: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.: Acercamiento de 

localización y secuencia del primer. b. Primer  SNAP antisentido hibrida en la uni•n del ex•n 4 con el 
exón 5 del gen. Izq.: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.: Acercamiento 

de localización y secuencia del primer. 

 

Los primers utilizados para amplificar el ADNc de  SNAP fueron el  SNAP sentido  
5´- GAGAAAGCCAGCATGATGTACC -3´ (Tm: 61 ºC; % GC: 50; largo: 22 nt; localización 

en la secuencia codificante: 295-316) y el  SNAP antisentido  5´- 
CCCTCGTACCAGCAGTCTG -3´ (Tm: 61,4 ºC; % GC: 63,16; largo = 19 nt; localización 

en la secuencia codificante: 501-483) (Fig. 3.7). PrimerBank ID: 12845594a2. El tamaño 

esperado del amplicón generado por este par de primers es de 207 pb. 

 

a

b



 Materiales y Métodos ׀ 

105 
 

 
Figura 3.7. Alineamiento de los primers para  SNAP. El azul corresponde al ADN gen•mico de  
SNAP, el verde indica los exones, y el amarillo la secuencia codificante. En violeta delineado por rojo se 

encuentra señalada la localización del primer en cuestión. a. Primer  SNAP sentido hibrida en el ex•n 
6 del gen. Izq: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.: Acercamiento de 

localización y secuencia del primer. b. Primer  SNAP antisentido hibrida en ex•n 8. Izq.: alineamiento 
del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.: Acercamiento de localización y secuencia del 

primer. 

 

Los primers utilizados para amplificar el ADNc de NSF fueron el NSF sentido  5´-
AGGAGGCTTGGTGCTAACAG-3´ (Tm del oligonucleótido = 61,5; % GC: 55; largo = 20 

nt; localización en la secuencia codificante: 940-959) y el NSF antisentido  5´-
TCTGGTCTATTGGTCATTCCGA-3´ (Tm del oligonucleótido = 60,3; % GC = 45,45; largo 

= 22 nt; localización en la secuencia codificante: 1130-1109) (Fig. 3.8). PrimerBank ID: 
31543349a. El tamaño esperado del producto de PCR generado por este par de primers 

es de 191 pb. 

 

 
Figura 3.8. Alineamiento de los primers para NSF. El azul corresponde al ADN genómico de NSF, el 

verde indica los exones, y el amarillo la secuencia codificante. En violeta delineado por rojo se 

encuentra señalada la localización del primer en cuestión. a. Primer NSF sentido hibrida en la unión del 

exón 9 con el exón 10 del gen. Izq: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.: 

Acercamiento de localización y secuencia del primer. b. Primer NSF antisentido hibrida en la unión del 

a

b

a

b
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exón 10 con el exón 11 del gen. Izq: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.: 

Acercamiento de localización y secuencia del primer. 

 

3.2.4.3. Consideraciones para la elección de las condiciones de la PCR en punto final. 

La reacción de PCR necesita repetidos cambios de temperatura, llamados ciclos que 

permitan pasos de: desnaturalización del ADN doble cadena en simple cadena; 

apareamiento de los primers en su secuencia complementaria y síntesis o extensión del 

ADN que se está copiando. En este último paso del ciclo la ADN polimerasa añade 

nucleótidos complementarios a la hebra molde, obteniéndose de este modo una nueva 

molécula de ADN doble cadena. De este modo cada ciclo duplica la cantidad de ADN 

inicial, es por ello que con la repetición de los ciclos de PCR logramos una amplificación 

exponencial del ADN presente en la muestra original. En el hipotético caso de partir de 

una sola molécula de ADN en la cual hay 2 copias (1 por cadena) del segmento a 

amplificar, el número de copias final estará dado por la fórmula 2n, siendo n el número de 

ciclos. Teniendo en cuenta esto, se considera que el número de ciclos entre 25 y 35 es 

una cantidad adecuada para que haya en el tubo suficiente ADN amplificado para ser 

detectado. 

Una forma de desnaturalizar el ADN doble cadena en simple cadena es aumentar la 

temperatura de modo de disociar las hebras complementarias, que están estabilizadas 

por uniones puente de hidrógeno en sus bases complementarias. Para ello, debe 

aumentarse la temperatura del sistema por encima de la temperatura de melting del ADN 

a amplificar. Cuando la reacción ocurre en buffers con fuerza iónica menor a 150 mM, la 

Tm es generalmente menor a 100 ºC, es por este motivo que las temperaturas de 

desnaturalización se eligen entre 91 y 97 ºC. Normalmente el tiempo de desnaturalización 

en cada ciclo es de 1 min, y suele realizarse una desnaturalización inicial por 

aproximadamente 3 min antes del primer ciclo para que luego la sucesivas 

desnaturalizaciones se alcancen con mayor facilidad. Cabe destacar que la enzima ADN 

polimerasa termoestable que utilizamos en este trabajo, la Taq ADN polimerasa aislada 

inicialmente de Thermus aquaticus, tiene una vida media de aproximadamente 30 min a 

95 ºC, lo que constituye uno de los motivos por los cuales no debe extenderse el número 

de ciclos mucho más allá de 30.  

Como fuera mencionado en la sección 3.2.4.1, la temperatura de apareamiento del 

programa PCR dependerá directamente del largo y la composición de los primers 

elegidos,  y es por lo general 5 ºC inferior a la Tm más baja del par de primers, y de al 

menos 50 ºC. Teniendo en cuenta estas consideraciones, el tiempo de apareamiento no 

es muy largo y la mayoría de los primers hibridará eficientemente en 30 s o menos. 
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En cuanto a la temperatura y tiempo de elongación, normalmente se realiza a 70-72 

ºC durante 0,5-3 min, pero dependerá fundamentalmente de la velocidad de síntesis de la 

enzima ADN polimerasa elegida. En nuestro caso, según el fabricante, la velocidad de 

s“ntesis de la Taq es de 1 kb/min y la temperatura recomendada de 72 ºC, lo que significa 
que 1 min de extensión sería suficiente para amplificar de forma confiable un producto de 

1000 pb. Si bien nuestros productos de amplificación esperados son bastante menores, 

los tiempos de elongación que fijamos fueron de entre 1 y 1,5 min debido a que esto 

puede ser muy útil en los últimos ciclos del programa de PCR, cuando la concentración 

de producto excede la concentración de la enzima, y cuando los dNTPs y/o primers se 

vuelven un reactivo limitante de la reacción. Luego de terminados todos los ciclos se 

realizó una extensión final o elongación final de entre 5 y 10 min a 72 ºC para completar 

las copias que eventualmente hubieran quedado incompletas. 

 

3.2.4.4. Reacción de PCR en punto final 

El volumen final de la reacción de PCR fue de 25 µl. Se mezclaron para ello: 5 µl de 

buffer 5x para la enzima Taq polimerasa Green GoTaq Reaction Buffer (Promega) (pH 

8,5; 7,5 mM MgCl2, concentración final en volumen de reacción: 1,5 mM MgCl2); 2µl de 

mezcla de dNTPs 25 mM; 1 µl de 25 mM de oligonucleótidos sentido y antisentido; 1 U 

(0,2 µl) de Taq ADN polimerasa, 5 µl de la dilución de correspondiente de ADN y cantidad 

suficiente de agua libre de ARNasas para alcanzar el volumen final. Luego se centrifugó a 

máxima velocidad durante 10 s, y se colocó la mezcla de reacción en un termociclador 

Mastercycler Personal (Eppendorf). 

Las condiciones de reacción para la amplificación de las isoformas de SNAP 

consistieron en una desnaturalización inicial a 95 ºC durante 2 min, seguida por 30 ciclos 

de: desnaturalización a 95 ºC durante 30 s, apareamiento a 55 ºC durante 30 s, y 

elongación a 72 ºC durante 1 min. La elongación final, para permitir que aquellas 

moléculas que no hayan terminado de polimerizarse en los ciclos anteriores sean 

completadas, se realizó a 72 ºC durante 5 min.  

El programa de PCR seguido para la amplificación de NSF incluyó una 

desnaturalización inicial a 94 ºC durante 3 min, seguida por 32 ciclos de: 

desnaturalización a 94 ºC durante 1 min, apareamiento a 55,3 ºC durante 45 s, y 

elongación a 72 ºC durante 1,5 min. La elongación final se realizó a 72 ºC durante 10 min. 

Luego de finalizada la reacción de PCR, en todos los casos las muestras se 

conservaron a 4ºC hasta su separación electroforética. 

Con el objetivo de analizar los productos de la PCR, se sembraron en un gel de 

agarosa al 2%, 10 µl de cada uno de los productos de amplificación y 0,5 µg de marcador 
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de peso molecular de 100 pb (New England Biolabs) al que previamente se le 
adicionaron 2 µl 5x Green GoTaq Reaction Buffer (Promega) como buffer de siembra y 

cantidad suficiente de agua libre de ARNasas para alcanzar un volumen final de 10 µl.  Si 

bien la composición exacta del mencionado buffer no es revelada por la compañía, el 

mismo contiene un compuesto que incrementa la densidad de la muestra, lo que permite 

la siembra directa de los productos de PCR, sin necesidad de adicionar un buffer de 

carga. Adicionalmente, este buffer contiene 2 colorantes: uno azul y otro amarillo que se 

separan durante la corrida electroforética.  El colorante azul migra con un tasa similar a 

fragmentos de 3-5 kiloDalton (kDa), mientras que el amarillo lo hace a una tasa más 

rápida que los dímeros de primers (<50bp), permitiendo así monitorear el proceso de 

migración.  

La separación electroforética se realizó en buffer TBE 0,5X a 65V durante 1 h 15 

min. Una vez concluida la corrida electroforética, se realizó la tinción del gel con SYBR 

safe DNA gel stain (Invitrogen) o Bromuro de Etidio (BrEt) según se indique en la figura. 

 Para la tinción con SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen), se diluy• el stock de dicho 
reactivo 1:10.000 en TBE 0,5X,  se cubrió el gel con la solución de tinción dentro de un 

contenedor plástico cubierto de papel aluminio de modo de mantener el reactivo 

protegido de la luz,  y se procedió a una incubación en agitación a TA durante 20-30 min. 

Finalmente se realizó el revelado en el fotoanalizador de fluorescencia ImageQuant LAS-

4000 (Fujifilm). 

En el caso de la tinción con BrEt, el mismo se agregó en una concentración final 0,5 

µg/ml a la solución de agarosa a una temperatura aproximada de 55 ºC, antes de que 

ocurra la solidificación. La detección de las bandas se realizó utilizando un 

transiluminador de luz UV con una fuente de 302 nm (UVP), y fotografiado con una 

c‐mara PowerShot G6 (Cannon) con f/8 y 6 s de exposición, ISO 50, con filtro de color 

naranja. 

Dado que el BrEt se intercala en el ADN, es un potente mutagénico de efecto 

acumulativo, nocivo por ingestión, tóxico por inhalación e irritante para los ojos, la piel y 

las vías respiratorias. Por ello se tomaron todos los recaudos posibles durante la 

manipulación, contando con todos los elementos de protección necesarios para el usuario 

y el ambiente. 
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3.3. Proteínas Recombinantes 

3.3.1. Preparación de bacterias competentes obtenidas por tratamiento químico con 

cloruro de Rubidio  

La competencia de una bacteria refiere a su capacidad de incorporar ADN exógeno 

del ambiente. Esta competencia puede ser natural en algunas cepas bacterianas o 

artificial, es decir, inducida en el laboratorio por agentes físicos o químicos, como en el 

caso de Escherichia coli (E. coli). Para hacer a las bacterias competentes de forma 

artificial suelen realizarse tratamientos químicos utilizando cationes divalentes o 

multivalentes (Calcio, Magnesio, Manganeso, Rubidio), que alteran la permeabilidad de la 

pared y membrana celular de la bacteria, favoreciendo así el ingreso del ADN.  La adición 

de cationes ayuda a neutralizar las interacciones desfavorables (fuerzas electrostáticas 

repulsivas) entre las cargas negativas del ADN a ingresar y los polianiones de la 

superficie exterior de la bacteria (Trun & Trempy 2004). 
 El método para obtener bacterias competentes elegido en este trabajo fue el 

tratamiento con cloruro de Rubidio (Hanahan & Bloom 1996). Este método ofrece la 

posibilidad de almacenar bacterias por períodos prolongados de tiempo, incluso de hasta 

más de un año, sin perder la competencia, una gran ventaja frente al tradicional 

tratamiento con cloruro de Calcio. Para ello, se inocularon 2 ml de medio Luria-Bertoni 

(LB) sin antibiótico con E. coli BL21 (Stratagene) provenientes de un glicerol stock 
guardado a -80 ºC, y se dejó crecer overgnight (ON) (del inglés, overnight: durante toda la 

noche) en agitación a 37 ºC. Posteriormente se transfirieron 400 l del cultivo a  20 ml de 
LB sin antibiótico y se incubó a 37 ºC en agitación durante aproximadamente 2 h, hasta 

conseguir una DO cercana a 0,6. Es de fundamental importancia que las células estén en 

su crecimiento exponencial (fase log) para hacerlas competentes.  El cultivo se centrifugó 

a 2.885 x g durante 10 min a 4°C. Se descartó el sobrenadante por inversión y el 

sedimento o pellet  fue resuspendido en 6,64 ml de solución RF1 (RbCl 100 mM, MnCl2 

50 mM, CH3CO2K 30 mM, CaCl2 10 mM, glicerol 15%, pH 5,8), recientemente preparada 

y refrigerada. Se incubó durante 1 h a 4°C, luego de lo cual las bacterias se centrifugaron 

a 2.885 x g durante 10 min a 4°C. Se descartó el sobrenadante por inversión, y el pellet 

obtenido fue resuspendido en solución RF2 (NaMOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl2 75 

mM, glicerol 15%, pH 6,8) recientemente preparada y refrigerada, seguido de una 

incubación a 4 ºC durante 15 min. Finalmente las bacterias competentes fueron 

alicuotadas y almacenadas a -80°C. Todos los procedimientos indicados se realizaron en 

condiciones de esterilidad. Por su parte, el medio LB utilizado fue autoclavado y las 

soluciones RF1 y RF2 filtradas. 
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3.3.2. Plásmidos  

El ADNc que codifica para  SNAP wild type (del inglés, wild type: salvaje) y la 

mutante  SNAP L294A,  insertos en el plásmido pET28a (Stratagene), fue amablemente 

cedido por la Dra. Claudia Tomes (Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina). 

El plásmido pGEX-4T-1 (Amersham) que codifica para  SNAP fue generosamente 

provisto por el Dr. M. Tagaya (Department of Molecular LifeSciences, Tokyo University of 
Pharmacy and Life Sciences, Japan). El plásmido pET28a (Stratagene) que codifica para 

NSF wild type fue gentilmente cedido por el Dr. D. Fasshauer (Max-Planck Institute for 
Biophysical Chemistry, Göttingen, Germany). El ADNc codificante para la mutante D1EQ 
de NSF fue generosamente provisto por el Dr. S.W. Whiteheart (University of Kentucky, 
Lexington, KY, USA) en un pl‐smido pQE9 (Qiagen). 

La etiqueta de purificación para  SNAP wild type,  SNAP L294A, NSF wild type y 

NSF D1EQ fue de polihistidinas (etiqueta 6xHis), mientras que la etiqueta de purificaci•n 
para  SNAP fue la de glutatión S-transferasa (etiqueta-GST). 

 

3.3.3. Antibióticos 

Los vectores de expresión pGEX-4T-1 y pQE-9 codifican para una resistencia 

bacteriana al antibiótico Ampicilina, mientras que el pET28a lo hace para el antibiótico 

Kanamicina. 

Tanto en medio líquido (LB) como en medio sólido (LB-agar), la concentración de 

Ampicilina fue de 100 µg/ml y la de Kanamicina 50 µg/ml. Para preparar LB agar selectivo 

se tomó la precaución de agregar el antibiótico cuando todavía el agar estuviera líquido, 

pero a una temperatura tal que el recipiente contenedor pudiera ser sostenido a mano 

desnuda durante más de 10 s (aproximadamente 45 ºC). Esto evita que el antibiótico se 

degrade por exposición a altas temperaturas.  

 

3.3.4. Transformación de las bacterias competentes E. coli BL21 

El primer paso para la expresión de una proteína de fusión consiste en la 

incorporación del ADN plasmídico de interés en las bacterias competentes, proceso 

denominado transformación. 

En condiciones de esterilidad, se mezclaron en un tubo de 1,5 ml: 100 µl de células 

competentes, descongeladas en hielo durante 20-30 min, con 5-10 µl del ADN 

plasm“dico, el cual fue purificado utilizando el kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps 

DNA Purification System (Promega), según especificaciones del comerciante. 
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Esta mezcla de células competentes y ADN se incubó durante 30-45 min en hielo 

para estabilizar los lípidos de membrana y permitir las interacciones de los cationes y los 

componentes cargados negativamente de las células.  

Luego se procedi• a un shock térmico, que consistió en una incubación a 42 ºC, 

durante 55 s. El cambio de temperatura altera la fluidez de la membrana semicristalina 

que se había alcanzado en la incubación a 0 ºC, permitiendo de este modo el ingreso del 

ADN plasmídico. Inmediatamente luego de la incubación a 42 ºC, se regresó el tubo al 

hielo para evitar el daño de las células, y permaneció allí durante aproximadamente 2-10 

min. Posteriormente se agregaron 900 µl de medio LB con la modificación de Miller  

(Merck) sin antibi•tico y se incub• a 37 ºC, en agitación de 300 rpm en un ThermoMixer® 

Comfort (Eppendorf), durante 1 h 15 min. Esta incubación permite a las bacterias 

recuperarse luego de la transformación, reestabilizando su membrana celular, y expresar 

las proteínas de resistencia a antibióticos codificadas en el plásmido (en caso de haberlo 

incorporado), lo que les permitirá crecer una vez plaqueadas en el LB agar con la 

modificación de Miller (Merck) selectivo, conteniendo el antibi•tico correspondiente.  
Las colonias que aparecerán en el agar se habrán originado de células únicas 

transformadas portadoras de la resistencia al antibiótico por haber incorporado el 

plásmido. Cada colonia contendrá millones de idénticas copias de la misma célula a la 

que le dio origen, es por ello que se habla de cada colonia como un clon. 

Finalmente, se procedió a sembrar las bacterias en placas de LB agar por rastrillado, 

para lo cual se colocaron 100 µl de cultivo en el centro de la placa y se esparcieron con 

un rastrillo microbiológico de vidrio, previamente esterilizado con alcohol 70% y posterior 

flameado en el mechero. Con el objetivo de obtener placas donde las colonias puedan 

crecer individualmente, y así pueda elegirse un único clon para su posterior uso, se 

sembraron 2 concentraciones diferentes: 100 µl del cultivo tal cual sale de la incubación, 

y 100 µl del cultivo concentrado. Para concentrarlo, el cultivo fue centrifugado 3 min a 600 

x g y se descartó el sobrenadante, dejando aproximadamente 100 µl de medio para 

resuspender  el pellet de bacterias.  

Paralelamente se plaquearon bacterias competentes BL21 sin transformar en LB 

agar selectivo (con el antibiótico correspondiente) y no selectivo (sin antibiótico). El primer 

plaqueo constituye un control de sensibilidad de las bacterias competentes al antibiótico, 

y un control de que el medio selectivo esté funcionando correctamente, dado que no debe 

observarse crecimiento alguno en esta placa. El segundo plaqueo constituye un control 

de viabilidad de las células en ausencia de medio selectivo, en el cual deberá observarse 

un crecimiento bacteriano en forma de césped.  
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Todas las placas se incubaron invertidas en estufa a 37 ºC ON, y luego las placas de 

interés se mantuvieron en la heladera para evitar un crecimiento excesivo. 

 

3.3.5. Cultivo de las E. coli BL21 transformantes e inducción de la expresión de las  

proteínas de fusión 

Se inocularon 10 ml de LB suplementado con el antibiótico correspondiente (LB 

selectivo) con 1 colonia transformante o una ansada de glicerol stock y se dej• crecer ON 
a 37ºC en agitación a 200 rpm. Entre 14 y 16 h después, se realizó la expansión del 

cultivo para lo cual se llevaron 5 ml del precultivo a 100 ml finales con LB selectivo y se 

dejó incubando a la misma temperatura durante aproximadamente 2 h – 2,5 h, hasta 

alcanzar una DO 600 nm de 0,6-0,8, momento en el cual se procedió a inducir el cultivo para 

la producción de la proteína de interés. Es de fundamental importancia que la inducción 

se realice en un cultivo en fase exponencial, el cual posee un adecuado número de 

células, las cuales son saludables y metabólicamente activas.  

La inducción de la expresión de la proteína de interés se llevó a cabo utilizando  

Isopropil- -D-1-tiogalactopiranósido (IPTG), que es un análogo no hidrolizable de la 

alolactosa, un metabolito de la lactosa que gatilla la transcripción del operón lac. Por este 

motivo el IPTG es utilizado para inducir la expresión cuando un gen está bajo el control 

de un operador lac.  

En ausencia de lactosa (o de IPTG en nuestro caso experimental, ya que el LB no 

posee lactosa en su formulación), el represor lac (lacI) se une a la secuencia del operador 

bloqueando el acceso de la polimerasa al promotor, previniendo de este modo la 

transcripción de los genes codificados en el operador. En plásmidos que tienen 

promotores basados en el operón lac y que codifican para lacI (los plásmidos utilizados 

pGEX-4T-1, pQE-9 y pET28a están comprendidos en este grupo), el IPTG se une al lacI 

liberando así el represor del operador lac en una forma alostérica. De esta forma el 

agregado de IPTG al medio de cultivo permite  la inducción de la transcripción del gen de 

interés.  

El hecho de que el IPTG no sea hidrolizable por la enzima -galactosidasa 

representa una gran ventaja experimental, dado que su concentración permanecerá 

constante durante toda la inducción. 

La inducción fue llevada a cabo con 0,75 (para NSF wild type) o 1 mM IPTG (para  

SNAP wild type,  SNAP L294A,  SNAP y NSF D1EQ), incub‐ndose durante 3 h (  

SNAP wild type,  SNAP L294A y  SNAP) ó 4 h (NSF wild type y NSF D1EQ) en 

agitación a 200 rpm a una temperatura de 37ºC. Finalmente, se cosecharon las células 

por centrifugación a 2.885 x g durante 20 min a 4 ºC. Los sobrenadantes fueron 
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descartados, y los pellets  bacterianos obtenidos se guardaron a -80ºC durante al menos 

1 h antes de continuar con el procedimiento de purificación.  

 

3.3.6. Purificación de proteínas recombinantes fusionadas a 6xHis 

3.3.6.1. Extracción de la proteína de interés: obtención del clarificado del lisado de E.coli 

Como primera medida se descongelaron los pellets obtenidos con anterioridad, 

durante 15 min en hielo y se los resuspendió en buffer de lisis (20 mM Tris pH 7,4, 200 

mM NaCl, 10 mM Imidazol) suplementado en el momento con un cóctel de inhibidores de 

proteasas (P2714, Sigma) y Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma) 0,5-2 mM que 

inhibe Serina/Treonina fosfatasas. Para el caso de las proteínas NSF wild type y NSF 

D1EQ, el buffer de lisis contiene adicionalmente a lo reportado 5 mM ATP, 5 mM MgCl2 y 

2 mM -mercaptoetanol (Whiteheart et al. 1994). 

El volumen de buffer de lisis utilizado fue de 2 ml por cada 1 g de pellet, y la 

resuspensión fue llevada a cabo cuidadosamente de manera tal que no se forme 

espuma. Luego, se sonicaron (ultrasonicator, Kontes) los lisados con un pulso de 

amplitud 20 Hz durante 10 s en hielo, se incubó 1 min, se repitió el procedimiento, y 

seguidamente se agregó 4-(1,1,3,3-Tetrametilbutil) fenil-polietilen glicol (Tritón X-100) 

(Sigma) al 1% y volvió a sonicarse con otro pulso de 20 Hz durante 10 s. Finalmente se 

procedió a una incubación en agitación de 60 min en hielo, luego de lo cual los lisados  se 

centrifugaron  a 13.500 x g durante 30 min a 4 °C. Se obtuvo de este modo un 

sobrenadante al que llamamos clarificado  donde se encuentran todas las prote“nas 
solubles, entre ellas nuestra proteína de interés, y un sedimento con restos celulares.  

 

3.3.6.2. Purificación en lote (batch) de la proteína de interés bajo condiciones nativas por 

cromatografía de afinidad 

En una cromatografía de afinidad, la purificación está basada en la interacción de 

una secuencia específica de aminoácidos en la proteína de interés y un determinado 

sustrato. En el caso de la purificación de proteínas recombinantes fusionadas a 6xHis, tal 

como su nombre lo indica, las proteínas de interés tienen una etiqueta de 6 Histidinas que 

han sido adicionadas por ingeniería genética. El tipo específico de Cromotagrafía de 

Afinidad utilizada en estos casos es por Metales Inmovilizados (IMAC).  

En este trabajo, el sustrato o beads elegidas son de agarosa cubiertas con Níquel 

(Fig. 3.9.a). Las Histidinas fusionadas a la proteína de interés se unirán a estas beads 

((Fig. 3.9.b). Debido a que cada Histidina posee una cadena lateral llamada Imidazol (Fig. 

3.10), que es un compuesto aromático heterocíclico, altamente polar, la etiqueta 6xHis  

presenta una muy alta afinidad (del orden micromolar) por los iones de Níquel cargados 
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positivamente. La proteína unida a las beads vía su etiqueta puede luego ser liberada o 

eluída con un exceso de Imidazol libre que desplaza a la etiqueta de Histidinas de la 

coordinación con los iones de Níquel.  

 
Figura 3.9.a. Ligando quelante Ácido nitrilotriacético cargado con Níquel (Ni-NTA), unido covalentemente a 

sefarosa CL-6B, una matriz de agarosa 6 % crosslinkeada, lo que mejora su estabilidad. Nótese que el NTA 

ocupa 4 (círculos celestes) de los 6 sitios de unión a ligando (líneas punteadas) en la esfera de coordinación 

del ion Ni2+, dejando así 2 sitios libres para interaccionar con la etiqueta 6xHis. b. Interacción entre residuos 

de la etiqueta 6xHis (azul) y la matriz Ni-NTA (rojo). Imagen modificada de (Anon 2003).  

 

 
Figura 3.10. Estructuras químicas del Imidazol y la Histidina. Imagen modificada de (Anon 2003). 

 

Por su parte, la purificación en batch o lote se refiere a que las beads están 

suspendidas en una solución en un tubo, en vez de estar empacadas en una columna, 

razón por la cual el clarificado debe ser incubado directamente con la solución que 

contiene las beads de afinidad. 

Previo a la incubación con el clarificado y con el objetivo de equilibrar la resina, el 

volumen de Ni-NTA Agarosa (Qiagen) a utilizar fue lavado 2 veces con Tris 50 mM. Para 
ello, se colocaron 300 µl de Tris 50 mM cada vez y se centrifugó durante 5 min a 1000 x 

g, con posterior descarte del sobrenadante. Es importante remarcar que cuando 

trabajamos con la resina, las velocidades de centrifugación fueron siempre bajas, del 

orden de los 1000 x g, de modo de evitar dañar a las beads. 

Luego de los lavados, un volumen de resina equivalente a la cuarta parte del 

volumen de lisado inicial se incubó con el clarificado total obtenido.  A esta mezcla se  le 

a b

Sefarosa

CL-6B

Imidazol Histidina
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agregó un cóctel de inhibidor de proteasas (P2714, Sigma), y se dejó en un agitador 

orbital Nutator Mixer (Clay Adams) con movimiento suave durante 1 h a 4 ºC, a fin de que 

la proteína de interés pueda interactuar y unirse efectivamente con la resina. Luego de la 

incubación, se centrifugó  a 4 ºC durante 5 min a 6.500 x g. El sobrenadante es la 

fracción a la que llamamos FT (flow through) que fue guardada hasta verificar por SDS-

PAGE que no contuviera proteína de interés.  

Posteriormente, se realizaron 3 lavados de la resina. Para ello, se colocó un volumen 

de buffer de lavado (20 mM tris pH7.4, 200 mM NaCl, 20 mM Imidazol) equivalente al 

volumen de lisado, se mezcló por inversión y se centrifugó 4 min a 6.500 x g. Cada 

lavado duró menos de 1 min. Se obtuvieron de este modo las fracciones de lavado, a las 

que convenimos en llamar w1, w2 y w3 respectivamente. Para el caso de las proteínas 

NSF wild type y NSF D1EQ, el buffer de lavado contiene adicionalmente a lo reportado 

0,5 mM ATP, 1mM MgCl2, 2 mM -mercaptoetanol y 5 % glicerol (Whiteheart et al. 1994; 

Nagiec et al. 1995). Las fracciones de lavado fueron guardadas hasta verificar por SDS-

PAGE que no contuvieran proteína de interés. 

 La elución de la proteína recombinante se realizó en 5 pasos, utilizando el mismo  

buffer de elución  (20mM Tris pH 7.4,  200 mM NaCl, 250 mM Imidazol). Para ello, se 

colocó un volumen de buffer de elución  equivalente a 1/8 del  volumen de lisado, se 

resuspendió suavemente con un chasquido, se incubó en hielo durante 15 min y 

finalmente se centrifugó a 4 ºC durante 5 min a 6.500 x g. Se repitió el procedimiento 5 

veces. Se recogieron 5 fracciones a las que llamamos E1, E2, E3, E4 y E5 

respectivamente. Para el caso de las proteínas NSF wild type y NSF D1EQ, el buffer de 

elución contiene adicionalmente a lo reportado 0,5 mM ATP, 1mM MgCl2, 2 mM -

mercaptoetanol y 5 % glicerol (Whiteheart et al. 1994; Nagiec et al. 1995), como 

cofactores y estabilizadores. 

 

3.3.7. Purificación de proteínas recombinantes fusionadas a GST 

3.3.7.1. Extracción de la proteína de interés: obtención del clarificado del lisado de E.coli 

Los pellets bacterianos obtenidos fueron descongelados en hielo durante 15 min y 

posteriormente se los resuspendió en 10 ml de cold buffer (50mM trisHCl pH 7,5; 150 mM 

NaCl; 1 mM EDTA) refrigerado en hielo, suplementado en el momento con 0,1 mM PMSF 

y un cóctel de inhibidores de proteasas (P2714, Sigma). Luego las células fueron lisadas 

por sonicación con un pulso de amplitud 20 Hz durante 10 s en hielo, se esperó 1 min y 

se repitió el procedimiento 3 veces. A continuación se agregó Tritón X-100 (Sigma) al 1%, 

y se incubó en agitación durante 60 min en hielo, luego de lo cual los lisados se 

centrifugaron a 13.500 x g durante 20 min a 4 °C. Se obtuvo de este modo el 
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sobrenadante al que llamamos clarificado , donde se encuentra nuestra prote“na de 
interés, y un sedimento con restos celulares. 

 

3.3.7.2. Purificación en lote de la proteína de interés bajo condiciones nativas por 

cromatografía de afinidad 

En este caso, la proteína recombinante de interés tiene fusionada una etiqueta 

proteica de Glutatión S-Transferasa (GST). La GST es una proteína de 26 KDa que se 

encuentra naturalmente presente en células eucariotas, siendo una enzima capaz de 

catalizar la conjugación del glutatión reducido (GSH) a compuestos electrofílicos, con el 

propósito de detoxificar a la célula. El gen de la GST del parásito helminto Schistosoma 

japonicum fue utilizado para el desarrollo de los vectores pGEX (Smith & Johnson 1988), 
que son los plásmidos de fusión a GST.  

Como se mencionó con anterioridad, en una cromatografía de afinidad, la 

purificación está basada en la interacción de una secuencia específica de aminoácidos en 

la proteína de interés y un determinado sustrato. En este caso, la purificación se basa en 

la gran afinidad del GST por el GSH (Fig 3.11), razón por la cual las beads tienen 

inmovilizado GSH (Fig. 3.12.a).  De este modo, cuando se incuban las beads con la 

mezcla proteica, la proteína de interés fusionada a GST quedará unida, permitiendo 

aislarla del resto (Fig. 3.12.b). Como la unión es reversible, la proteína puede eluirse 

utilizando una solución con un exceso de GSH libre, que desplazará por competencia al 

glutatión reducido de las beads, liberando así la proteína. 

 

 
Figura 3.11. Estructura química del glutatión reducido: GSH. El glutatión es un tripéptido constituido por 

3 aminoácidos: Cisteína, Glutamato y Glicina, que contiene un enlace peptídico inusual entre el 

grupo amino de la Cisteína y el grupo carboxilo de la cadena lateral del Glutamato. 
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Figura 3.12. a. El ligando glutatión está unido a una matriz de agarosa 4% crosslinkeada, la Sefarosa 

4B, por acoplamiento con el grupo oxirano utilizando activación epoxi (a través de grupos hidroxilo). b. 

La estructura del glutatión es complementaria al sitio de unión de la glutatión S-transferasa. Imagen 

modificada (Amersham 1997). 

 

Previo a la incubación con el clarificado y con el objetivo de equilibrar la resina y 

eliminar el etanol de la solución de almacenamiento, el volumen de la resina Glutathione 

Sepharose 4B (GE Healthcare) a utilizar fue incubado durante 10 min en  con 2 ml de 

buffer fosfato salino (PBS) pH 7,4 (NaCl 137 mM¸ KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 

1,8 mM) suplementado con un cóctel de inhibidores de proteasas. Finalizada la 

incubación se centrifugó durante 2 min a 500 x g, con posterior descarte del 

sobrenadante. Al igual que para el caso de la resina anterior, las velocidades de 

centrifugación fueron siempre bajas a fin de preservar la integridad de las beads.  

Luego del lavado, el clarificado fue incubado con un volumen de resina 

correspondiente a 250 µl por cada 100 ml de cultivo bacteriano, durante 1 h a 4 ºC en 

agitación orbital con Nutator Mixer (Clay Adams). En este paso la proteína de interés se 

une a la matriz.  

Luego de la incubación, se centrifugó a 4 ºC durante 4 min a 1.000 x g. El 

sobrenadante es la fracción a la que llamamos FT (flow through), la cual fue guardada 

hasta verificar por SDS-PAGE que no contuviera proteína de interés.  

Posteriormente, se realizaron 4 lavados de la resina, con una duración de menos de 

1 min cada uno. Para ello, se colocó un volumen de 1 ml de la solución de lavado 

correspondiente, se mezcló por inversión y se centrifugó 5 min a 500 x g.  El primer 

lavado se realizó con PBS refrigerado en hielo; el segundo con una solución de Tritón X-

100 al 1% y 1 mM EDTA en PBS, para eliminar lo que se hubiera pegado 

inespecíficamente a las beads;  el tercer lavado se realizó con NaCl 1M en PBS, para 

aumentar la fuerza iónica y que la proteína permanezca unida a la resina; y el cuarto y 

último lavado en PBS refrigerado en hielo. Se obtuvieron de este modo 4 fracciones que 

denominamos w1, w2, w3 y w4 respectivamente. Las fracciones de lavado fueron 
guardadas hasta verificar por SDS-PAGE que no contuvieran proteína de interés. 

a

Glutatión
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S-transferasa
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La elución de la proteína recombinante se llevó a cabo utilizando un buffer de elución 

preparado en el momento (50mM Tris pH 8, 10 mM Glutatión reducido). Para ello, las 

beads fueron resuspendidas con un volumen de buffer de elución equivalente a 3/4 del 

volumen de resina utilizado y se incubaron a TA durante 10 min en agitación. Finalmente, 

se centrifugó a 500 x g durante 5 min y se colectó el sobrenadante. El procedimiento se 

repitió 3 veces, obteniéndose de este modo 3 fracciones de eluído a las que 

denominamos E1, E2 y E3 respectivamente. 

 

3.3.7.3. Clivaje de la etiqueta GST con Trombina 

Debido a su gran tamaño, cercano a 26 kDa, la etiqueta de GST debe en muchos 
casos ser removida de la proteína de fusión, de modo de no interferir con su posterior 

aplicación. A tal fin, los vectores pGEX poseen, entre el GST y la proteína de interés, 

secuencias codificantes para sitios de clivaje de distintas enzimas. Al momento de elegir 

un vector para clonar la proteína de interés, o de clivar el GST con determinada enzima si 

el vector fue cedido por otro laboratorio, es muy importante verificar que la proteína no 

contenga ningún sitio de reconocimiento interno para la enzima elegida para que 

remueva la etiqueta.  

En este trabajo, la única prote“na de fusi•n a GST utilizada fue la  SNAP, cuyo 
vector pertenece a la familia pGEX-T. Esta familia de vectores posee un sitio de 

reconocimiento para Trombina. Siguiendo el razonamiento anterior, previo a su clivaje, se 

verific• que la prote“na  SNAP no tuviera un sitio interno de clivaje para Trombina. Este 
control fue realizado utilizando la aplicación PeptideCutter (Expasy, Bioinformatics 

Resource Portal). 

La etiqueta GST fue removida de la prote“na de fusi•n  SNAP-GST utilizando 10 U 

de Trombina (MP Biomedicals) por cada 1 mg de proteína purificada. La mezcla se 

incubó en agitación de 500 rpm a 22 ºC ON, utilizando un agitador termostatizado 

ThermoMixer® Comfort (Eppendorf). La reacción fue detenida por la adición de PMSF en 

una concentración final de 1 mM. 

 

3.3.8. Monitoreo de la purificación de proteínas fusionadas a 6xHis y GST mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 

Para seguir el proceso de purificación proteica mediante SDS-PAGE, se tomaron 

alícuotas de todas las fracciones obtenidas durante la purificación de las distintas 

proteínas. Esto permite adicionalmente analizar el grado de pureza de las proteínas 

recombinantes obtenidas. 
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 Las muestras fueron guardadas en buffer de siembra para electroforesis 

desnaturalizante 5X (Laemmli 1970), conteniendo 315 mM Tris-HCl, pH 6,8; 10 % SDS, 

un detergente aniónico que desnaturaliza a las proteínas y les confiere carga negativa; 

50% glicerol, que aporta densidad a las muestras; 0,0125 % azul de bromofenol, un 

colorante que indica el frente de corrida y 25% -mercaptoetanol, un agente reductor que 

rompe los puentes di-sulfuro, separando así las distintas subunidades proteicas.  Al 

momento de usarse, las muestras fueron calentadas a 95 ºC durante 4 min. 

El porcentaje de acrilamida utilizado para el gel resolutivo fue del 12%, y del 5% para 

el concentrador o stacking. Se sembraron 10 µl finales de cada una de las fracciones en 

buffer de siembra y  2 µl de marcador de peso molecular (PM) comercial según 

disponibilidad: Rainbow full range (RPN800E, General Electric), Kaleidoscope Prestained 

Standard (161-0375, Biorad) o Pierce prestained Protein MW Marker  (26616, Thermo 
Scientific). 

Una vez cargadas las muestras en el gel, se procedió a la realización de la 

separación electroforética en buffer de corrida  (0.025M TrisOH, USB Coorporation, GE  

pH 8,3, 0,192 M glicina (Biorad), 0,1% SDS (Amersham Biosciences). La cuba 

electroforética del sistema de electroforesis Mini-Protean3 (Bio-Rad) fue conectada a la 

fuente de poder Power Pac Basic (Biorad) y se corrió a 15 mA para el gel concentrador y 

a 20 mA en el gel resolutivo, durante aproximadamente 1,5 h, hasta que el frente de 

corrida llegó a la parte inferior del gel. 

Luego de la corrida electroforética, se tiñó el gel con azul de Coomassie (50% 

metanol (Merck), 10% ‐cido acético glacial (Merck); 0,25 % Coomasie® Brilliant Blue G-

250 (MP Biomedicals) durante 1 h, se recuperó la solución de tinción, y luego se procedió 

a desteñir el gel con soluci•n decolorante (‐cido acético 7% (Biopack) y metanol 5% 

(Biopack) en agua bidestilada ON. Finalmente, los geles fueron secados con papel 
celofán durante 24 h para su conservación y digitalización. 

 

3.3.9. Cuantificación de proteínas recombinantes purificadas 

La determinación de la concentración de proteínas fue realizada indistintamente por 

2 métodos: por comparación con estándares de BSA en geles de poliacrilamida o 

utilizando el método de Bradford (Bradford 1976). Para la comparación con estándares de 

BSA se utilizaron estándares de 0,1 a 50 µg de BSA sembrados en geles de 

poliacrilamida al 12 %, sometidos a SDS-PAGE y teñidos con solución de azul de 

Coomasie, tal como se explicitó en la sección anterior. Por su parte, el método de 

Bradford fue realizado en un volumen final de 200 µl en microplacas de 96-well, utilizando 
BSA como estándar y un reactivo comercial de Bradford (500-0006, Biorad). Las 
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muestras fueron cuantificadas utilizando un lector de placas Multiskan FC (Thermo 
Scientific).  

 

3.4. Determinaciones inmunológicas 

3.4.1. Anticuerpos utilizados 

3.4.1.1. Anticuerpos primarios y péptidos control comerciales 

El anticuerpo anti- /  SNAP utilizado es un anticuerpo monoclonal de ratón, IgG 

subtipo 1 purificado (clon 77.2, 112 111 Synaptic Systems), específico para  SNAP y   
SNAP, no presentando reactividad cruzada con  SNAP. El inmunógeno de este 

anticuerpo primario es la prote“na recombinante  SNAP de rata. Su concentración es de 

1 mg/ml en PBS. 

El anticuerpo anti-  SNAP utilizado es un anticuerpo policlonal de conejo (112 303, 

Synaptic Systems), purificado por afinidad y específico para  SNAP. El inmunógeno de 

este anticuerpo primario es el péptido sintético AAQKINEGLEHLAKAEK (residuos 2 -18 

en  SNAP de rata). Su concentración es de 1 mg/ml en PBS. Para los ensayos de 

especificidad del anticuerpo se utilizó el péptido utilizado para la inmunización (112-3P, 

Synaptic Systems). Su concentración es de 1 mg/ml en PBS. 

El anticuerpo anti-NSF utilizado es un antisuero de conejo (123 002, Synaptic 

Systems), específico para NSF. El inmunógeno es el péptido sintético REEGASPLDFD 

(residuos 733 – 744 en NSF de rata). Para los ensayos de especificidad del anticuerpo se 

utilizó el péptido utilizado para la inmunización (123-0P, Synaptic Systems). Su 

concentración es de 1 mg/ml en PBS. 

El anticuerpo anti-  Actina utilizado es un anticuerpo monoclonal de ratón, IgG 

subtipo 1 purificado (clon AC-15, A1978, Sigma-Aldrich), que reconoce un epitope 

localizado en la región N-terminal de la isoforma  Actina. El inmunógeno es el péptido 

sintético DDDIAALVIDNGSGK del N-terminal de  de Actina citoplasm‐tica. Su 

concentración es de 2 mg/ml en PBS suplementado con 15 mM de azida de Sodio. 

El anticuerpo anti-  Tubulina utilizado es un anticuerpo monoclonal de ratón, IgG 

subtipo 1 (clon TUB 2.1, T4026, Sigma-Aldrich), que reconoce un epitope localizado en la 

región C-terminal de las 5 isoformas de  Tubulina ( 1- 5), entre los residuos 281-446. 

Está suministrado como fluido ascítico con 15 mM de azida de Sodio. 

 

3.4.1.2. Anticuerpos secundarios  

El anticuerpo secundario anti-IgG de ratón hecho en cabra, conjugado con 

peroxidasa de rábano picante (HRP) (Jackson ImmunoResearch Laboratories) utilizado 

tiene una concentración de 0,8 mg/ml en PBS, y estabilizado con 15 mg/ml de BSA.  El 
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inmunógeno de este anticuerpo secundario es la región pesada y liviana (H+L)  de 

Inmunoglobulina G (IgG) de ratón. 

El inmunógeno del anticuerpo secundario anti-IgG de conejo hecho en cabra, 

conjugado con HRP (7074, Cell Signaling Technology) utilizado, es la región pesada y 

liviana (H+L) de IgG de conejo. 

Los anticuerpos secundarios anti-IgG de ratón y anti-IgG de conejo, ambos hechos 

en burro, conjugados con DyLightTM488 (Jackson ImmunoResearch Laboratories) tienen 

una concentración de 1,5 mg/ml en PBS pH 7,6,  estabilizados con 15 mg/ml de BSA y 

preservados con 0,05 % de azida de Sodio y 50 % de glicerol de alto grado.  El 

inmunógeno para estos anticuerpos secundarios es la región pesada y liviana (H+L) de 

IgG de ratón y conejo respectivamente. 

Los anticuerpos secundarios anti-IgG de ratón y anti-IgG de conejo, ambos hechos 

en burro, conjugados con CyTM3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories) tienen una 

concentración de 1,5 mg/ml en PBS pH 7,6,  estabilizados con 15 mg/ml de BSA y 

preservados con 0,05 % de azida de Sodio y 50 % de glicerol de alto grado.  El 

inmunógeno para estos anticuerpos secundarios es la región pesada y liviana (H+L) de 

IgG de ratón y conejo. 

Los anticuerpos secundarios anti-IgG de ratón hechos en burro, conjugados con 

Alexa Fluor® 594 ó Alexa Fluor® 633 (Termo Fisher Scientific) tienen una concentración 

de 2 mg/ml en PBS pH 7,5,  preservados con 5mM de azida de Sodio.  El inmunógeno 

para estos anticuerpos secundarios es la región pesada y liviana (H+L) de 

Inmunoglobulina (IgG) de ratón. 

 

3.4.2. Análisis de expresión proteica por ensayos de Western blot 

3.4.2.1. Obtención de las muestras a analizar 

3.4.2.1.1. Proteínas totales de ovocitos de ratón 

Se colectaron entre 150 y 300 ovocitos de cada estadío celular a analizar según lo 

expuesto en la sección 3.1. Luego de su colección y limpieza, los ovocitos fueron 

colocados en un tubo conteniendo buffer de siembra Laemmli (composición: ver sección 

3.4.2.2), con 200 mM del agente reductor DTT y guardadas a -80 ºC hasta su uso. 

La cantidad de ovocitos utilizados varió según la proteína a detectar, a fin de obtener 

una señal óptima, siendo de 150 ovocitos por calle en el caso de la detección de  SNAP, 
300 para el caso de  SNAP y 200 para NSF. 
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3.4.2.1.2. Homogenato de cerebro de ratón 

El homogenato de cerebro de ratón fue utilizado como control positivo, dado que 

todas las proteínas a analizar por Western blot se expresan constitutivamente y en altos 

niveles en dicho tejido.  

Para la obtención del homogenato se utilizó el cerebro de un animal sacrificado para 

otros fines, de modo de optimizar y reducir  el uso de animales. Se trabajó en frío durante 

todo el procedimiento, a fin de disminuir la acción de proteasas. El órgano fue extraído, 

lavado en PBS frío, y luego pesado. Posteriormente se le agregaron 2 ml de buffer HB-

EGTA (HEPES 20mM; EGTA 0,5 mM; Sacarosa 250mM, suplementado con inhibidor de 

proteasas PMSF 2mM) por cada 0,5 g de tejido extraído. Se homogenizó y se centrifugó 

a una velocidad de 10.000 x g a 4ºC, durante 4 min. Se colectó el sobrenadante, se lo 

alicuotó y guardó a -80 ºC hasta su uso. 

 

3.4.2.1.3. Proteínas recombinantes 

Como control positivo adicional para el ensayo de Western blot se utilizaron las 

proteínas recombinantes correspondientes a cada ensayo. Las mismas fueron 

expresadas en E. coli y purificadas de acuerdo a lo enunciado en la sección 3.3. 

 

3.4.2.1.4. Lisado de células del cúmulus 

Las células del cúmulus fueron colectadas luego de la limpieza de los ovocitos, y 

centrifugadas a 600 x g  durante 10 min. Finalizada la centrifugación, se quitó el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet en 10 µl de buffer  de lisis RIPA (10 mM Tris-Cl 

(pH 8),1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1% Tritón X-100, 0.1% desoxicolato de Sodio, 0.1% 

SDS, 140 mM NaCl, cóctel de inhibidor de proteasas 1x) y se lo guardó a -80 ºC hasta su 

uso. Se retiraron alícuotas para la cuantificación de proteínas utilizando el reactivo DC 

Protein Assay (Biorad), derivado del método de cuantificaci•n de Lowry, que tiene la 
particularidad de poder ser utilizado a pesar de la presencia de detergente en el buffer de 

lisis.  

 

3.4.2.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 

Las muestras a analizar fueron resuspendidas en buffer de siembra para 

electroforesis 4x, conteniendo 252 mM de Tris-HCl pH 6,8;  8 % de SDS, 0,01 % de azul 

de Bromofenol; 40 % glicerol y  200 mM de Ditiotreitol (DTT) como agente reductor. 

Como resultado de la utilización de este buffer, las proteínas quedan cargadas 

negativamente de manera uniforme y desnaturalizadas, de esta manera van a correr solo 
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de acuerdo a su peso molecular.  Luego del agregado de buffer de siembra, fueron 

calentadas a 95 ºC durante 5 min para asegurar su completa desnaturalización. 

Las distintas fracciones fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida 

en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) tal como fue expuesto en la sección  

3.3.8. El porcentaje de acrilamida utilizado para el gel resolutivo fue del 12% para los 

ensayos de las prote“nas   SNAP y  SNAP y del 15 % para NSF.  
 

3.4.2.3. Transferencia  

Una vez concluida la separación electroforética, las proteínas fueron 

electrotransferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF)  (Immobilon-P, 

Millipore), previamente activada en metanol absoluto de alto grado (Merck) por 1 min, 
luego incubada durante 2 min en agua Milli-Q, y equilibrada en buffer de transferencia (25 

mM Tris-HCl  pH 8,5, 0,2 mM glicina y 20% metanol para el caso de  SNAP y  SNAP o 

10 % metanol para NSF) durante 10 min.  

El procedimiento se inició apilando 1 papel de filtro Extra Thick Blot Paper (Biorad)  
embebido en buffer de transferencia; el gel, en contacto directo con la membrana de 

PVDF y finalmente otro papel de filtro. Posteriormente, se embebió el apilamiento  o 

blotting sandwich” con buffer de transferencia y se retiraron las burbujas de aire que 

pudieran quedar haciendo rodar una varilla de vidrio cuidadosamente por encima. El 

blotting sandwich se dispuso de forma tal que el gel quedara orientado hacia el cátodo (-) 

y la membrana hacia el ánodo (+). De este modo, y debido a la carga neta negativa de las 

proteínas aportadas por el SDS, las mismas migraron de cátodo a ánodo, es decir del gel 

a la membrana (Fig. 3.13.) 

 

 
 

Figura 3.13. Esquema representativo del blotting sandwich”. Imagen modificada del manual Immobilon 

Western (Millipore 2005). 
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La electrotransferencia se realizó en buffer de transferencia, utilizando el sistema 

húmedo Mini Trans Blot (Bio-Rad) a una corriente constante de 90V durante 2 h, con 

agitación magnética. 

Una vez finalizada la transferencia, el gel se tiñó con azul de Coomassie (50% 

metanol (Merck), 10% ‐cido acético glacial (Merck); 0,25 % Coomasie® Brilliant Blue G-

250 (MP Biomedicals) durante 1 h en agitación, y luego desteñido con solución 

decolorante (ácido acético 7%  y metanol 5% en agua bidestilada)  durante toda la noche, 

para verificar la eficiencia de la transferencia. Finalmente, los geles fueron secados con 

papel celofán durante un día completo para su conservación y digitalización. 

Es importante destacar que durante todo el procedimiento de Western blot, pero 

fundamentalmente durante proceso de transferencia y manipulación de la membrana 

anterior al bloqueo, se tuvo especial cuidado en la utilización de guantes y profundo 

lavado de todo el material a utilizar, a fin de disminuir la contaminación con queratinas de 

las células epiteliales, cabellos y ropa, entre otros, que suelen ser uno de los principales 

contaminantes en los ensayos de Western blot. 

 

3.4.2.4. Detección inmunoquímica 

Posteriormente a la transferencia, se realizó el bloqueo de la membrana con 20 ml 

de una soluci•n bloqueante  (2% de soluci•n bloqueante ECL Advance blocking agent 
CPK1075 (General Electric) en TBS-T (50mM TrisCl pH 7,5, 150mM NaCl, 0,1% Tween 
20) para el caso de  SNAP; 2 % BSA en TBS-T para  SNAP y NSF), durante 1 h en 
agitación a TA, para prevenir la unión no específica del anticuerpo primario a la 

membrana, reduciéndose de este modo el ruido de fondo o background” y los falsos 

positivos. Luego se realizó un breve lavado de la membrana en 15 ml de TBS-T y se 

incubó la membrana con el anticuerpo primario correspondiente: ratón anti- /  SNAP (0,2 
ng/ l); conejo anti-  SNAP de (1 ng/ l) o conejo anti-NSF (dilución 1:1000), diluidos en 

TBS-T, en agitación suave durante toda la noche a 4ºC. Con el objetivo de eliminar el 

exceso de anticuerpo, a continuación se realizaron 3 lavados de 10 min con 15 ml de 

TBS-T. Se procedió luego a la incubación con el anticuerpo secundario correspondiente: 

cabra anti-IgG de ratón-HRP (80 pg/ l) o cabra anti-IgG de conejo-HRP (1:10.000), en 

agitación durante 1 h a TA, en 10 ml de TBS-T.  Una vez finalizada la incubación con el 

segundo anticuerpo, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con solución de lavado 

TBS-T para remover el exceso de anticuerpo secundario, y 2 enjuagues finales con TBS 

para retirar el Tween-20, que puede oscurecer el fondo de la membrana. 

Finalmente se realizó el revelado con reactivo quimioluminiscente ECL Advance (GE 

Healthcare), un sistema de revelado con un sustrato de peroxidasa luminiscente. Se 



 Materiales y Métodos ׀ 

125 
 

mezclaron partes iguales de los dos reactivos del kit, Lumigen TMA6 solution A y B 
respectivamente, a fin de obtener un volumen final de 1 o 2 ml, dependiendo el tamaño 

de la membrana a revelar. Se incubó la membrana con dicha mezcla durante 5 min. 

Luego se descartó el exceso de solución, y los resultados fueron procesados en un 

fotoanalizador de quimioluminiscencia ImageQuant LAS-4000 (Fujifilm). El análisis 

densitométrico de las bandas se realizó utilizando el programa Image J (versión 1.42l; 

NIH, MD). 

 

3.4.2.5. Controles de carga 

Para realizar el control de carga de proteínas el primer paso realizado fue un 

stripping suave de las membranas incubadas anteriormente con el anticuerpo primario 

contra la proteína de estudio. Este procedimiento se llevó a cabo a fin de despegar de la 

membrana, por medio de un bajo pH, los anticuerpos pegados en la anterior ronda de 

detección proteica. 

Para ello,  se colocó la membrana con 40 ml de stripping buffer (25 mM glicina-HCl, 

pH 2, 1% SDS) en agitación durante 20-30 min a TA. Luego se realizaron 2 lavados en 

agitación durante 10 min a TA con un volumen de 50 ml de PBS.  Posteriormente se 

continuó con el bloqueo de la membrana y se procedió de igual manera que lo expuesto 

anteriormente en la sección 3.4.2.4 para detectar la proteína de interés, con la diferencia 

que se utilizó como anticuerpo primario: ratón anti-  Tubulina (dilución 1:2000) o ratón 

anti-  Actina (1 ng/ l) en TBS-T y la incubación se realizó en agitación suave durante 1 h 

a TA. El resto de las condiciones se mantuvieron constantes. 

 

3.4.2.6. Control de la especificidad del anticuerpo probada por Western blot 

El pegado inespecífico del anticuerpo a proteínas diferentes al antígeno puede 

ocurrir con frecuencia debido a múltiples causas como una concentración elevada de 

anticuerpo tanto primario como secundario, cantidad excesiva de lisado proteico cargada 

en el gel y anticuerpos sucios , entre otros. Con respecto a este último punto, los sueros 
policlonales o los anticuerpos no purificados contienen otros anticuerpos menos 

abundantes que pueden unirse a proteínas celulares abundantes y comunes. 

Para determinar cuáles bandas son inespecíficas y cuáles específicas, debe 

realizarse el ensayo utilizando el anticuerpo bloqueado con un exceso del péptido o 

proteína inmunizante, que corresponde al epitope reconocido por el anticuerpo. De este 

modo, el anticuerpo neutralizado  que est‐ unido al péptido/prote“na bloqueante no 
estará más disponible para pegarse al epitope presente en la membrana del Western 

blot. Por comparación del patrón de marcado utilizando el anticuerpo bloqueado y sin 
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bloquear se puede observar cuál es la marca específica: la que desaparece cuando el 

Inmunoblot se realiza utilizando el anticuerpo neutralizado.  Si desaparece más de una 

banda en el ensayo de bloqueo del anticuerpo, es posible que esas bandas contengan el 

determinante antigénico, pudiéndose tratar de fragmentos del antígeno completo, o de un 

complejo proteico conteniendo el antígeno. 

Los agentes bloqueantes de los anticuerpos primarios fueron sus inmunógenos: la 

proteína  SNAP recombinante (producida de acuerdo a lo expuesto en sección 3.3.6) 

para el anticuerpo anti- /  SNAP; el péptido sintético comercial AAQKINEGLEHLAKAEK 
para el anticuerpo anti-  SNAP y el péptido sintético comercial REEGASPLDFD para el 

anticuerpo anti-NSF (ver sección 3.4.1.1).     

El Western blot fue realizado según el protocolo expuesto en sección 3.4.2.1-5, con 

la modificación que se enuncia a continuación. Antes de su incubación con la membrana, 

el anticuerpo primario correspondiente fue incubado con su agente bloqueante en una 

relación de masa 1:5, en 1 ml de solución bloqueante. La mezcla fue incubada en 

agitación suave durante 2 h a TA. Se utilizó inicialmente un volumen de incubación 

pequeño de modo de favorecer el encuentro antígeno-anticuerpo. Posteriormente se 

diluyó esta mezcla en el volumen final de incubación de la membrana, y se continuó con 

el protocolo de Western blot anteriormente descripto.  

Finalmente se realizó la comparación con la membrana incubada con el anticuerpo 

primario sin bloquear. 

 

3.4.3. Análisis de localización proteica por ensayos de Inmunofluorescencia Indirecta  

Los ovocitos GV y MII, fueron colectados y limpiados de acuerdo al procedimiento 

expuesto en secciones 3.1.1 y 3.1.2, respectivamente. Algunos ovocitos MII fueron 

sometidos a distintos tiempos de activación partenogenética (sección 3.6) y otros a 

fecundación in vitro para la obtención de embriones de 1 célula (sección 3.5). El 

procedimiento seguido para el ensayo de inmunofluorescencia indirecta de todas estas 

células se realizó de igual modo, como se enuncia a continuación. 

 Se les retiró la zona pelúcida con la solución ácida de Tyrode (NaCl 130 mM, KCl 2 

mM, CaCl2 2 H2O 1,6 mM, MgCl2 6 H2O 0,4 mM, Glucosa 5 mM, PVP K 29 a 32 4%, pH 

2,2). El procedimiento se realizó colocando gotas de 30 µl de solución ácida de Tyrode, 

en las cuales se cargó un grupo reducido de ovocitos, y se los fue pasando de una gota a 

la otra rápidamente para que no se dañen, ni se activen partenogenéticamente (Johnson 

et al. 1990). Luego de retirada la zona pelúcida, las células fueron lavadas en sucesivas 

gotas de MEM/HEPES de modo de retirarles completamente el medio ácido.  
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Posteriormente, fueron fijadas durante 1 h a TA, en 100 µl de Paraformaldehído 

(PAF) (Merck) al 3,7% en PBS Dulbecco (DPBS) (PBS suplementado con CaCl2 2H2O 1 

mM y  MgCl2 6H2O 0.5 mM). Todas las incubaciones se realizaron en placa de vidrio de 9 

pocillos, a menos que se indique lo contrario. Luego de la fijación, se realizaron 3 lavados 

en soluci•n de bloqueo (BS) (3 mg/ml BSA, 100 mM glicina y  0,01 % Tween 20 en 
DPBS), seguidos por una incubación en 100 µl de solución de permeabilización (Tritón X-

100 al 0,1% en DPBS) durante 15 min a TA.  Se realizaron 3 lavados en BS, siendo el 

último de 15 min para establecer un bloqueo efectivo, anterior a la adición del anticuerpo 

primario. El buffer utilizado, cuya composición se detalló anteriormente, contiene BSA 

para bloquear los sitios de pegado inespecífico del anticuerpo, un detergente no iónico 

como el Tween-20 para reducir las interacciones hidrofóbicas no específicas y Glicina 

para bloquear o quenchear los grupos aldehído reactivos que no fueron fijados, los cuales 

podrían unirse al anticuerpo y aumentar así el background de fluorescencia. 

A continuación del bloqueo, los ovocitos fueron incubados con el anticuerpo primario 

correspondiente: ratón anti- /  SNAP (50 ng/ l); conejo anti-  SNAP de (100 ng/ l) o 

conejo anti-NSF (dilución 1:20), diluido en BS, ON a 4ºC.  La incubación se realizó en una 

placa de Petri de 60 mm de diámetro, donde se colocó una gota de 20-30 µl de la dilución 

del anticuerpo. Al lado de esta gota, se colocó una gota más pequeña con la misma 

dilución del anticuerpo, donde fueron cargadas las células en  primera instancia, con el 

objetivo de no diluir el anticuerpo en la gota donde fueran a ser incubadas toda la noche y 

finalmente transferidas a la gota de 30 µl, donde permanecieron ON. Las gotas de la 

dilución de anticuerpo, fueron cubiertas con vaselina líquida extradensa (Ewe) a fin de 
prevenir su evaporación. 

Luego de la incubación con el anticuerpo primario se realizó una serie de 3 de 

lavados de 15 min con BS, y se procedió a la incubación con el anticuerpo secundario 

correspondiente según el ensayo y el anticuerpo primario utilizado: anti-ratón unido al 

fluorocromo DyLight 488 ó Cy3, o anti- conejo unido al fluorocromo DyLight488 o Cy3, 

todos utilizados en una concentraci•n 3 ng/ l, diluidos en BS. La incubaci•n con el 
anticuerpo secundario se llevó a cabo durante 1 h a TA  y en oscuridad a fin de evitar el 

photobleaching del fluoróforo.  Finalizada la incubación, se realizaron 3 lavados de 15 min 

en BS. 

En los ensayos que se indica, adicionalmente a la inmunomarcación, se realizó la 

tinción de las células con la lectina obtenida de semillas de lenteja (Lens Culinaris), Lens 

Culinaris Aglutinina (LCA) conjugada con Rodamina (Vector Laboratories). Dicha lectina 

tiene afinidad por los residuos -D-manosa y -D-glucosa y se une al contenido de los 

gránulos corticales del ovocito. 
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Para realizar este proceso de tinción de los gránulos,  las células fueron incubadas 

con 25 g/ml de LCA-Rodamina en BS, durante 30 min a TA en condiciones de 

oscuridad, y posteriormente lavadas 3 veces en BS, con una duración de 5 min por 

lavado. 

Finalmente se procedió al montaje de las células. Para ello se armó una cámara en 

un portaobjetos, constando de 2 líneas de vaselina sólida espaciadas entre sí 

aproximadamente 4 mm. Dentro de la cámara las células fueron colocadas en una gota 

de 4 µl de medio de montaje para fluorescencia Vectashield (Vector Laboratories) 

adicionado con 1,5 µg/ml Hoescht 33342 (Molecular Probes). Finalmente, se dejó caer el 

cubreobjetos sobre la gota, y se presionó suavemente. A fin de sellar la cámara se colocó 

esmalte alrededor del perímetro del cubre objetos. El preparado fue guardado a 4 ºC en 

oscuridad hasta el momento de su observación. 

Paralelamente a la realización de los preparados experimentales, se realizó el 

control del anticuerpo secundario. Este control es realizado siguiendo el mismo 

procedimiento descripto anteriormente, pero omitiendo la incubación con el anticuerpo 

primario. Sin anticuerpo primario al que se una el anticuerpo secundario, no debería 

observarse marca. En este sentido, este control demuestra que la marca observada en 

los preparados experimentales es debida sólo a la unión del anticuerpo secundario con el 

primario, y no a una unión inespecífica (Burry 2011). 

Las imágenes fueron obtenidas en el plano ecuatorial de las células utilizando un 

microscopio de fluorescencia confocal Olympus Fluoview FV1000 (Olympus) con una 
lente objetivo de inmersión en aceite PLAPON 60x/NA1.42, con una resolución de 

512x512 píxeles. Las imágenes correspondientes al control de anticuerpo secundario 

fueron tomadas utilizando los mismos parámetros que para las muestras experimentales. 

El procesamiento de las im‐genes se realiz• utilizando el software ImageJ (versión 1.42l; 

NIH, MD). 

 

3.5. Fecundación In Vitro (FIV) 

En el ensayo de Fecundación In vitro se coincuban ovocitos y espermatozoides en 

condiciones de laboratorio, y posteriormente se evalúa el porcentaje de fecundación. De 

forma adicional al estudio de la fecundación, la técnica de FIV fue utilizada como 

activador fisiológico del ovocito en diversos ensayos. 

El cauda o cola epididimario es la región del epidídimo donde se almacenan los 

espermatozoides maduros hasta la eyaculación. Dado que los espermatozoides 

almacenados en el cauda son los que poseen capacidad fecundante, los 

espermatozoides utilizados para ensayos de FIV fueron obtenidos de esta porción del 
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epidídimo. Los espermatozoides epididimarios se obtuvieron a partir de ratones macho 

adultos de 3 a 6 meses de edad, de fertilidad comprobada, que fueron sacrificados por 

dislocación cervical. Se realizó una incisión en el escroto y se retiró hacia afuera el 

testículo y epidídimo (Fig. 3.14.a), seguido de lo cual se extrajo el cauda epididimario 

(Fig. 3.14.b,c). El mismo fue lavado rápidamente en medio MEM/HEPES a 37 ºC para 

retirar restos de tejido adiposo y sangre. Se repitió el procedimiento realizado para la 

extracción del segundo cauda epididimario del animal. 

 

 
Figura 3.14. Escisión del cauda epididimario para la obtención de espermatozoides. a. Esquema 

representativo del lugar de incisión para retirar el testículo y epidídimo (izq.) y de la anatomía del 

aparato reproductor del macho, incluyendo las 3 zonas que componen el epidídimo: caput  (cabeza), 

corpus (cuerpo) y cauda (cola) epididimario (der.). b. Esquema representativo del lugar de corte para 

aislar el cauda epididimario. c. Imagen ilustrativa del cauda epididimario. Imagen modificada de CARD 

2013. 

 

Luego de ser lavados, los cauda epididimarios fueron colocados dentro de una placa 

de Petri, en una gota de 300 µl de medio human tubal fluid (HTF) (Quinn et al. 1985) 
(NaCl 101,6 mM, KCl 4,69 mM, MgSO4-7H2O 199,59 µM, KH2PO4 370,34 µM, CaCl2-H2O 

2,04 mM, NaHCO3 25 mM, D-glucosa 2,78 mM, piruvato de Na 331,8 µM, lactato de Na 

40,27 mM, penicilina 201,34 µM, estreptomicina 34,31 µM y 1% rojo fenol) suplementado 

con 5 mg/ml BSA (HTF-BSA), cubierta por vaselina líquida. Este medio se utilizó para 

permitir la capacitación de los espermatozoides. Inmediatamente, se realizaron bajo lupa 

estereoscópica 3 o 4 cortes en cada cauda, para dejar salir los espermatozoides, técnica 

que se conoce como swim out. Se incubó la placa en estufa a 37 ºC durante 

aproximadamente 15 min, hasta que los espermatozoides se dispersaran. Luego se retiró 

el epidídimo y se procedió a contar en cámara de  Neubauer el número de 
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espermatozoides en la suspensión. Seguidamente se transfirió un volumen 

correspondiente de la suspensión de espermatozoides a gotas de 300 µl de HTF, de 

modo de ajustar a la concentración óptima capacitante, que para el caso de 

espermatozoides de ratón es de 5 x 106 spz/ml. Las gotas de medio fueron cubiertas por 

vaselina de uso medicinal extradensa (Ewe), y los espermatozoides fueron incubados 

para su capacitación durante 2 h en la estufa a 37ºC, en atmósfera humidificada con un 

porcentaje de CO2 del 5% en aire, hasta su utilización. 

 Por otra parte los ovocitos MII fueron colectados y limpiados según sección 3.1.2. y 

se incubaron en medio EmbryoMax® CZB suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) 

5%, incubados en la estufa a 37ºC, en atmósfera humidificada con un porcentaje de CO2 

del 5% en aire, por al menos 30 min antes de la coincubación con los espermatozoides.  

Posteriormente se armó la placa de fecundación en la cual se colocaron gotas de 90 

µl de HTF-BSA cubiertas por vaselina l“quida (Ewe). Se dispusieron 10-20 ovocitos por 

gota y se inseminó con 10 µl de suspensión de espermatozoides capacitados. De este 

modo, con un volumen final de coincubación de 100 µl, la concentración espermática en 

la gota de coincubación resultó de 5 x 105 spz/ml, que es la concentración óptima (1-5 x 

105 spz/ml) para un ensayo de fecundación in vitro en ratones. 

Las gametas fueron coicubadas durante 6-7 h, luego de lo cual se lavaron los 

espermatozoides débilmente unidos a los ovocitos con una pipeta Pasteur de vidrio 

estirada de diámetro pequeño, antes de ser fijados y proseguir con el protocolo 

correspondiente. 

 

3.6. Activación partenogenética de ovocitos MII 

La activación partenogenética se llevó a cabo utilizando ovocitos de entre 17-20 h 

post HCG, utilizando el ionóforo de Calcio A23187 o SrCl2. 

Para la activaci•n con el ion•foro, los ovocitos fueron incubados en 20 M A23187 
durante 2 minutos en medio M16, luego de lo cual fueron exhaustivamente lavados en 

medio CZB libre de Calcio y Magnesio (NaCl  85,35 mM, KCl 4,83 mM, , KH2PO4 1,18 

mM, EDTA.2Na 110 µM, NaHCO3 25,12 mM, piruvato de Na 270 µM, lactato de Na 52 

mM, suplementado con Gentamicina 0,001% y 0.01% PVA y en el momento de uso con 

Glutamina 1 Mm), e incubados en ese mismo medio durante 30 min. Para el tratamiento 

con SrCl2 los ovocitos fueron sometidos a 4 lavados en medio CZB libre de Calcio y 

Magnesio, e incubados con SrCl2 (10-30 mM según se indique) preparado en el momento 

y en el mismo medio libre de cationes divalentes, durante 1 h. 

Todas las incubaciones se realizaron en gotas cubiertas por vaselina l“quida (Ewe), 
en estufa a 37ºC, con atmósfera humidificada y un porcentaje de CO2 del 5% en aire. 
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Finalizada la activación, los ovocitos utilizados para ensayos funcionales de EGC, 

fueron inmediatamente procesados para su tinción. En el caso de ser utilizados para  

inmunofluorescencia indirecta, algunos ovocitos fueron procesados inmediatamente 

(condición 1h SrCl2) y otros fueron incubados por 6 h adicionales (condición 7h SrCl2) en 

medio M16. 

 

3.7. Tratamiento con N-Etilmaleimida (NEM) 

El NEM es un compuesto orgánico que modifica covalentemente residuos de de 

Cisteína en proteínas, particularmente es un agente sulfhidril alquilante. Se lo ha 

reportado como inhibidor de la exocitosis en distintos modelos celulares por inactivación 

de la proteína NSF (Hanson et al. 1995; Michaut et al. 2000). 

Los ovocitos MII fueron expuestos a 10 o 50 µM NEM en medio M16 por 5 min en 

estufa a 37ºC, con atmósfera humidificada y un porcentaje de CO2 del 5% en aire, 

lavados exhaustivamente y luego procesados para los ensayos de EGC. 

 

3.8. Microinyección de ovocitos  

Los ovocitos MII fueron microinyectados con 10 µM de las proteínas recombinantes 

purificadas (  SNAP wild type,   SNAP mutante L294A, NSF wild type y NSF mutante 

D1EQ), que fueron diluidas en PBS si su concentraci•n luego de la purificaci•n result• 
mayor a 10 µM. 

Para ser microinyectadas, fue necesario eliminar las sales y principalmente el 

Imidazol del buffer de elución de la purificación proteica. Para ello, las proteínas fueron 

filtradas utilizando columnas de Sephadex G-25 (MP Biomedicals) equilibradas con 

PBS/BSA 0,1%. En el caso de la mutante D1EQ de NSF, se utilizaron dispositivos 
Microcon YM-30 (Millipore) con el mismo propósito, siguiendo instrucciones del 

fabricante, y finalmente fue resuspendida en PBS suplementado con 0,5 mM ATP, 1mM 

MgCl2, 2 mM -mercaptoetanol y 5 % glicerol. 

Los anticuerpos anti-  /  SNAP, anti-  SNAP y anti-NSF fueron microinyectados a su 

máxima concentración posible. El vehículo de los  anticuerpos fue PBS, sin otros agentes 

conservantes y/o estabilizantes, lo que lo hace inocuo para la microinyección. Anti- /  
SNAP, anti-  SNAP, y los controles de isotipo de IgG de ratón y conejo (Novus 

Biologicals) fueron microinyectados a una concentraci•n de 1 g/ l. Estos controles de 
isotipo se encontraban originalmente en una concentración 10 mg/ml en PBS, por lo que 

se realizó una dilución correspondiente en PBS.  

Es importante mencionar que todos los valores de concentración anteriormente 

mencionados para la microinyección de las distintas proteínas, anticuerpos e 
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inmunoglobulinas control corresponden a la concentración de la solución en la aguja de 

inyección.  

La placa de microinyecci•n se arm• con gotas de 5 l de MEM/HEPES, y 1 l de la 
solución a inyectar y se la cubrió con vaselina extradensa. Todas las 

micromanipulaciones se llevaron a cabo en las gotas de MEM/HEPES. Las placas fueron 

cambiadas al menos 3 veces durante el proceso de microinyección, para minimizar los 

efectos deletéreos de la exposición a TA y luz de la solución a microinyectar.  

Las agujas de microinyección se realizaron estirando capilares de vidrio borosilicato 

de 0,75 mm de diámetro interno, 1,50 mm de diámetro externo y 10 cm de largo (BF 150-

75-10, Sutter Instrument Co., Novato, CA), utilizando un estirador mecánico o puller 

modelo P-97 (Sutter Instrument Co., Novato, CA) (Fig. 3.15). Los parámetros utilizados 

fueron: P=200, Heat=811, Pull=40, Vel=75, Time= 250.  

El parámetro Presion (P) controla la presión del aire frío suministrado al filamento. A 

una presión más alta la pipeta será más corta y menos ahusada. El equipo cuenta con 2 

valores de P para elegir: 300 y 500, sin unidades especificadas. Dado que el vidrio de 

paredes finas se enfría más rápido que el de paredes gruesas o estándar, el fabricante 

recomienda utilizar el valor 300 para vidrios con paredes finas y 500 para el resto. 

 El valor de Heat (rango 0-999) controla el nivel de la corriente eléctrica suministrada 

al filamento. El Heat  requerido para derretir la pieza de vidrio dependerá del filamento 

instalado y el tamaño y composición de la pieza de vidrio a utilizar. Para la fabricación de 

agujas de microinyección se debe elegir un valor de Heat  que derrita el vidrio en 

aproximadamente 7 segundos o más. 

El valor de Pull (rango 0-255) controla la fuerza del estiramiento del capilar. En líneas 

generales, a mayor Pull, el diámetro del tip de la micropipeta será menor, y la misma será 

más ahusada. Para obtener agujas para microinyección se recomiendan valores de Pull 

de 40-75. 

 El parámetro Velocity (Vel) (rango 1-255) refiere a la velocidad del sistema de 

transporte del vidrio cuando el vidrio se ablanda y se comienza a estirar  (Fig. 3.15.b). El 

incremento de velocidad del estiramiento inicial está determinado por la viscosidad del 

vidrio, que es en definitiva una función de la temperatura del mismo. El valor de velocidad 

típico para agujas de microinyección es de 50-80. 

El parámetro Time (rango 0-255) controla la duración del tiempo en el cual se 

suministra aire frío al filamento en el momento en el que se está formando el tip de la 

pipeta; de este modo, tiempos más cortos llevarán a obtener agujas más ahusadas. Una 

unidad de tiempo es equivalente a ½ ms. 
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Todos estos parámetros fueron ajustados de modo de obtener una aguja de 

microinyección lo suficientemente fina como para no dañar al ovocito inyectado, con el 

compromiso de que no sea extremadamente fina, y esto impida su correcto llenado y 

descarga. Este último punto no es de importancia menor, ya que el problema de la 

obstrucción de las agujas va en detrimento del tiempo de inyección, el cual se alarga 

mucho cuando constantemente deben cambiarse las agujas. 

 

 
Figura 3.15. Fabricación de agujas de microinyección. Los capilares de vidrio fueron colocados uno a uno  en 

el estirador automático (a) sostenido por abrazaderas (b arriba, flecha). Este instrumento posee un filamento  

que se calienta y consecuentemente ablanda vidrio. Luego de un tiempo determinado, las abrazaderas  tiran 

con gran velocidad del capilar, formando dos agujas microinyeccion (b abajo, flechas). 

 

El ángulo apropiado de la aguja de microinyección se obtiene utilizando una 

microforja (MF-79, Narishige) (Fig. 3.16). 

Las agujas sostenedoras o holding utilizadas fueron comerciales, alternativamente 

de marca Eppendorf u Origio con un ángulo de inclinación de 35º. 

 

 
Figura 3.16. Obtención del ángulo de las agujas de microinyección. (a) Imagen de la microforja MF-79 

(Narishige).  Las agujas de microinyección se colocaron en la microforja (b) y al acercarse el bulbo 

incadenscente se les dio el ángulo deseado (c). 

 

Las microinyecciones fueron realizadas utilizando micromanipuladores (Narishige) 

acoplados a un microscopio invertido modelo IX-51 (Olympus) (Fig. 3.17.a.1.). Las agujas 

de microinyección fueron cargadas con la solución a inyectar, y se inyectó en la célula un 

volumen de entre 7 y 10 pl en el citoplasma del ovocito MII. El volumen de inyección es 

regulado por un equipo picoinyector (modelo PLI-100, Harvard  Apparatus, Holliston, MA) 
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(Fig. 3.17.a.5), que permite entregar de forma precisa y reproducible pequeños 

volúmenes (de femtolitros a microlitros) a través de las pipetas aplicando presiones 

reguladas por un período de tiempo definido por el operador (McCaman et al. 1977; 

Palmer et al. 1980). La presión aplicada es neumática, utilizando Nitrógeno gaseoso 

comprimido. El pulso de inyección en la célula se visualiza como un halo claro que 

moviliza el citosol. 

 

 
 

Figura 3.17. Microinyección. a. La imagen  muestra el equipo de microinyección que consta del microscopio 

invertido Olympus IX51(1), en el cual están montados las agujas holding (2) y de microinyección (3), cuyos 

movimientos son regulados por los macromanipuladores y micromanipuladores que regulan los movimientos 

micrométricos de las agujas holding y de microinyección (4 y 4’ respectivamente). El picoinyector PI-100 (5) 

está conectado al portagujas de la aguja de microinyección (3). Todo el sistema óptico y de manipulación se 

encuentra asentado sobre una mesa antivibratoria M-tec (Microvisión) (6). b. En esta Imagen se muestra 

cómo la aguja de holding (izq.) mantiene inmóvil por succión de aire al ovocito, mientras que la aguja de 

microinyección (der.) permite introducir la solución a microinyectar. 

 

Los ovocitos microinyectados que fueron utilizados en ensayos de EGC se incubaron 

al menos 1 h en M16 en estufa a 37 ºC, con atmósfera humidificada y un porcentaje de 

CO2 del 5% en aire.  

 

3.9. Tinción y cuantificación de gránulos corticales en ensayos de EGC 

Para los ensayos de EGC, luego de su tratamiento correspondiente, se removió la 

zona pelúcida de los ovocitos MII utilizando solución ácida de Tyrode pH 2,2, tal como se 

indicó en sección 3.4.3. Todas las siguientes incubaciones y lavados fueron realizadas en 

placa de vidrio de 9 pocillos. Los ovocitos fueron fijados durante 1 h a TA, en 100 µl de 

PAF 3,7% en DPBS. Finalizada la incubación se realizaron 3 lavados en BS, seguidos 

por una incubación en 100 µl de solución de permeabilización durante 15 min a TA, y 3 

lavados adicionales en BS. A continuación, los ovocitos fueron incubados durante 30 min 

a TA y en condiciones de oscuridad con 25 g/ml de LCA conjugada con Isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) (Sigma), a fin de marcar los gránulos corticales, y posteriormente 
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lavados 3 veces en BS. Finalmente se procedió al montaje de las células que se realizó 

sobre una gota de 8 µl de medio de montaje para fluorescencia Vectashield (Vector 

Laboratories) adicionado con 1,5 µg/ml Hoescht 33342  (Molecular Probes, Invitrogen) o 1 

g/ml ioduro de propidio (Molecular Probes, Invitrogen). Finalmente, se dejó caer el 

cubreobjetos sobre la gota. A fin de sellar la cámara se colocó esmalte alrededor del 

perímetro del cubre objetos. El preparado fue guardado a 4 ºC en oscuridad hasta el 

momento de su observación. 

El aplastamiento de las células permite obtener campos ópticos planos donde se 

encuentren los gránulos corticales  (Ducibella et al. 1990; Ducibella et al. 1994). En esos 

planos del córtex, resultantes de la compresión parcial realizada por el cubreobjetos, se 

adquirieron las imágenes con un microscopio de fluorescencia confocal Olympus 

Fluoview FV1000 (Olympus), utilizando una lente objetivo de inmersi•n en aceite 
PLAPON 60x/NA1.42, con una resolución de 512x512 píxeles. Todos los parámetros de 

adquisición de imágenes permanecieron constantes para las imágenes capturadas dentro 

de un mismo experimento.  El procesamiento de las imágenes se realizó utilizando el 

software ImageJ (versi•n 1.42l; NIH, MD). 
 Se realizaron apilamientos de las imágenes de una misma condición o tratamiento al 

que se le denomina stack. El trabajar con stacks agiliza la tarea y evita el sesgo 

operacional de trabajar con cada imagen por separado, dado que el tratamiento o 

cuantificación que se realice comprenderá de igual forma a todas las células o imágenes 

que componen el stack.  

A cada uno de esos stacks luego se les aplicó lo que se denomina treshold, una 

herramienta muy útil en la cuantificación de partículas, que se utiliza a fin de aumentar el 

contraste en imágenes binarias, facilitando y haciendo más confiable el proceso de 

cuantificación. Como resultado del procedimiento, el stack de escala de grises se 

convertirá a un stack de imágenes binarias en medio tono. De este modo, cada una de 

las imágenes de tono continuo se divide en puntos sólidos de diferente tamaño (Fig.3.18). 
 

 
Figura  3.18. Treshold. a. Imagen en escala de grises. b. Arreglo de puntos medio tono de la imagen 

mostrada en a, aplicando un determinado treshold. Imagen tomada de la p‐gina web: 
https://en.wikipedia.org/wiki/Halftone. 
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Para ello, el operador elije un punto de corte o valor de treshold, a partir del cual los 

valores de gris que estén por encima de ese umbral serán negros, y los que estén por 

debajo serán blancos. De este modo, se obtienen imágenes binarias en las que los 

gránulos corticales se identifican como puntos negros. Al elegir un valor de treshold, se 

busca que las imágenes resultantes sean el fiel reflejo de las imágenes en escala de gris, 

es decir que no se genere nueva información. En este caso puntos nuevos que no 

correspondan a gránulos corticales, ni perdiendo la ya existente.  Es muy importante 

destacar que una vez elegido el treshold, se aplicó el mismo para todos los stacks de un 

mismo experimento.   

A continuación se procedió a la cuantificación de gránulos corticales propiamente 

dicha. La densidad de gránulos corticales por 100 m2 (GC/100 m2) para cada célula fue 

determinada como el conteo promedio de al menos 4 ‐reas de c•rtex de 100 m2, 

distribuidas al azar y no solapadas entre sí (Ducibella, Anderson, et al. 1988; Ducibella et 

al. 1993) (Fig. 3.19). Esta cuantificación fue realizada utilizando la herramienta de análisis 

de part“culas del software ImageJ (versi•n 1.42l; NIH, MD). 

 

 
 

Figura  3.19. Cuantificación de Gránulos corticales. a. Imagen esquemática del procedimiento de montaje de 

un ovocito MII. En verde se representan los gránulos corticales. Entre líneas cortadas violetas están los 2 

campos planos donde se observan ovocitos. b. Imagen confocal representativa de un ovocito MII en campo 

plano, mostrando la mayor área conteniendo gránulos corticales (izq.). Una vez aplicado el treshold se 

seleccionan las 4 ‐reas de 100 m2 (cuadrados rojos) (der.), se realiza la cuantificaci•n por asistencia 
computacional y se calcula la densidad de GC/100 m2 como el promedio de los 4 conteos para todas las 
células analizadas. 

 

Para cada grupo experimental se calcul• la densidad de GC/100 m2 por 

comparación del promedio del grupo tratado con el promedio del grupo sin tratar, según 

la siguiente ecuación: [densidad GC grupo tratado/densidad de GC grupo control] x100, 

considerando de este modo la densidad de GC del grupo sin tratar (control) como 100%.  

 

3.10. Ensayo de TUNEL en Complejos Cúmulus-Ovocito (COC)   

El ensayo de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl trasnferase dUTP Nick End 
Labeling) es un método utilizado para detectar fragmentación del ADN que ocurre como 

resultado de las cascadas de señalización de la muerte celular programada. Este proceso 
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finamente regulado es conocido  como apoptosis en células animales, y uno de sus sellos 

característicos es la fragmentación del ADN. El ADN es clivado por endonucleasas 

específicas denominadas CAD (caspase activated DNase), que clivan el ADN 

cromosómico de un modo caspasa dependiente. El corte del ADN ocurre en las regiones 

intranuclesomales (Wyllie 1980), lo que puede dar lugar a fragmentos múltiplos de 180 pb 

(tamaño aproximado de una unidad nuclesomal). El clivaje del ADN genómico durante la 

apoptosis puede dar lugar a distintos productos de fragmentación, incluyendo: rupturas 

de doble cadena que dan lugar a las unidades intranucleosomales ya citadas; fragmentos 

de ADN de bajo peso molecular (mono y oligo-nuclesomas); y moléculas de ADN de alto 

peso molecular con rupturas a nivel de simple cadena conocido como mella o nick. Estas 

fragmentaciones pueden ser identificadas por marcación del extremo 3´-OH libre con 

nucleótidos modificados, en una reacción enzimática catalizada por la desoxinucleotidil 

Transferasa Terminal (TdT). Esta enzima es capaz de catalizar la polimerización de 

dUTPs  (marcados para su detección) al  extremo 3´-OH libre del ADN de una manera 

templado-independiente (Fig. 3.20). De este modo, las células apoptóticas que han 

sufrido la fragmentación de su ADN pueden ser fácilmente reconocidas.  

Es de suma importancia destacar que en la actualidad y gracias al mejoramiento de 

la técnica, la reacción de TUNEL marca preferencialmente las rupturas de ADN 

generadas durante la apoptosis. Esto permite la discriminación entre procesos de 

fragmentación ocasionados por muerte celular programada, de aquellos daños en el ADN 

generados por necrosis, drogas citostáticas o radiación (Gorczyca et al. 1993; Gold et al. 

1994).  

Para la realización de este ensayo se utiliz• el kit comercial In situ Cell Death 
Detection Kit, Fluorescein” (Roche) siguiéndose las instrucciones especificadas por el 

comerciante. Como su nombre lo indica, en este caso la modificación en el nucleótido 

dUTP es la incorporación del compuesto orgánico fluoresceína, que tiene un rango de 

exitación de 450-500 nm y uno de emisión de 515-565 nm (verde), lo que permite su 

visualización por microscopía de fluorescencia y/o ser cuantificado por citometría de flujo. 
 

 
Figura  3.20. Esquema representativo del Ensayo de TUNEL. La fragmentación del ADN por parte de las 

endonucleasas durante la apoptosis dejan sitios 3´-OH libre, que  serán los sitios donde la enzima TdT 

incorporará a los dUTP marcados con fluoresceína, permitiendo así su visualización por microscopía de 
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fluorescencia, a fin de detectar células apopt•ticas. Imagen tomada de la p‐gina web: 
http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/product/apoptosis/dna.html. 

 

 Los complejos cúmulus-ovocitos o COC fueron colectados de acuerdo al 

procedimiento expuesto en secccion 3.1.1, a excepción de que los ovocitos GV no fueron 

denudados, es decir que las células del cúmulus no fueron removidas, sino que se 

mantuvieron junto con el ovocito en la unidad que llamamos COC. 

Posteriormente, los COC fueron fijados durante 1 h a TA, en PAF (Merck) al 3,7% en 
DPBS. Luego de la fijación, se realizaron 3 lavados en PBS/BSA 1 % y seguidamente se 

realizó una permeabilización durante 1 h a TA con 0,1 % Tritón X-100 (en 0,1 % citrato de 

Sodio). Seguidamente a la permeabilización se realizaron 3 lavados en PBS/BSA 1% 

previos a la incubaci•n con la mezcla de reacci•n. Los viales del kit comercial fueron 
abiertos y utilizados justo en el momento de la marcación, y cabe destacar que la 

manipulación de todos los reactivos y mezclas previos a la incubación fueron realizadas 

en hielo. A fin de obtener 500 µl de solución de reacción de TUNEL se mezclaron 50 µl de 

la solución con la enzima (vial 1) con  450 µl de solución de marcación (vial 2), y el 

volumen fue repartido en las condiciones a analizar (50-100 µl por well). Se incubó 

durante 1 h en oscuridad en ambiente húmedo a 37 ºC. Finalizada la incubación se 

realizaron 3 lavados en PBS/BSA 1% y se procedió al montaje de los  COC, el cual se 

realizó sobre una gota de 8 µl de medio de montaje para fluorescencia Vectashield 

(Vector Laboratories) adicionado con 1 g/ml ioduro de propidio (Molecular Probes, 
Invitrogen). Finalmente, se dejó caer el cubreobjetos sobre la gota y  con el objetivo de 

sellar la cámara se colocó esmalte alrededor del perímetro del cubreobjetos. El preparado 

fue guardado a 4 ºC en oscuridad hasta el momento de su observación. 

Las muestras fueron analizadas con un microscopio de fluorescencia confocal 

Olympus Fluoview FV1000 (Olympus), utilizando una lente objetivo de inmersión en 

aceite PLAPON 60x/NA1.42, con una resolución de 512x512 píxeles. Todos los 

parámetros de adquisición de imágenes permanecieron constantes para las imágenes 

capturadas dentro de un mismo experimento.  El procesamiento de las imágenes se 

realiz• utilizando el software ImageJ (version 1.42l; NIH, MD). 
En cada set experimental de este ensayo se incluyeron dos controles negativos y 

uno positivo. En los controles negativos los COC fueron sometidos a los mismos 

tratamientos que las condiciones experimentales, sólo que se utilizaron 50 µl de solución 

de marcación (sin enzima TdT), en lugar de la mezcla de reacción de TUNEL. En el 

control positivo, con la finalidad de inducir daños en el ADN, los COC fijados y 

permeabilizados fueron tratados con 5U/ ml de DNAsa I (Omega) en buffer Tris-HCl  50 
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mM pH 7,5; 1 mg/ml; 0,1 % BSA y 1 mM MgCl2, durante 10 min a TA. Posteriormente se 

procedió a la incubación con la mezcla de reacción de TUNEL y se procedió como fue 

enunciado anteriormente para las condiciones experimentales. 

 

3.11. Microscopía Electrónica de Transmisión 

La microscopía electrónica de transmisión permite el análisis de células a nivel 

ultraestructural. El protocolo que se enuncia a continuación ha sido modificado del 

publicado por Anguish y Coonrod (Anguish & Coonrod 2013). 
Los ovocitos MII fueron colectados y limpiados de acuerdo al procedimiento 

expuesto en la sección 3.1.2.  A continuación se realizó una fijación rápida durante 15 

min a TA en PAF (Merck) al 2% en DPBS y se procedi• a 3 lavados r‐pidos en DPBS. 
Posteriormente se colocaron los ovocitos en el fondo de un tubo de 0,2 ml y se los cubrió 

con 100 µl de agarosa al 2 % a 40 ºC, se centrifugó durante 2 min a 700 x g, y se lo dejó 

enfriar en hielo. Es importante destacar que no se colocaron más de 10 ovocitos por tubo. 

Posteriormente, con una jeringa cargada con agua refrigerada en hielo se desmoldó el 

taco de agarosa en el cual se encontraban incluidos los ovocitos, y se procedió a tallar 

bajo lupa con hoja de afeitar de modo que las células quedaran incluidas en un cubo de 

no más de 2 mm de lado. Una vez obtenido el cubo se lo colocó en tubo de 1,5 ml y se 

realizó un fijación durante 3 h a TA en 1 ml de fijador primario para preservar las 

estructuras proteicas (2,5 % glutaraldehído; 4 % PAF; 0,1 % ácido tánico; 0,01 M MgCl2, 

pH 7,4), con agitación orbital. Finalizada la fijación primaria se procedió a realizar 4 

lavados de 15 min con PBS en frío y agitación suave. Seguidamente se realizó una 

fijación secundaria con 1 % tetróxido de Osmio (Ted Pella, Inc) ON a 4 ºC. Luego de esta 

fijación secundaria, que tiene como objetivo fijar lípidos y dar contraste, se realizaron 3 

lavados de 15 min en PBS, y 2 lavados adicionales de 10 min con H20 Milli-Q a fin de 
remover el fosfato, dado que el mismo precipita con la acetona, que fue utilizada a 

continuación. Todos los lavados se realizaron en frío y agitación suave. A continuación se 

realizaron las deshidrataciones con porcentajes crecientes de acetona (Merck) en H20 

Milli-Q. Todos los pasos de deshidrataci•n fueron llevados a cabo durante 15 min. Los 
primeros 3 pasos de deshidratación: acetona al 30 %, al 50 % y al 70 % fueron realizados 

en hielo. Luego se realizaron a TA, una deshidratación con acetona al 80 %, seguida por 

otra al 95 %. A continuación se realizaron 3 deshidrataciones finales con acetona 100 %.  

Una vez finalizadas las deshidrataciones, se realizó una incubación con una mezcla 

de acetona y resina Epon (Ted Pella, Inc.) 1:1 durante 3 h a TA, seguido de lo cual se 

cambió esta mezcla por resina al 100 %, y se dejó infiltrando ON. Luego se pasó el cubo 

de agarosa a una cápsula de embedding BEEM (Ted Pella, Inc.) y se lo cubrió con resina 
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al 100% nueva, asegurándose de que no queden burbujas. Las muestras fueron 

rotuladas con etiquetas de papel incluido en la resina. Finalmente se llevó las cápsulas al 

horno (M19, THELCO) precalentado a 60 ºC, a fin de remover la humedad, y se 

polimerizó la resina durante 36 h a esta misma temperatura.  

Los cortes ultrafinos se obtuvieron en un ultramicrótomo (EM, Leica)  y se montaron 

sobre grillas de cobre descubiertas de 200 mesh (Ted Pella, Inc.).  

El contraste se realizó con 1 % de acetato de uranilo durante 10 min, 3 lavados con 

H20 Milli-Q, seguida por una incubaci•n de 5 min en soluci•n de Reynolds (Reynolds 

1963) y 5 lavados posteriores con  H20 Milli-Q. 
Los cortes contrastados fueron examinados con un microscopio electrónico de 

transmisi•n JEM 1200 EX II (JEOL Ltd., Tokio, Jap•n) y se fotografiaron con una c‐mara 
Erlangshen ES1000W, Modelo 785 (Gatan Inc., Pleasanton, California, USA) del Servicio 

Central de Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP.  

 

3.12. Análisis estadístico de los datos 

El an‐lisis estad“stico de los datos fue realizado utilizando el software Kyplot 5.0 

(KyensLab Inc). Las pruebas estadísticas realizadas para los diferentes ensayos se 

encuentran especificadas en cada sección de resultados en particular. En líneas 

generales los resultados se expresaron como la media ± el error estándar de la media 

(SEM) para cada serie de experimentos. Para la comparación de 2 condiciones se utilizó 

el test t  de Student pareado en el caso estar balanceadas las muestras, o no pareado si 
no lo están. Cuando se compararon 3 o más condiciones los datos fueron analizados 

mediante ANOVA de un factor, y de ser significativo el análisis del ANOVA, se realizó una 

prueba de contraste a posteriori por el método de comparaciones múltiples de todos los 

pares de Tukey. Cuando se quiso realizar un prueba de multiples comparaciones de 

diversos tratamientos contra un solo control se utilizó el test de Dunnett. Estos análisis 

estadísiticos se realizaron con el cumplimiento de un muestreo aleatorio, distribución 

normal de los datos y la homogeneidad de las varianzas. El análisis estadístico de las 

frecuencias se realizó utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov para 2 sets de datos. 

Para todos los casos, los resultados fueron considerados significativamente diferentes 

cuando el valor p de la prueba resultó menor a 0,05 (p<0,05).  
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RESULTADOS 

 

4.1. OBJETIVO ESPECÍFICO 1: Identificar las isoformas de SNAP en ovocitos de ratón 

Debido a que hasta el momento no existe ningún reporte acerca de la expresión de 

las proteínas SNAP en ovocitos, nuestro primer objetivo de trabajo fue determinar la 

expresión génica de las isoformas de SNAP por RT-PCR. 

 

4.1.1.1. Extracción de ARN. Determinación del rendimiento de la extracción: 

cuantificación y determinación del grado de pureza del ARN 

Luego de la extracción del ARN de ovocitos y de cerebro de ratón, según fuera 

expuesto en las secciones 3.2.2.1 y 3.2.2.2 respectivamente, se realizó la cuantificación y 

la determinación del grado de pureza del ARN utilizado como molde para la síntesis del 

ADNc.La cuantificación espectrofotométrica del ARN extraído determinó una 

concentración de 0,2 µg/µl para el ARN de ovocitos y una concentración de 9,645 µg/µl 

para el ARN de cerebro.  

De acuerdo a lo expuesto en la sección 3.2.2.3.2, para ser considerado con un alto 

grado de pureza, el ARN purificado deberá exhibir una relación A260/A280 mayor a 1,8 y 

cercano a 2, en el caso de utilizar agua como solvente. Del mismo modo, utilizando 10 

mM Tris-Cl, pH 7,5 como solvente, el ARN puro debe presentar una relación A260/A280 

comprendida entre 1,9 y 2,1. Para el ARN de ovocitos la relación A260/A280 obtenida fue de 

1,12 medida en agua, mientras que para el ARN de cerebro la relación fue de 2,1 medida 

en 10 mM Tris-Cl, pH 7,5.  

 

4.1.1.2. Determinación de la integridad del ARN purificado 

De acuerdo a lo expuesto en la sección 3.2.2.3.3 y con el objetivo de evaluar 

rápidamente la integridad y la calidad del ARN extraído se realizó una electroforesis en 

gel de agarosa nativo. Para el caso del ARN de cerebro, se observaron 2 bandas que 

corrieron cerca de los pesos moleculares esperados (4,5 y 1,9 kb), correspondientes al 
ARN ribosomal (ARNr) 28S y 18S respectivamente, siendo más intensa la banda de 

mayor peso molecular. Esto indica que el ARN extraído posee la  integridad y calidad 

adecuada para ser utilizado en la reacción de retrotranscripción. Algo importante a 

remarcar es que ninguna muestra presentó contaminación por ADN genómico, lo cual se 

determinó por la ausencia de tinción en los pocillos de carga, ya que el ADN genómico, 

por su gran tamaño no penetra en los geles de agarosa al 1 %. Para el caso de ARN de 

ovocitos, como la purificación se realiza en microescala con un kit comercial, y la cantidad 

de muestra es muy escasa, no se realizaron este tipo de controles.  
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4.1.2. Síntesis de la primera cadena de ADNc. Reacción de Retrotranscripción 

Luego de la reacción de retrotranscripción (ver sección 3.2.3.1) y previo a la 

amplificación por PCR se realizó una cuantificación espectrofotométrica del ADNc, de 

acuerdo a lo enunciado en la sección 3.2.3.2.1. La concentración medida por este método 

fue de 1,1 µg/µl para el ADNc de ovocitos, y de 2,1 µg/µl para el ADNc de cerebro. Es 

importante señalar que en el caso de ovocitos no se trabaja con concentraciones netas, 

sino con el concepto de embrio-equivalentes. El mismo hace referencia a cuántos 

ovocitos, de los inicialmente utilizados para el procedimiento, equivale un determinado 

volumen de muestra. 

Por otra parte, se analizó el grado de pureza de acuerdo a lo expuesto en la sección 

3.2.3.2.2. La relación A260/A280 obtenida fue de 1,55 para el ADNc de ovocitos y de 1,8 

para el ADNc de cerebro. 

 

4.1.3. Amplificación por PCR en punto final 

En mamíferos, las SNAP son una pequeña familia de proteínas con 3 isoformas 

identificadas ,  and  SNAP respectivamente (Clary et al. 1990). A fin de determinar 

cuáles de las isoformas de SNAP están presentes en el ovocito de ratón, se analizó por 

RT-PCR la presencia de los ARNm para las 3 isoformas en cuestión. Para ello, y tal como 

se expuso en las secciones anteriores, el ARN total aislado se retrotranscribió a ADNc, el 

cual fue utilizado para la amplificación (ver sección 3.2.4.4), utilizando primers específicos 

para cada una de las isoformas (ver sección 3.2.4.2). El tamaño esperado de los 

amplicones generados por los pares de primers utilizados fue de 115, 172 y 207 pb para 

las isoformas ,  y  SNAP, respectivamente. 
Para las muestras de ovocitos se observaron productos de amplificación en las 

calles correspondientes a  SNAP (Fig. 4.1, calle 2) y  SNAP (Fig. 4.1, calle 8). Por su 

parte, en la calle correspondiente a la isoforma  de SNAP no se observ• producto de 
amplificación (Fig. 4.1, calle 5). Estos resultados demuestran que los ARNm de  SNAP y 
 SNAP est‐n presentes en ovocitos GV, pero no as“ el ARNm correspondiente a  

SNAP. 

Dado que la expresión y función de las SNAP ha sido bien estudiada en exocitosis 

neuronal y es sabido que el cerebro de ratón expresa constitutivamente las tres isoformas 

(Whiteheart et al. 1993), ADNc de cerebro fue utilizado como control positivo. Se observó 

la amplificación de las 3 isoformas en cuestión en las muestras de ADNc de cerebro (Fig. 

4.1, calles 1, 4 y 7).  

De acuerdo a lo esperado en su condición de controles negativos, no se observaron 

productos de amplificación cuando la PCR fue realizada reemplazando el ADNc por agua 
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(Fig. 4.1, calles 3, 6 y 9) o cuando en la reacción de retotranscripción fue omitida la 

adición de la enzima transcriptasa reversa (Fig. 4.1, calles 10 y 11). 

 

 
 

Figura 4.1. Expresión génica de las isoformas de SNAP en ovocitos de ratón. En las calles 1-3 y 10-11 la 

reacción de PCR se realizó utilizando primers para  SNAP; calles 4-6 utilizando primers para  SNAP, y en 
las calles 7-9 utilizando primers para  SNAP, todos bajo el mismo procedimiento experimental. El gel de 

agarosa al 2% fue teñido con bromuro de etidio. Calles: M. Marcador de peso molecular de 100-1000 pb;  1, 4 

y 7. ADNc de cerebro (10 ng); 2, 5 y 8. ADNc de ovocitos GV (16 embrio equivalentes); 3, 6 y 9. Control 

negativo PCR (sin ADNc); 10. Control negativo RT cerebro (sin transcriptasa reversa); 11. Control negativo 

RT ovocitos (sin transcriptasa reversa). La imagen que se muestra es representativa de 3 experimentos 

independientes. 

 

Adicionalmente se realizó la puesta a punto y amplificación en sistema multiplex, es 

decir poniendo los 3 pares de primers en el mismo tubo de reacción. De acuerdo a lo 

esperado, los resultados obtenidos fueron los mismos que para el caso de la PCR en 

simplex. Para las muestras de ADNc de cerebro se observó la amplificación de las 3 

isoformas en cuestión (Fig. 4.2, calle 1), mientras que para las muestras de ADNc de 

ovocitos pueden observarse las bandas correspondientes a la isoforma  y , y no as“ la  
(Fig. 4.2, calle 2). Cabe destacar que todos los productos de amplificación generados 

coinciden con el tamaño esperado para los mismos. 

 

 
 
 

Figura 4.2. Expresión génica de las isoformas de SNAP en ovocitos de ratón analizada por RT-PCR 

multiplex. En todas las calles para la reacción de PCR se utilizaron simultáneamente los pares de primers de 

las 3 isoformas de SNAP. El gel de agarosa al 2% fue teñido con bromuro de etidio. Calles MW. Marcador de 

peso molecular de 100-1000 pb;  1. ADNc de cerebro (10 ng); 2. ADNc de ovocitos GV (16 embrio 

equivalentes); 3. Control negativo PCR (sin ADNc); 4. Control negativo RT cerebro (sin transcriptasa reversa); 
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5. Control negativo RT ovocitos (sin transcriptasa reversa). La imagen que se muestra es representativa de 3 

experimentos independientes. 

 

Al igual que en la reacción anterior, y de acuerdo con su condición de controles 

negativos, no se observaron productos de amplificación cuando se reemplazó el ADNc 

por agua en la reacción de PCR (Fig. 4.2, calles 3) o cuando en la reacción de 

retotranscripción fue omitida la enzima transcriptasa reversa (Fig. 4.2, calles 4 y 5). 

 

4.2. OBJETIVO ESPECÍFICO 2: Analizar la expresión de las isoformas de SNAP durante 

la maduración y activación ovocitaria 

Una vez identificados los transcriptos de las isoformas de SNAP presentes en 

ovocito de rat•n,  SNAP y  SNAP respectivamente, se procedi• a la detecci•n de la 
presencia y expresión de tales proteínas. Sus niveles de expresión y la localización 

subcelular fueron analizados durante la maduración, utilizando estadíos de ovocitos 

inmaduros (GV), maduros (MII) y luego de la activación, tanto partenogenética (SrCl2) 

como fisiológica (FIV).  

 

4.2.1. Análisis de la expresi•n de  SNAP durante la maduraci•n y activaci•n ovocitaria 

4.2.1.1. Análisis por Western blot 

Se realizó la técnica de Western blot con el objetivo de corroborar que la proteína  
SNAP se encuentra presente en ovocito de ratón y a fin de analizar el nivel de su 

expresión durante la maduración ovocitaria y la activación partenogenética. Este último 

propósito está fundado en antecedentes de una tesis doctoral realizada en el laboratorio, 

reportando proteínas involucradas en exocitosis que modifican su expresión durante la 

maduración y activación (Bello, datos no publicados). 

 

4.2.1.1.1. Purificaci•n de  SNAP recombinante 

Con el objetivo de tener un control positivo adicional al del homogenato de cerebro 

para el an‐lisis de la expresi•n de  SNAP en ovocitos de rat•n por la técnica de Western 
blot, la prote“na recombinante  SNAP acoplada a la etiqueta 6xHis fue expresada en E. 

coli y purificada de acuerdo a lo expuesto en sección 3.3.6. 

Todas las fracciones correspondientes a la elución de la proteína recombinante (Fig. 

4.3, calles 4-8) presentaron una intensa banda proteica en el peso molecular esperado 

(33,062 kDa para Rattus norvergicus, que es la codificada en el vector) correspondiente a 

la proteína de interés, dando cuentas de una exitosa producción de  SNAP 

recombinante en alta concentración (15 µM para el eluído 1, Fig. 4.3 calle 4) y con un alto 

grado de pureza. Además, cabe señalar que no se perdió proteína durante el proceso de 
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purificación, lo que se evidencia con la ausencia de banda a la altura del peso molecular 

de  SNAP en las fracciones de lavado previas a la elución de la proteína recombinante 

(Fig. 4.3, calles 2 y 3) y para el flow through (FT, datos no mostrados) 

.  

 
 

Figura 4.3. An‐lisis de distintas fracciones de la purificaci•n de  SNAP recombinante: M. Marcador de peso 

molecular (kDa); 1. Lisado; 2. W1 (lavado 1); 3. W2 (lavado 2); 4. E1 (eluído 1) 5. E2 (eluído 2); 6. E3 (eluído 

3) 7. E4 (eluído 4) 8. E5 (eluído 5). 

 

4.2.1.1.2. Puesta a punto de la concentración de controles positivos para el Western blot 

de  SNAP 

Se realiz• un Western blot de  SNAP utilizando distintas concentraciones de 
homogenato de cerebro (Fig. 4.4, calles 1-6) y prote“na recombinante  SNAP-6xHis (Fig. 

4.4, calles 7-9), a fin de establecer la cantidad de proteína óptima a sembrar como 

controles positivos en el gel donde evaluamos las muestras de ovocitos. Esto resulta de 

importancia dado que si bien es fundamental que la marca de los controles sea 

perfectamente visible a fin de comparar con nuestra muestra, tampoco debe ser excesiva 

la cantidad de proteína sembrada, dado que se corre el riesgo de que esas bandas 

secuestren  grandes cantidades de anticuerpo, y por falta de disponibilidad de anticuerpo 

no hibridice de manera suficiente a nuestra proteína en la muestra de interés, donde no 

es mayoritaria. 

En base a los resultados obtenidos, se utilizaron 1,25 µg de proteínas totales de 

cerebro (Fig. 4.4, calle 1) y 5 ng de prote“na recombinante  SNAP-6xHis (Fig. 4.4, calle 

8). 
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Figura 4.4. Western blot para  SNAP, puesta a punto de concentraciones de homogenato de cerebro y 
proteína recombinante: Izq. Marcador de peso molecular (kDa); 1. Homogenato cerebro (1,25 µg proteínas 

totales); 2. Homogenato cerebro (2,5 µg proteínas totales); 3. Homogenato cerebro (2 µg proteínas totales); 4. 

Homogenato cerebro (0,25 µg proteínas totales); 5. Homogenato cerebro (0,75 µg proteínas totales); 6. 

Homogenato cerebro (0,15 µg proteínas totales); 7.  SNAP-6xHis (2,5 ng) 8.  SNAP-6xHis (5 ng); 9.  

SNAP-6xHis (10 ng). 

 

4.2.1.1.3.1. An‐lisis de la expresi•n de  SNAP por Western blot durante la maduraci•n y 
activación ovocitaria 

Analizamos la expresi•n de  SNAP por Western blot durante la maduraci•n 
ovocitaria y la activación temprana. Para ello se utilizaron ovocitos inmaduros (GV), 

maduros (MII) y activados artificialmente con SrCl2, según lo descripto en sección 3.6. 

 Tal como se expuso en la sección 3.4.2, las proteínas fueron sometidas a SDS-

PAGE, electrotransferidas a una membrana de PVDF y expuestas al anticuerpo anti /  

SNAP. En las muestras correspondientes a ovocitos GV, MII y MII activados 

artificialmente con SrCl2 (Fig. 4.5.a panel superior, calles 2, 3 y 4), fue detectada una 

única banda inmunoreactiva correspondiente a  SNAP, en el peso molecular esperado 

(33,059 kDa para Mus musculus), coincidente con la de los controles positivos de cerebro 

de ratón (Fig. 4.5.a panel superior, calle 1) y la prote“na recombinante  SNAP-6xHis (Fig 

4.5.a panel superior, calle 5). Estos resultados reafirman que la proteína  SNAP est‐ 
presente en ovocitos de ratón.  

El anticuerpo reconoció una única banda para todas las condiciones, excepto para el 

caso de cerebro de ratón, que presentó una doble banda, dado que este tejido expresa 

simult‐neamente  SNAP y  SNAP. A pesar de haber sido producido utilizando  SNAP 
recombinante de rata como inmunógeno, el anticuerpo es capaz de reconocer ambas 

isoformas debido a la alta homología de secuencias que presentan  (Whiteheart et al. 
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1993). Si bien el anticuerpo reconoce ambas isoformas, el resultado obtenido con 

anterioridad por RT-PCR nos permite afirmar que la banda inmunoreactiva obtenida en 

las muestras de ovocitos corresponde a  SNAP, debido a que sabemos que la isoforma 

 no está presente en ovocitos de ratón. Sumado a ello, puede observarse en la calle 1 

del panel superior de la Figura 4.5.a, que la banda de menor peso molecular coincide con 

las bandas de ovocitos (Fig. 4.5.a panel superior, calles 2-4) y correspondería a la 

isoforma  de SNAP, mientras que la de mayor peso molecular podría corresponder a la 

isoforma  de SNAP. Esto es coincidente con los pesos moleculares de las isoformas en 

Mus musculus, ya que la isoforma   tiene un peso molecular de 33,426 kDa, mayor por 
0,367 kDa que el de  SNAP, presentando consecuentemente una menor movilidad 

electroforética. 

En el control de carga realizado (Fig. 4.5.a panel inferior), pueden observarse niveles 

similares de expresi•n de  Tubulina (52 kDa) para las 3 calles correspondientes a 

ovocitos (Fig. 4.5.a, panel inferior calles 2, 3 y 4 respectivamente). Nótese que no se 

observa banda de  Tubulina en la calle donde se sembr•  SNAP recombinante (Fig. 

4.5.a panel inferior, calle 5), ya que en ese extracto proteico sólo contenía proteína 

purificada. 

 

 
Figura 4.5.  La proteína  SNAP se expresa en ovocitos de rat•n. a. Análisis por Western blot de  SNAP. 

Calles: 1. 1,25 µg proteínas totales de cerebro (control positivo); 2. 150 ovocitos GV; 3. 150 ovocitos MII; 4. 

150 ovocitos MII activados partenogenéticamente con 10 mM SrCl2; 5. 5 ng  SNAP-6xHis. En el panel 

superior se muestra la membrana de PVDF revelada por Western blot utilizando un anticuerpo primario 

monoclonal anti- /  SNAP, y un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con HRP. En el panel 

inferior se observa la detección del control de carga. Se muestra la membrana de PVDF revelada por 

Western blot utilizando un anticuerpo primario monoclonal anti-  Tubulina. Las bandas inmunoreactivas 
fueron detectadas utilizando un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón acoplado a HRP. Las imágenes son 

representativas de cuatro experimentos independientes. b. Cuantificación de la expresión de  SNAP en la 

maduración y activación del ovocito de ratón. El nivel de expresión de la proteína  SNAP fue realizado por 

un análisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas detectadas por Western blot. Las cuantificaciones 

son presentadas como la relación  SNAP/  Tubulina y relativizadas a la expresión en GV determinado como 

valor de referencia igual a 1. Se muestra la media ± SEM de la intensidad relativa para cada condición 

experimental de 4 réplicas. N.S. p >0.05 (ANOVA de 1 factor). 
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Los resultados de 4 experimentos independientes fueron analizados para su 

cuantificación (Fig 4.5.b). Las bandas fueron cuantificadas utilizando el programa de 

análisis de imágenes ImageJ. La intensidad de cada banda de  SNAP fue relativizada 

con su control de carga  Tubulina. El tratamiento estadístico de los datos se realizó en el 

programa Kyplot 5.0 y los datos fueron sometidos a un ANOVA de 1 factor, con un nivel 

de significancia de 0,05. El resultado de dicha cuantificación no presentó diferencias 

significativas (p=0,60 > 0,05) en la expresi•n de  SNAP en los 3 estad“os celulares 
analizados.  

 

4.2.1.1.3.2. Control de especificidad del anticuerpo probada por Western blot 

Para determinar si la banda inmunoreactiva presentada en la Figura 4.5.a es 

específica, se realizó el ensayo de Western blot utilizando el anticuerpo bloqueado con la 

prote“na  SNAP recombinante, según se expuso en secci•n 3.4.2.6.  

En el control presentado no se observan bandas a la altura del peso molecular 

esperado para  SNAP (Fig. 4.6) indicando que la banda inmunoreactiva presentada en 

la secci•n anterior es espec“fica, correspondiendo la misma a la prote“na  SNAP. 
 

 
Figura 4.6. Experimento de bloqueo del anticuerpo anti- /  SNAP, control de especificidad del mismo. Calles: 

1. 0,65 µg proteínas totales de cerebro (control positivo); 2. 150 ovocitos GV; 3. 150 ovocitos MII; 4. 150 

ovocitos MII activados partenogenéticamente con 10 mM SrCl2; 5. 3,3 ng  SNAP-6xHis. En el panel superior 

se muestra la membrana de PVDF revelada por Western blot utilizando un anticuerpo primario monoclonal 

anti- /  SNAP bloqueado con  SNAP recombinante, y un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado 

con HRP. En el panel inferior se observa la detección del control de carga. Se muestra la membrana de 

PVDF revelada por Western blot utilizando un anticuerpo primario monoclonal anti-  Tubulina. Las bandas 
inmunoreactivas fueron detectadas utilizando un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón acoplado a HRP. 

Asimismo, la m“nima detecci•n observada en la calle correspondiente a  SNAP 
recombinante (Fig. 4.6, calle 5), podría deberse a un remanente de moléculas de 

anticuerpo no bloqueadas, en combinación con un exceso de proteína recombinante. 
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4.2.1.2. Análisis de localizaci•n subcelular de  SNAP por Inmunofluorescencia Indirecta  

La localización de la proteína durante la maduración y activación ovocitaria fue 

determinada por microscopía de fluorescencia confocal. Para los estudios de 

inmunolocalización, además de los estadíos analizados por Western blot, ovocitos GV, 

MII y MII activados 1 h con SrCl2, se incluyeron dos estadíos adicionales de desarrollo 

embrionario, uno partenota de 7 h post activación con SrCl2 (sección 3.6), el cual 

presenta 1 pronúcleo formado por condensación de la cromatina del ovocito, y otro 

fisiológico, un embrión de una célula obtenido por FIV (sección 3.5), el cual presenta 2 

pronúcleos (2PN), uno materno proveniente del ovocito y otro paterno, proveniente del 

espermatozoide fecundante. 

Las imágenes de microscopía confocal resultantes de la inmunofluorescencia 

indirecta y la tinción con lectina se presentan a continuación en la Figura 4.7. Se observó 

la presencia de la proteína  SNAP en todos los estadíos celulares analizados, con una 

localización mayormente concentrada en la región cortical del ovocito. La distribución de 

los gránulos corticales (GC) coincide con lo que reportado en la bibliografía (Ducibella et 

al. 1994; Hoodbhoy & Talbot 1994). Se observó una distribución en todo el citoplasma 

incluido el córtex en el estadío GV, y una migración hacia la región cortical durante la 

maduración del ovocito, localizándose exclusivamente en dicha región en el estadío MII. 

Como consecuencia de la activación tanto fisiológica como partenogenética, puede 

observarse una disminución en la marca de la lectina, la cual es más pronunciada luego 

de 7 h de activación con SrCl2 o fecundación in vitro. 

Acorde con lo esperado no se observa marca cuando se utiliza el anticuerpo 

secundario solo, demostrando que la marca observada en los preparados experimentales 

es debida sólo a la unión del anticuerpo secundario al primario, y no a una unión 

inespecífica (Burry 2011). 
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Figura 4.7. Localizaci•n de  SNAP durante la maduraci•n y activaci•n ovocitaria.  SNAP fue detectada en 

diferentes estadíos celulares: ovocitos inmaduros (GV), ovocitos maduros (MII), ovocitos MII activados 

partenogenéticamente con 10 mM de SrCl2 1  7 h post activación (SrCl2 (1h) y (7h), respectivamente), y en 

embrión de 2 pronúcleos (2PN) luego de una fecundación in vitro. El verde en cada imagen representativa 

indica marca positiva para el anticuerpo primario /  SNAP, detectado usando un anticuerpo secundario anti-

IgG de ratón acoplado al fluorocromo DyLight 488. El rojo representa la tinción de GC lograda con la lectina 

Lens Culinaris Aglutinina conjugada a Rodamina. El azul representa la tinción de cromatina con Hoescht 

33342. El DIC muestra las imágenes de contraste de interferencia diferencial. El experimento fue realizado al 

menos 3 veces. Barra: 20 m. 
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Con la finalidad de analizar con mayor detalle el patrón de distribución de la proteína 

 SNAP, se realiz• un an‐lisis del perfil de intensidad de la fluorescencia, utilizando el 
programa ImageJ, (Fig. 4.8.a).   

 

 
 

Figura 4.8. Localizaci•n de  SNAP durante la maduración y activación ovocitaria. Perfiles de intensidad de 

fluorescencia. a. Se presentan las mismas imágenes de la figura 4.7, mostrando los perfiles de intensidad de 

fluorescencia para  SNAP (trazo verde) y gránulos corticales teñidos con LCA-Rodamina (trazo rojo). Las 

intensidades de fluorescencia fueron medidas a lo largo de la línea cortada amarilla que se indica en cada 

imagen. Barra: 20 m. Unidades de fluorescencia: 0 a 4095 niveles de grises, para im‐genes originales de 16 
bit. b. Cuantificación del porcentaje de células para cada condición presentando un patrón de marca cortical o 

citosólica para la proteína  SNAP. El número de células cuantificadas fue: GV=85; MII=138; MII SrCl2 

1h=101; MII SrCl2 7h=35; FIV=13. 

 

Adicionalmente, definimos 2 patrones de fluorescencia asociada a la marca de la 

proteína: el patrón cortical y el citoplasmático. Se consideró que las células en las cuales 

la fluorescencia decayó más allá de los 10 µm tomados desde la membrana plasmática 

hacia el interior de la célula, presentaban un patrón de marca cortical para dicha proteína. 
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Por su parte, aquellas proteínas que continuaban con niveles de fluorescencia altos más 

allá de los 10 µm desde la membrana plasmática hacia el interior del citoplasma, fueron 

consideras como marca citoplasmática (Chaigne et al. 2013). 

Para el caso de la prote“na  SNAP el patr•n de localización resultó cortical para 

más del 90 % de los GV, MII y MII activados artificialmente por SrCl2, pero no así en los 

embriones de una célula, en los cuales la marca resultó predominantemente 

citoplasmática (Fig. 4.8.b). 

 

4.2.2. Análisis de la expresi•n de  SNAP durante la maduraci•n y activaci•n ovocitaria 

4.2.2.1. Análisis por Western blot 

Con el objetivo de comprobar que la prote“na  SNAP se encuentra presente en 

ovocito de ratón, y a fin de analizar el nivel de su expresión durante la maduración 

ovocitaria y la activación partenogenética, se realizó la técnica de Western blot. 

 

4.2.2.1.1.1. Expresión y purificaci•n de  SNAP recombinante 

Se expres• y purific• la prote“na  SNAP acoplada a la etiqueta GST, de acuerdo a 
lo reportado en sección 3.3.7, con el objetivo de tener un control positivo adicional al del 

homogenato de cerebro de rat•n, para el ensayo de Western blot de  SNAP en ovocitos 
de ratón. 

A continuación en la Figura 4.9 se presentan los resultados obtenidos en la 

producci•n de la prote“na de fusi•n  SNAP-GST. El peso molecular de dicha proteína es 

de aproximadamente 60 kDa, dado que la prote“na  SNAP de Bos taurus (codificada en 

el pl‐smido  SNAP-GST) tiene un peso molecular de 34,43 kDa, mientras que la etiqueta 
GST tiene un peso molecular cercano a 26 kDa.  

De acuerdo con lo esperado, en las calles correspondientes al lisado, clarificado y 

flow through (FT) (Fig. 4.9, calles 1 a 3) se observa una intensa banda, aún no purificada 

que corre en el peso esperado para la proteína de fusión de interés en una mezcla con 

otras proteínas.  

En las fracciones de los lavados (Fig. 4.9, calles 4 a 6) no se observó la banda 

correspondiente a la proteína de interés, indicando que no hubo pérdida de proteína 

durante el proceso de lavado de las beads. 
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Figura 4.9. Análisis de las distintas fracciones de la purificación: 1. Lisado 2. Clarificado (proteínas solubles 

totales); 3. FT: flow through; 4. L1 (lavado 1); 5. L2 (lavado 2) 6. L4 (lavado 4); 7. E1 (eluído 1) 8. E2 (eluído 

2) 9. E3 (eluído 3). M. Marcador de peso molecular (kDa). 
 

Las fracciones correspondientes a la elución de la proteína de fusión (Fig. 4.9, calles 

7-9) presentaron una banda correspondiente a la proteína de interés, en el peso 

molecular esperado. De acuerdo a lo reportado por el manual de la resina (Amersham 

1997) en el eluído 1 se obtiene aproximadamente el 80% de la producción, mientras que 

en los eluídos 2 y 3 se obtendrán alrededor del 5% o menos respectivamente, lo cual es 

coincidente con lo observado en el gel de la Fig. 4.9. 

Estos resultados muestran una exitosa producci•n de la prote“na de fusi•n  SNAP-

GST, en una alta concentración (7,85 µM) y con un alto grado de pureza. 

 

4.2.2.1.1.2. Clivaje con trombina de la proteína de fusión GST-  SNAP 

Dado que la proteína recombinante  SNAP se utilizó como control positivo para el 

ensayo de Western blot, resultó necesario remover la etiqueta GST para que la proteína 

recombinante migre de acuerdo al peso molecular de  SNAP. 

Para ello se trató a la proteína de fusión  SNAP-GST con la enzima trombina, de 

acuerdo a lo expuesto en sección 3.3.7.3. A fin de evaluar el éxito del corte de la proteína 

de fusión, se realizó un ensayo de Western blot para  SNAP (Fig. 4.10), donde se 

sembró la proteína de fusión  SNAP-GST intacta (Fig. 4.12, calle 1) y luego del corte con 

trombina (Fig. 4.10, calle 2).   

En la calle 1 puede observarse una banda inmunoreactiva a una altura aproximada 

de 60 kDa correspondiente con la esperada para la prote“na de fusi•n  SNAP-GST. Por 

su parte, en la calle 2 donde se corrió el producto del corte con trombina; se observó una 

banda correspondiente al peso molecular de  SNAP (~34 kDa), indicando un corte 
exitoso. 
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Figura 4.10. Análisis por Western blot de  SNAP recombinante. Membrana de PVDF revelada por Western 

blot utilizando un anticuerpo primario policlonal de conejo contra  SNAP, las bandas inmunoreactivas fueron 
detectadas utilizando un anticuerpo anti conejo acoplado a HRP. Calles: 1. 30 ng  SNAP-GST intacta. 2. 0,3 

µg  SNAP-GST trombinada.  

 

En ambas calles se observó una banda notoriamente más tenue de un peso 

molecular aproximado de 26 kDa, la cual creemos podr“a corresponder a la etiqueta GST. 
En cuanto a esta observación, desconocemos el motivo por el cual pudo haber sido 

detectada por el anticuerpo anti-  SNAP, y menos aún por qué puede observarse esa 

banda cuando se corre la proteína intacta. Asimismo, no se puede descartar la posibilidad 

de que se trate de un producto de degradación. 

        

4.2.2.1.2. Puesta a punto de la concentración de controles positivos para el Western blot 

de  SNAP 

Con el propósito de establecer la cantidad adecuada de siembra de los controles 

positivos para utilizar a posteriori, se realiz• un Western blot de  SNAP utilizando 
distintas concentraciones de homogenato de cerebro (Fig. 4.11, calles 1-4) y de proteína 

recombinante  SNAP-GST clivada con trombina (Fig. 4.11, calles 5-7). 

En base a los resultados obtenidos, decidimos que la masa de proteínas adecuada a 

sembrar como controles positivos en el ensayo de Western blot sería de 6 µg de 

proteínas totales de cerebro, representado por una situación intermedia entre calle 2 y 3 

(Fig. 4.11) y 0,2 µg de proteína recombinante  SNAP-GST clivada con trombina, un poco 

inferior a lo sembrado en calle 6 (Fig. 4.11).  
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Figura 4.11. Western blot para  SNAP, puesta a punto de concentraciones de homogenato de cerebro y 
proteína recombinante: Izq. Marcador de peso molecular (kDa); 1. Homogenato cerebro (1,2 µg proteínas 

totales); 2. Homogenato cerebro (2,4 µg proteínas totales); 3. Homogenato cerebro (12 µg proteínas totales); 

4. Homogenato cerebro (24 µg proteínas totales); 5.  SNAP-GST clivada (0,54 µg); 6.  SNAP-GST clivada 

(0,27 µg); 7.  SNAP-GST clivada (54 ng). 

 

4.2.2.1.3. An‐lisis de la expresi•n de  SNAP por Western blot de durante la maduración 

y activación ovocitaria 

La técnica de Western blot fue realizada, tal como se expuso en la sección 3.4.2, con 

el fin de corroborar que la proteína  SNAP se encuentra presente en ovocito de ratón y 

para analizar el nivel de su expresión durante la maduración ovocitaria y la activación 

partenogenética. 

El ensayo de Western blot mostró una banda inmunoreactiva de peso molecular 

esperado (34,6 kDa), tanto en las muestras de ovocitos (Fig. 4.12.a panel superior, calles 

2, 3 y 4), como en los controles positivos cerebro de ratón (Fig. 4.12.a panel superior, 

calle 1) y  SNAP-GST clivada (Fig. 4.12.a panel superior, calle 5). Estos resultados nos 

permiten afirmar que la prote“na  SNAP est‐ presente en ovocitos de rat•n.  
Por su parte se realizó la detección de  Tubulina como control de carga de 

proteínas (Fig. 4.12.a panel inferior). Pueden observarse niveles similares de expresión 

de  Tubulina (52 kDa) para las 3 calles correspondientes a ovocitos (calles 2, 3 y 4 
respectivamente), lo que nos indica una carga proteica pareja. Concordante con lo 

esperado, no se observ• banda de  Tubulina en la calle donde se sembró  SNAP 

recombinante (Fig. 4.12.a panel inferior, calle 5). 
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Figura 4.12. La proteína  SNAP se expresa en ovocitos de rat•n. a. Análisis por Western blot de  SNAP. 

Calles: 1. 6 µg proteínas totales de cerebro; 2. 300 ovocitos GV. 3. 300 ovocitos MII. 4. 300 ovocitos MII 

activados partenogenéticamente con 10 mM SrCl2 durante 1 h. 5. 0,2 µg  SNAP-GST luego del clivaje con 

trombina. En el panel superior se muestra la membrana de PVDF revelada por Western blot utilizando un 

anticuerpo policlonal de conejo anti-  SNAP, y un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con 

HRP. En el panel inferior se observa la detecci•n del control de carga  Tubulina, que se realiz• usando 
anticuerpo primario monoclonal de rat•n contra  Tubulina, y como secundario un anti-IgG de ratón, 

conjugado con HRP. Las imágenes son representativas de tres experimentos independientes. b. 

Cuantificaci•n de la expresi•n de  SNAP en la maduraci•n y activaci•n del ovocito de rat•n. El nivel de 
expresión de la proteína  SNAP fue analizado por densitometr“a de las bandas inmunoreactivas detectadas 
por Western blot. Las cuantificaciones son presentadas como la relaci•n  SNAP/  Tubulina y relativizadas a 

la expresión en GV tomado como valor de referencia igual a 1. Se muestra la media ± SEM de la intensidad 

relativa para cada condición experimental de 3 réplicas. N.S. p >0.05 (ANOVA de 1 factor) 
 

Se cuantificaron los resultados de 3 experimentos independientes, utilizando el 

programa de análisis de imágenes ImageJ (Fig. 4.12.b).  La intensidad de cada banda de 

 SNAP fue relativizada con su control de carga  Tubulina.  El análisis estadístico de la 

cuantificaci•n de los niveles de expresi•n de  SNAP durante la maduraci•n y activaci•n 
temprana no presentó diferencias significativas (p=0,52 > 0,05).  

 

4.2.2.1.4. Control de especificidad del anticuerpo anti-  SNAP probada por Western blot 

En este caso, la especificidad del anticuerpo fue puesta a prueba preincubando el 

anticuerpo anti-  SNAP con su péptido sintético control, el cual fuera utilizado por el 

fabricante para la inmunización del animal en el protocolo de obtención del anticuerpo. El 

bloqueo del anticuerpo se realizó en las condiciones que se detallan en sección 3.4.2.6. 

Como se muestra en la figura 4.13, la señal para  SNAP fue abolida luego de que el 
anticuerpo fuera preincubado con el péptido control, demostrando de este modo la 

especificidad del anticuerpo para  SNAP. 
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Figura 4.13.  Experimento de bloqueo del anticuerpo anti-  SNAP, control de especificidad del mismo. Calles: 

1. 6 µg proteínas totales de cerebro (control positivo); 2. 300 ovocitos GV; 3. 300 ovocitos MII. 4. 300 ovocitos 

MII activados partenogenéticamente con 10 mM SrCl2 durante 1h; 5. 0,2 µg  SNAP-GST luego del clivaje con 

trombina. El an‐lisis por Western blot de  SNAP fue realizado bajo las mismas condiciones que en Figura 
4.12, a excepción de que el anticuerpo primario anti-  SNAP fue preincubado con el péptido control, en una 

relación 1:5 durante 2 h a TA. 

 

4.2.2.2. An‐lisis de localizaci•n subcelular de  SNAP por Inmunofluorescencia Indirecta 

La localizaci•n de la prote“na  SNAP durante la maduraci•n y activación temprana 

del ovocito fue determinada por microscopía de fluorescencia confocal. Al igual que para 

el estudio de la localizaci•n de la isoforma  de SNAP los estad“os analizados fueron: 
ovocitos GV, MII y MII 1 h o 7 h post activación artificial con SrCl2 y en embrión de 2PN 

obtenido por FIV.  

Las imágenes de microscopía confocal resultantes de la inmunofluorescencia 

indirecta y la tinción con lectina se presentan a continuación en la Figura 4.14. Se 

observó la presencia de la proteína  SNAP en todos los estadíos celulares analizados. 

Dicha proteína se distribuye en todo el citoplasma de ovocitos GV, y sin embargo su 

localización en ovocitos MII y MII 1 h post activación artificial con SrCl2, está 

principalmente asociada a la región cortical, sugiriendo una migración de dicha proteína 

durante la maduración ovocitaria. En los dos estadíos de desarrollo embrionario temprano 

donde el ADN se ha condensado para formar pronúcleos (7 h post activación con SrCl2 y 

embrión de 2PN obtenido por FIV), la localización de la proteína vuelve a estar distribuida 

por todo el citoplasma.  Nuevamente, la distribución de los GC coincide con lo que 

reportado en la bibliografía (Ducibella et al. 1994; Hoodbhoy & Talbot 1994). Por su parte, 

el control con el anticuerpo secundario solo no presentó marca, demostrando así 

ausencia de marca inespecífica del anticuerpo secundario. 
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Figura 4.14.  Localizaci•n de la prote“na  SNAP durante la maduraci•n, activaci•n partenogenética y 
fecundación del ovocito de ratón.  SNAP  fue detectado por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran 

imágenes de microscopía confocal y luz transmitida (DIC: Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos 

de ratón GV, MII, MII activados con 10 mM SrCl2 (1 y 7 h post activación), y fecundados in vitro en estadío de 

2 pronúcleos. El verde en cada imagen representativa indica marca positiva para el anticuerpo primario 

policlonal de conejo anti-  SNAP, detectado usando un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo, conjugado 

al fluorocromo DyLight 488. El rojo representa la tinción de GC lograda con LCA-Rodamina. El azul 

representa la tinción de cromatina con Hoescht 33342. El experimento fue realizado 3 veces. Barra: 20 m. 
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Se realizó también el estudio del patrón de distribución de las proteínas efectuando 

el análisis del perfil de intensidad de la fluorescencia (Fig. 4.15), utilizándose el mismo 

criterio que el aplicado en la sección 4.2.1.2.  

 

 
 

Figura 4.15.  Localizaci•n de  SNAP durante la maduraci•n y activaci•n ovocitaria. Perfiles de intensidad de 
fluorescencia. a. Se presentan las mismas imágenes de la figura 4.14, mostrando los perfiles de intensidad de 

fluorescencia para  SNAP (trazo verde) y gránulos corticales teñidos con LCA-Rodamina (trazo rojo). Las 

intensidades de fluorescencia fueron medidas a lo largo de la línea cortada amarilla que se indica en cada 

imagen. Barra: 20 m. Unidades de fluorescencia: 0 a 4095 niveles de grises, para im‐genes originales de 16 
bit. b. Cuantificación del porcentaje de células para cada condición presentando un patrón de marca cortical o 

citosólica para la proteína  SNAP. El número de células cuantificadas fue: GV=51; MII=37; MII SrCl2 1h=36; 

MII SrCl2 7h=27; IVF=6. 
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Siguiendo los trazos verdes correspondientes al perfil de intensidad de fluorescencia 

de  SNAP, puede observarse lo que expresamos con anterioridad acerca de los 

resultados que sugieren una migración de dicha proteína durante la maduración 

ovocitaria, y luego una redistribución en los estadíos de desarrollo temprano (Fig. 4.15.a).  

En cuanto a los resultados de la cuantificación de estos patrones en población, para 

los diferentes estadíos celulares analizados, los mismos avalan los resultados mostrados 

en célula única con el perfil de intensidad, siendo cerca del 90% las células en GV que 

presentaron patrón citosólico, como así también casi la totalidad de las células con 2 PN 

(Fig. 4.15.b). 

 

4.3. OBJETIVO ESPECÍFICO 3: Caracterizar el rol de las isoformas de SNAP en la 

exocitosis de gránulos corticales  

Una vez confirmada la presencia de las proteínas SNAP en ovocitos de ratón, nos 

propusimos estudiar si esta familia de proteínas forma parte de la maquinaria requerida 

para la EGC, y si es que las isoformas identificadas  y  SNAP, cumplen funciones en 

este proceso. 

 

4.3.1. Puesta a punto de ensayos funcionales para evaluar la EGC 

Para poder evaluar la participación de una proteína en el proceso de exocitosis de 

gránulos corticales (EGC), primero debíamos contar con un ensayo funcional que nos 

permitiera evaluar la ocurrencia y el grado del fenómeno a estudiar. 

Para ello, la EGC fue gatillada por activación partenogenética de los ovocitos por 

tratamiento con diferentes inductores a distintos tiempos y concentraciones (ver sección 

3.6), o alternativamente activadas fisiológicamente por fecundación in vitro (véase 

sección 3.5), de forma tal de poder determinar y estandarizar el tratamiento a realizar 

para evaluar la EGC en los futuros ensayos. 

Luego del tratamiento con el inductor de la EGC, se procedió a la tinción de los 

gránulos corticales con lectina LCA-FITC, y la posterior cuantificación de su densidad 

según lo descripto en sección 3.9. 

 Utilizamos dos activadores partenogenéticos ya descriptos con anterioridad en la 

bibliografía como el Cloruro de Estroncio (SrCl2) (Whittingham & Siracusa 1978; Roh et al. 
2003) (Fig. 4.16) y el Etanol en una concentración del 7% (Gulyas & Yuan 1985; Winston 
& Maro 1995; Tatone et al. 1999) (Fig. 4.17). 

 En primera instancia, el SrCl2 fue probado en concentraciones de 10 a 50 mM,  

durante 1 h en medio libre de Ca2+ y Mg2+. La condición 50 mM de SrCl2, a pesar de 

estimular una buena inducción de la EGC (exocitan el 47,78 % ± 4,06 de los gránulos, 
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media de 28 ovocitos analizados), resultó deletérea para supervivencia de los ovocitos. 

Consecuentemente, las concentraciones óptimas de uso se determinaron en un rango de  

de 10 a 40 mM de SrCl2. (Figs. 4.16 y 4.21). 

 

 

Figura 4.16. Imágenes representativas de microscopía confocal de ovocitos control y tratados durante 1h con 

diferentes concentraciones (10-50Mm) de Cloruro de Estroncio. En verde pueden observarse los GC, 

marcados con LCA-FITC. La barra equivale a 20 µm. 

 

A pesar de estar descripto en bibliografía con un inductor de la EGC (Tatone et al. 

1999), el tratamiento con Etanol, en la concentración y tiempo utilizado dentro de nuestro 

marco experimental no resultó ser un potente estimulador de la exocitosis, ya que sólo 

exocitan el 16,87 % ± 5,72 de los gránulos (n=14) (Fig. 4.17). En base a estas 

observaciones, decidimos no incluirlo como inductor de la EGC en nuestros estudios. 

 

 
 

Figura 4.17. Imágenes representativas de microscopía confocal de ovocitos control y tratados durante 6 min 

con Etanol al 7%. Luego de 6 minutos de incubación con EtOH 7% fueron incubados durante 45 min en 

medio completo a 37ºC. En verde se observan los GC por tinción con LCA-FITC. La barra equivale a 20 µm.  

 

Adicionalmente se utilizó el ionóforo de Calcio A23187 que es sabido gatilla la EGC 

por incremento de Calcio citoplasmático (Ducibella, Anderson, et al. 1988), en 

concentraciones de 10 a 30 µM. Este ionóforo resultó ser un potente activador de la EGC 
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(Fig. 4.18), presentando todas las concentraciones alrededor de un 50% de los gránulos 

exocitados (Fig. 4.21). 

 

 

Figura 4.18. Imágenes representativas de microscopía confocal de ovocitos control y tratados durante 2 

minutos con diferentes concentraciones (10-30µM) de A23187. Luego de los 2 min de incubación con el 

ionóforo en medio completo, los ovocitos fueron incubados durante 45 min en medio libre de Calcio. En verde 

pueden observarse los GC, marcados con LCA-FITC. La barra equivale a 20 µm. 

 

Asimismo, se incluyeron células activadas fisiológicamente por fecundación in vitro, 1 

y 6-7 h post coincubación de los ovocitos con los espermatozoides. A su vez, la condición 

1 h post coincubación se realizó con zona pelúcida (ZP) o alternativamente en ausencia 

de la misma (ZF: zona free). Es importante informar que la condición 7 h post 

coincubación se realizó en presencia de zona pelúcida (Fig. 4.19).   

La condición elegida de FIV como control fisiológico fue la de 6-7 h luego de la 

coincubación. Además de ser la más efectiva en la inducción de la EGC, con un 64,23 % 

± 3,27 de gránulos exocitados (n=42), fue llevada a cabo con zona pelúcida, lo que la 

vuelve más representativa desde el punto de vista fisiológico. Comparando las 

incubaciones de 1h,  la exocitosis en los ovocitos sin zona pelúcida resultó mayor (58,55 

% ± 4,17 de gránulos exocitados, n=14) frente a los ovocitos con zona pelúcida (17,67 % 

± 6,28 de gránulos exocitados,  n=18), probablemente debido a que la eliminación de la 

ZP, franquea una de las barreras para el ingreso de los espermatozoides.  

 

 
Figura 4.19.  Imágenes representativas de microscopía confocal de ovocitos control y fecundados in vitro 

luego de 1 h de incubación (ovocitos sin zona pelúcida: ZF; ovocitos con zona pelúcida: ZP) o entre 6 y 7 h 

luego de la coincubación con los espermatozoides (ovocitos con zona pelúcida). La tinción de los GC (verde) 

se realizó con LCA-FITC. La barra equivale a 20 µm. 
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A continuación se muestran imágenes representativas de cada condición en 1 sólo 

panel, donde puede observarse de forma comparativa la EGC todas las condiciones 

analizadas (Fig. 4.20)  

      

 

 
 

Figura 4.20. Imágenes representativas de microscopía confocal de ovocitos control y tratados  para gatillar la 

EGC con SrCl2 (10-40mM), A23187 (10-30 M) o 6/7 h  post FIV. Las células fueron fijadas, y los GC fueron 

teñidos con LCA-FITC, y cuantificados de acuerdo a sección 3.9. La barra equivale a 20 µm. 

 

En la figura 4.21 se muestra la cuantificación de dichos experimentos, llevada a cabo 

como se detalla en sección 3.9. Nótese el elevado número de datos del muestro incluido 

en el estudio. Para cada grupo experimental se calcul• la densidad de GC/100 m2 por 

comparación del promedio del grupo tratado con el promedio del grupo sin tratar, según 

la siguiente ecuación: [densidad GC grupo tratado/densidad de GC grupo control] x 100, 

considerando de este modo la densidad de GC del grupo sin tratar (control) como 100%. 

En este contexto es muy importante aclarar entonces que para cada condición, los datos 

presentados corresponden a los gránulos corticales remanentes luego de la inducción de 

la EGC, por lo tanto, cuanto m‐s alto el valor de GC/100 m2 (%) y cercano al del control 

MII sin estimular, menos EGC hubo. Por el contrario, valores m‐s bajos de GC/100 m2 

(%) corresponden a mayores niveles de exocitosis. En este sentido, si se quisiera 
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conocer el % de exocitosis, como otra forma de presentar y analizar los datos, los 

mismos podrían inferirse de realizar la cuenta 100-[GC/100 m2 (%)].  

 

 
 

Figura 4.21. Cuantificación de la EGC gatillada utilizando distintos inductores. Histograma de la densidad de 

gránulos corticales en ovocitos (densidad GC/100 m2 (%)) sometidos a diferentes tratamientos, relativa al 

grupo no tratado (control) el cual es fijado como el 100%. Los datos se muestran como la media ± SEM para 

un mínimo de 3 experimentos independientes para cada condición.  Entre paréntesis figura el número total de 

ovocitos analizados de cada condición. ***, p ≤ 0.001 (ANOVA de un factor + prueba de múltiples 

comparaciones de Dunnet siendo la condición MII sin estimular (Control) el blanco de la comparación 

comparación estadística). 

 

De acuerdo a los valores obtenidos a partir de la cuantificación (Fig. 4.21), los 

mejores inductores resultaron ser el cloruro de Estroncio (SrCl2) entre las 

concentraciones 20 y 40 mM y el ionóforo de Calcio A23187 en todas las concentraciones 

ensayadas (10-30 µM).  

Siendo parecido el nivel de inducción de la EGC, y dado que el modo de acción del 

SrCl2 desencadena ondas de Calcio similares a las producidas en el ovocito luego de la 

fecundación, mientras que el A23187 provoca un incremento sostenido de Calcio 

intracitoplasmático, preferimos la utilización del SrCl2 como estimulador de la EGC. 

Sumado a ello, el patrón de los gránulos remanentes luego de la exocitosis obtenido 

cuando se utiliza SrCl2 es similar al obtenido por los ensayos de fecundación in vitro (FIV) 

(ver Fig. 4.16 y Fig. 4.19).  

Dado que entre las condiciones 20 y 40 mM de SrCl2 las células con menor 

concentración de compuesto exhiben una mayor sobrevida, y como la respuesta para el 

número de ovocitos analizados resultó ser mejor en el caso de 30 mM que para la 

concentración de 20 mM de SrCl2, el tratamiento a utilizar para la inducción de la EGC en 
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este trabajo y en el laboratorio, resultó a partir de este análisis de 30 mM SrCl2 durante 1h 

a 37ºC. 

Los ensayos de FIV fueron incluidos a modo de control de una EGC exitosa, pero no 

resultan operativamente prácticas ni rápidas para su uso de rutina, sumado a la 

necesidad del uso adicional de animales (sacrificio de machos). 

 

4.3.2. Efecto de la microinyección del anticuerpo anti-  SNAP en la EGC 

A fin de estudiar el requerimiento de  SNAP en el proceso de fusi•n de los GC con 
la membrana plasmática, se microinyectó un anticuerpo para inactivar la proteína 

endógena y analizar su efecto en la EGC.  

Los ovocitos fueron microinyectados según se describe en sección 3.8, y 

posteriormente incubados durante un tiempo mínimo de 1 h luego de la inyección del 

anticuerpo. Pasado este tiempo se indujo la EGC con 30 mM SrCl2 durante 1 h a 37 ºC en 

medio libre de Ca+2 y Mg+2, y se procedió de acuerdo a lo descripto en sección 3.9, para 

la tinción de gránulos corticales y su cuantificación. 

Para este caso en particular, y para todos los experimentos de microinyección en los 

que se evalúo la EGC, se utilizó como control negativo ovocitos MII sin estimular 

(control), los cuales presentan la mayor densidad de GC dado que no han sufrido EGC, y 

como control positivo de la EGC se utilizaron ovocitos tratados con SrCl2 en las mismas 

condiciones que los microinyectados. 

Adicionalmente, en este experimento se incluyó un control de ovocitos 

microinyectados con un control de isotipo de Inmunoglubilina G de ratón, dado que el 

anticuerpo comercial monoclonal utilizado anti-  SNAP es de ratón.  

Como control adicional, luego de la microinyección, inducción de la EGC y fijación, 

se prosiguió con el protocolo de una inmunofluorescencia indirecta (sección 3.4.3), pero 

omitiendo la incubación del anticuerpo primario. El objetivo de este procedimiento fue 

poder detectar que efectivamente el anticuerpo primario entró por microinyección. Si el 

anticuerpo primario hubiera sido correctamente microinyectado en el citoplasma del 

ovocito, luego de una permeabilización e incubación con un anticuerpo secundario anti-

ratón acoplado a un fluoróforo, debería verse marca. 

Al observar las imágenes representativas (Fig. 4.22, a-d) y los resultados de la 

cuantificación (Fig. 4.23), podemos señalar que el bloqueo de la proteína endógena  

SNAP debido a la microinyección del anticuerpo, condujo a una inhibición de la EGC 

inducida por SrCl2. Dado que la microinyección con el control de isotipo presentó una 

EGC muy similar a los ovocitos no microinyectados (Fig. 4.23), no presentando 

diferencias significativas (p>0,05), estamos en condiciones de decir que el efecto de 
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inhibición de la EGC por parte del anticuerpo anti-  SNAP es específico, y no debido a la 

presencia de una inmunoglubulina G, o al potencial daño producido por la microinyección. 

La marcación con el anticuerpo secundario anti-ratón acoplado al fluoróforo Cy3 

confirma la exitosa entrada del anticuerpo primario y el control de isotipo por 

microinyección (Fig. 4.22, g y h). No se observó marca con el anticuerpo secundario para 

las células no microinyectadas (Fig. 4.22, e y f). 

 

 
 

Figura 4.22.  Efecto de la microinyección del anticuerpo anti-  SNAP sobre la EGC. Los ovocitos fueron 

microinyectados con un anticuerpo anti  SNAP (1µg/µl) y la EGC fue gatillada con 30 mM SrCl2. Una IgG de 

ratón (1µg/µl) fue microinyectada como control de isotipo. a-d. Imágenes de microscopía confocal 

representativas de cada condición, de ovocitos marcados con LCA-FITC donde puede apreciarse la densidad 

de GC. e-h. Control de la entrada del anticuerpo primario anti  SNAP y del control de isotipo por 

microinyección. Imágenes de microscopía confocal representativas de ovocitos  sometidos a un protocolo de 

inmunofluorescencia donde se omitió el anticuerpo primario, y se utilizó un anticuerpo secundario anti-ratón 

acoplado al fluoróforo Cy3, para confirmar una correcta microinyección del anticuerpo o del control de isotipo 

(rojo). Las imágenes tomadas son del plano ecuatorial del mismo ovocito mostrado en el panel superior. La 

marca verde corresponde a los GC marcados con LCA-FITC. En azul se observa el ADN detectado por la 

sonda Hoechst 3342. Barra: 20 m. 
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Figura 4.23. Cuantificación del efecto de la microinyección del anticuerpo anti-  SNAP sobre la EGC. 

Histograma de la densidad de gránulos corticales en ovocitos (densidad GC/100 m2 (%)) sometidos a 

diferentes tratamientos, relativa al grupo no tratado (control) el cual es fijado como el 100%. Los datos se 

muestran como la media ± SEM para un mínimo de 4 experimentos independientes para cada condición.  

Entre paréntesis figura el número total de ovocitos analizados de cada condición. La significancia estadística 

está referida a la diferencia con la condición control.  ***, p ≤ 0,001 (ANOVA de 1 factor + prueba de múltiples 
comparaciones de Tukey). 

 

4.3.3. Efecto de la microinyecci•n de las prote“nas  SNAP wild type y la mutante  
SNAP L294A  en la EGC 

Los resultados presentados para la microinyección del anticuerpo anti-  SNAP 
indican que  SNAP tiene un rol activo y participa en la reacci•n cortical, es por ello que 
nos propusimos adicionalmente analizar el efecto sobre la EGC de la perturbación del 

sistema por agregado exógeno de  SNAP wild type y de la mutante  SNAP L294A. 

 

4.3.3.1. Producci•n de la prote“na  SNAP wild type para la microinyección 

De manera análoga a lo presentado en la sección 4.2.1.1.1, logramos obtener la 

proteína  SNAP wild type pura y en muy alta concentración, ∼100 µM, en los primeros 2 

eluídos (Fig. 4.24, calle 1 y 2). Para poder ser microinyectada dentro de la célula, fue 

necesario remover los componentes del buffer de elución, principalmente el Imidazol, que 

en alta concentración puede resultar tóxico para la célula. Así, la proteína fue filtrada 

utilizando una columna de Sefarosa G-25 de acuerdo a lo expuesto en sección 3.8, 

obteniéndose un resultado exitoso, dado que durante el proceso de filtrado podemos 

observar que no se perdió gran cantidad de proteína (Fig. 4.24, calles 7 y 8 vs. calles 1 y 

2). Nótese que en las fracciones de eluídos filtrados por este método puede observarse 

una banda m‐s intensa cerca del marcador de peso molecular de 70 kDa, 
correspondiente a la BSA (66,4 kDa) utilizada en el PBS para bloquear la columna. 
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Figura 4.24. Producción de  SNAP wild type para ser microinyectada. M. Marcador de peso molecular (kDa). 
1. Eluído 1; 2. Eluído 2; 3. Eluído 3; 4. Eluído 4; 5. Eluído 5; 6. Eluído 6; 7. Eluído 1 luego de ser filtrado en G-

25; 8. Eluído 2 luego de ser filtrado en G-25. 

 

Una vez diluida en PBS para alcanzar una concentración 10 µM, la proteína fue 

microinyectada y se analizó su efecto sobre la EGC. 

 

4.3.3.2. Producci•n  SNAP L294A para la microinyección 

La prote“na recombinante  SNAP L294A acoplada a la etiqueta 6xHis fue 

expresada en E. coli y purificada de acuerdo a lo expuesto en sección 3.3.6, con el 

objetivo de contar con la mutante dominante negativa para su uso en microinyección.  

Al igual que para el caso de la proteína wild type, todas las fracciones 

correspondientes a la elución de la proteína recombinante (Fig. 4.25, calles 1-6) 

presentaron una intensa banda proteica en el peso molecular esperado (33,147 kDa para 
 SNAP L294A de Mus musculus codificada en el vector) correspondiente a la proteína 

de interés, dando cuentas de una exitosa producci•n de  SNAP mutante L294A 
recombinante en alta concentración y con un alto grado de pureza. 

 

 
Figura 4.25. Producción de  SNAP L294A para ser microinyectada. 1. Eluído 1 luego de ser filtrado en G-25; 

2. Eluído 2 luego de ser filtrado en G-25; 3. Eluído 3; 4. Eluído 4; 5. Eluído 5; 6. Eluído 6; M. Marcador de 

peso molecular (kDa). 
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Teniendo en cuenta el antecedente de que la proteína wild type, no es retenida 

durante la filtraci•n (algo que sucede con muchas otras prote“nas pegajosas  o sticky 
como la  SNAP) y no se pierde prote“na, directamente filtramos en columna de G-25 los 

primeros eluídos (Fig. 4.25, calle 1 y 2) antes de correr el gel para evaluar la producción. 

La concentración del eluído 1 luego de la filtración fue cercana a 90 µM (Fig. 4.25, calle 

1). Nuevamente, puede observarse que en las 2 fracciones filtradas por este método, se 

observa la banda correspondiente a BSA cerca del marcador de peso molecular de 70 

kDa. 
Una vez diluida en PBS para alcanzar una concentración 10 µM, la proteína fue 

microinyectada a fin de estudiar su efecto en la EGC. 

 

4.3.3.3. Efecto de la microinyecci•n de  SNAP wild type y  SNAP L294A en la EGC 

Para profundizar el estudio de la participaci•n de  SNAP en la reacción cortical, los 

ovocitos fueron microinyectados según lo descripto en sección 3.8, alternativamente con 

las proteínas recombinantes  SNAP wild type y  SNAP L294A, a fin de analizar su 
efecto sobre la EGC. El agregado exógeno de estas proteínas por microinyección resulta 

una herramienta útil para perturbar el sistema, y así poder analizar el rol de  SNAP en la 
reacción cortical. Luego de ser microinyectadas, las células fueron incubadas durante 1 h, 

seguido de lo cual se indujo la EGC con 30 mM SrCl2 durante 1 h, y fue analizada como 

se describe en sección 3.9.  

La proteína  SNAP endógena fue inicialmente perturbada por la microinyección de 

la mutante dominante negativa  SNAP L294A. Esta mutante es capaz de unirse a NSF, 
pero tiene una capacidad disminuida de estimular la actividad ATPasa de NSF. Cuando 

los ovocitos MII fueron microinyectados con  SNAP L294A previo a la activaci•n con 
SrCl2, la EGC fue abolida (Fig. 4.26, S L294A), no mostrando diferencias significativas 
con respecto al control sin estimular (p>0,05), pero si frente a las estimuladas con SrCl2 (p 

≤ 0,001). De forma muy interesante, cuando se microinyect• la  SNAP wild type, se 

observó una inhibición parcial de la EGC (Fig. 4.26, S WT), sugiriendo que el exceso de 
 SNAP interfiere en el proceso secretorio. Con parcial nos referimos al hecho de que las 

células microinyectadas con  SNAP wild type mostraron diferencias significativas con las 

estimuladas con SrCl2 (p ≤ 0,001), pero también lo hicieron con respecto a las MII control 
sin estimular (p≤ 0,001), representando una situaci•n intermedia de inhibici•n. 
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Figura 4.26. Efecto de la microinyección de las proteínas  SNAP ex•gena wild type, y de la mutante L294A 

en la EGC. Izq. Imágenes de microscopía confocal de ovocitos representativos de cada condición. Los 

ovocitos fueron microinyectados con 10 µM de proteína recombinante  SNAP wild type (  S WT) o  SNAP 
L294A (  S L294A), y la EGC fue estimulada con 30 mM SrCl2. Los GC fueron teñidos con LCA-FITC. Las 

barras equivalen a 20 µM.  Der. Histograma de la densidad de gránulos corticales en ovocitos (densidad 

GC/100 m2 (%)) sometidos a diferentes tratamientos, relativa al grupo no tratado (control) el cual es fijado 

como el 100%. Cada barra indica la media ± SEM de la densidad relativa de GC para cada condición 

experimental, para un mínimo de 5 experimentos independientes. Entre paréntesis figura el número de 

ovocitos analizados en cada condición. *** p ≤ 0,001 con respecto al control sin estimular;    p ≤ 0,001 con 
respecto al control estimulado con 30 mM SrCl2 (ANOVA de 1 factor + test de Tukey). 

 

4.3.4. Efecto de la microinyección del anticuerpo anti-  SNAP en la EGC 

Si bien la función de  SNAP en diferentes modelos no ha sido estudiada en 

profundidad, hay evidencias de que  SNAP, al igual que  SNAP, puede estimular la 

exocitosis en células cromafines (Morgan & Burgoyne 1995) pero a diferencia de  SNAP, 
 SNAP puede unirse a NSF independientemente de las SNARE (Tani et al. 2003). 

Queda entonces por analizar si al igual que  SNAP, la isoforma  de SNAP es requerida 

para la EGC. 

Para evaluar si  SNAP participa en la reacción cortical, los ovocitos fueron 

microinyectados, según lo descripto en sección 3.8, con un anticuerpo para inhibir la 

función de  SNAP endógena. Luego de 1 h de incubación posterior a la microinyección, 

se estimuló la EGC con 30 mM SrCl2 durante 1 h a 37 ºC en medio libre de Ca2+ y Mg2+,   

y se analizó la EGC, tal como se describe en sección 3.9.  

Además de los controles positivos y negativos utilizados para todos los ensayos 

funcionales en el análisis de la EGC, control sin estimular y estimulado con SrCl2 

respectivamente, se incluyeron además ovocitos microinyectados con un control de 
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isotipo de Inmunoglubilina G de conejo, debido a que el anticuerpo comercial utilizado 

anti-  SNAP se produjo en conejo.  

La microinyección del anticuerpo anti-  SNAP anterior a la activación estimulada por 

SrCl2, no fue capaz de inhibir la EGC (Fig. 4.27, a-d y Fig. 4.28), presentando niveles de 

reacción similares a los estimulados con SrCl2 no microinyectados (SrCl2), o bien a los 

ovocitos microinyectados con el control de isotipo y estimulados con SrCl2 (IgG conejo), 

no presentando diferencias significativas con ambos tratamientos (N.S p>0,05).  

Al igual que para el caso de la microinyección del anticuerpo anti-  SNAP, luego de 

la microinyección, inducción de la EGC y fijación, se prosiguió con el protocolo de una 

inmunofluorescencia indirecta (sección 3.4.3), omitiendo la incubación del anticuerpo 

primario, a fin de corroborar que el anticuerpo primario entró por microinyección. En este 

caso, y como se mencionó con anterioridad, como control de isotipo se microinyectó una 

inmunoglobulina G de conejo. La marcación con el anticuerpo secundario anti-conejo 

acoplado al fluoróforo Cy3 para las células microinyectadas confirmó la exitosa entrada 

del anticuerpo primario y el control de isotipo por microinyección (Fig. 4.27, g y h). Cabe 

destacar que no se observó tinción con el anticuerpo secundario para las células no 

microinyectadas (Fig. 4.27, e y f). 

En su conjunto, estos resultados sugieren que  SNAP no estaría participando 

activamente de la EGC, dado que el bloqueo o la perturbación de su función no altera el 

proceso. Quedar“a entonces por explorar qué otro rol podría estar cumpliendo  SNAP 

dentro de la biología del ovocito de ratón. 
 

 
 

Figura 4.27.  Efecto de la microinyección de un anticuerpo anti-  SNAP en la EGC. Los ovocitos fueron 

microinyectados con un anticuerpo anti-  SNAP (1µg/µl) y la EGC fue estimulada con 30 mM SrCl2. Una IgG 
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de conejo (1µg/µl) fue microinyectada como control de isotipo. a-d. Imágenes de microscopía confocal 

representativas de cada condición, de ovocitos marcados con LCA-FITC donde puede apreciarse la densidad 

de GC. e-h. Control de la entrada del anticuerpo primario anti  SNAP y del control de isotipo por 

microinyección. Imágenes de microscopía confocal representativas de ovocitos  sometidos a un protocolo de 

inmunofluorescencia donde se omitió el anticuerpo primario, y se utilizó un anticuerpos secundario anti-conejo 

acoplado al fluoróforo Cy3, para confirmar una correcta microinyección del anticuerpo o del control de isotipo 

(rojo).  Las imágenes tomadas son del plano ecuatorial del mismo ovocito mostrado en el panel superior. La 

marca verde corresponde a los GC marcados con LCA-FITC. En azul se observa el ADN detectado por la 

sonda Hoechst 3342. Barra: 20 m. 
 
 

 
Figura 4.28. Cuantificación del efecto de la microinyección de un anticuerpo anti-  SNAP en la EGC. 

Histograma de la densidad de gránulos corticales en ovocitos (densidad GC/100 m2 (%)) sometidos a 

diferentes tratamientos, relativa al grupo no tratado (control) el cual es fijado como el 100%. Los datos se 

muestran como la media ± SEM para un mínimo de 4 experimentos independientes para cada condición.  

Entre paréntesis figura el número total de ovocitos analizados de cada condición. *** p ≤ 0.001, en 

comparación con condición control (prueba de múltiples comparaciones de Tukey). 

 

4.4. OBJETIVO ESPECÍFICO 4: Identificar la presencia y analizar la expresión de NSF 

durante la maduración y activación del ovocito de ratón 

Al igual que en el caso de las proteínas SNAP no existe reporte sobre la presencia 

de la proteína NSF en ovocitos, es por ello que comenzamos la identificación desde el 

análisis de la expresión del transcripto. 

 

4.4.1. Análisis por RT-PCR  

Se realizó la técnica de RT-PCR con el objetivo de determinar la presencia del 

transcripto de NSF en el ovocito de ratón.  Para ello se extrajo el ARN total de ovocitos 

GV, se retrotranscribió a ADNc y seguidamente se amplificó por PCR utilizando un par de 

primers específico, de acuerdo a lo reportado en sección 3.2.4.2. Como control positivo 

se utilizó ADNc de cerebro de ratón, ya que se sabe que NSF se expresa 

constitutivamente en cerebro (Hong et al. 1994). 
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Puede observarse la presencia del producto de amplificación del tamaño esperado 

(191 pb) para el ADNc de NSF, tanto en la calle del control positivo: ADNc de cerebro (Fig. 

4.29, calle 1), como en la correspondiente al ADNc de ovocitos (Fig. 4.29, calle 2), 

confirmando de este modo la presencia del ARNm de NSF en ovocitos de ratón. 

 
 

 Figura 4.29. Detección del ARNm de NSF en ovocitos de ratón.  En todas las calles, la reacción de PCR fue 

realizada utilizando un par de primers específico para NSF en un volumen final de 25 µl. El gel de agarosa al 

2% fue teñido con SYBR safe. Calles M. Marcador de peso molecular de 100-1000 pb. 1. ADNc de cerebro 

(100 ng). 2. ADNc de ovocitos GV (20 embrio-equivalentes) 3. Control negativo PCR (sin ADNc). 10. Control 

negativo RT cerebro (sin transcriptasa reversa). 11. Control negativo RT ovocitos (sin transcriptasa reversa). 

La imagen que se muestra es representativa de 3 experimentos independientes. 

 

En concordancia con lo esperado, no se observaron productos de amplificación en 

los controles negativos, tanto de la PCR (sin ADNc templado) (Fig. 4.29, calles 3), como 

en los de las respectivas reacciones de retrotranscripción (sin transcriptasa reversa) (Fig. 

4.29, calles 4-5). 

 

4.4.2. Análisis de la expresión de NSF durante la maduración y activación ovocitaria 

4.4.2.1. Análisis por Western blot 

Una vez confirmada la presencia del transcripto del gen de NSF en ovocitos de ratón 

por RT-PCR, nuestro siguiente objetivo fue corroborar la presencia de la proteína NSF 

por la técnica de Western blot y analizar su nivel de su expresión durante la maduración 

ovocitaria y la activación partenogenética.  

 

4.4.2.1.1. Purificación de NSF recombinante 

Con el objetivo de contar con un control positivo adicional al del homogenato de 

cerebro para estudiar la expresión de NSF en ovocitos de ratón por la técnica de Western 

blot, se expresó y purificó la proteína recombinante NSF acoplada a la etiqueta 6xHis, 

según lo expuesto en sección 3.3.6. 

Las fracciones correspondientes a la elución de la proteína recombinante (Fig. 4.30, 

calles 1-5)  presentaron una marcada banda proteica en el peso molecular esperado 

(82,48 kDa) correspondiente a la prote“na de interés. N•tese que en el elu“do 1 (Fig. 4.30, 
calle 1), la banda es de menor intensidad que en el resto de los eluÍdos, esto es una 
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característica singular y distintiva en la producción de NSF. La producción de NSF 

recombinante resultó exitosa, pudiéndose obtener la proteína en alta concentración (10 

µM para el eluído 2) y con un alto grado de pureza. 

  

 
Figura 4.30. Purificación de NSF recombinante acoplada a la etiqueta 6xHis. Calles: M. Marcador de peso 

molecular (kDa); 1. E1 (eluído 1); 2. E2 (eluído 2);  3. E3 (eluído 3); 4. E4 (eluído 4); 5. E5 (eluído 5). 

 

4.4.2.1.2. Puesta a punto de la concentración de controles positivos para el Western blot 

de NSF 

Se realizó un Western blot de NSF utilizando distintas concentraciones de 

homogenato de cerebro (Fig. 4.31, calles 1-3) y proteína recombinante NSF-6xHis (Fig. 

4.31, calles 4-5), a fin de establecer la cantidad de proteína óptima a sembrar como 

controles positivos en el gel donde evaluamos las muestras de ovocitos.  
 

 
 

Figura 4.31.  Western blot para NSF, puesta a punto concentraciones homogenato de cerebro y proteína 

recombinante: Izq. Marcador de peso molecular (kDa); 1. Homogenato cerebro (4 µg proteínas totales); 2. 

Homogenato cerebro (3,5 µg proteínas totales); 3. Homogenato cerebro (2,5 µg proteínas totales); 4. NSF-
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6xHis (75 ng); 5. NSF-6xHis (125 ng). 

 

En base a los resultados obtenidos, decidimos utilizar 3,5 µg de proteínas totales de 

cerebro (Fig. 4.31, calle 2) y 75 ng de proteína recombinante NSF-6xHis (Fig. 4.31, calle 

4). 

 

4.4.2.1.3. Análisis de la expresión de NSF por Western blot de durante la maduración y 

activación ovocitaria 

Se realizó la técnica de Western blot, como fue presentado en la sección 3.4.2, con 

el objetivo de demostrar que la proteína NSF está presente en el ovocito de ratón, y 

analizar su expresión durante la maduración y la activación ovocitaria. 

El ensayo de Western blot mostró una banda inmunoreactiva en las muestras de 

ovocitos (Fig. 4.32.a, panel superior, calles 2, 3 y 4) correspondiente a NSF, en el peso 

molecular esperado (82,48 kDa), coincidente con la de los controles positivos cerebro de 
ratón (Fig. 4.36, panel superior, calle 1) y NSF-6xHis (Fig. 4.32.a, panel superior, calle 5). 

Estos resultados demuestran que la proteína NSF está presente en ovocitos de ratón. 

La detección de  Actina se realizó como control de carga  de proteínas. Las 3 calles 

correspondientes a ovocitos (4.32.a, panel inferior, calles 2, 3 y 4 respectivamente), 

presentan niveles similares de expresi•n de  Actina (41,6 kDa), indicativo de una carga 
homogénea de proteínas en las distintas calles, resultado previsible dado que se 

sembraron igual cantidad de ovocitos en cada calle. De acuerdo con lo esperado, no se 

observ• banda de  Actina en la calle donde se sembr• NSF recombinante. 

 

 
Figura 4.32. La proteína NSF se expresa en ovocitos de ratón. a. Análisis por Western blot de NSF. Calles: 1. 

3,5 µg proteínas totales de cerebro (control positivo); 2. 200 ovocitos GV; 3. 200 ovocitos MII; 4. 200 ovocitos 

MII activados partenogenéticamente con 10 mM SrCl2 durante 1 h; 5. 75 ng NSF-6xHis. En el panel superior 

se muestra la membrana de PVDF revelada por Western blot  utilizando un anticuerpo  primario policlonal de 

conejo para NSF, y un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con HRP. En el panel inferior se 

observa la detecci•n del control de carga  Actina, que se realiz• usando anticuerpo primario monoclonal 
contra  Actina y como secundario un anti-IgG de ratón conjugado con HRP. Las imágenes son 
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representativas de tres experimentos independientes. b. Cuantificación de la expresión de NSF en la 

maduración y activación del ovocito de ratón. El nivel de expresión de la proteína NSF fue realizado por un 

análisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas detectadas por Western blot. Las cuantificaciones son 

presentadas como la relación NSF/  Actina y relativizadas a la expresión en GV, establecido como valor de 

referencia igual a 1. Se muestra el promedio ± SEM de la intensidad relativa para cada condición 

experimental de 3 réplicas. N.S. p >0.05. (ANOVA de 1 factor). 

 

La cuantificación de los 3 experimentos independientes realizados se llevó a cabo 

por el análisis densitométrico de las bandas utilizando el programa de análisis de 

imágenes ImageJ (Fig. 4.32.b). La intensidad de cada banda de NSF fue relativizada con 

su control de carga  actina. El tratamiento estadístico de los datos no mostró diferencias 

significativas en la expresión de NSF en los 3 estadíos celulares analizados, lo que nos 

permite concluir que el nivel de expresión de NSF durante la maduración y activación 

ovocitaria se mantiene constante. 

 

4.4.2.1.4. Control de especificidad del anticuerpo anti-NSF probada por Western blot 

Con el objetivo de corroborar que la banda inmunorreactiva presentada en la Figura 

4.32 es específica, se realizó el ensayo de Western blot utilizando el anticuerpo 

bloqueado con el péptido control comercial en una relación 1:5, tal como se describió en 

la sección 3.4.2.6. 

En el control presentado en la Figura 4.33 no se observaron bandas, indicando que 

la banda inmunoreactiva presentada en la Figura 4.32 es específica, correspondiendo la 

misma a la proteína NSF. 

 

 
Figura 4.33.  Experimento de bloqueo del anticuerpo anti-NSF, control de especificidad del mismo. Calles: 1. 

3,5  µg proteínas totales de cerebro (control positivo); 2. 200 ovocitos GV; 3. 200 ovocitos MII; 4. 200  

ovocitos MII activados partenogenéticamente con 10 mM SrCl2 durante 1 h; 5. 75 ng NSF-6xHis. El análisis 

por Western blot de NSF fue realizado bajo las mismas condiciones que en Fig. 4.32, a excepción del 

anticuerpo primario  contra NSF, que fue bloqueado con el péptido control en una relación 1:5 durante 

durante 2h a TA en agitación. 

 

 

 

 



 Resultados ׀ 

178 
 

4.4.2.2. Análisis de localización subcelular de NSF por Inmunofluorescencia Indirecta 

La localización de la proteína NSF durante la maduración y activación temprana del 

ovocito fue determinada por microscopía de fluorescencia confocal. De igual forma que 

para el estudio de la localización de las isoformas de SNAP, los estadíos analizados 

fueron: ovocitos GV, MII y MII 1 h o 7 h post activación artificial con SrCl2 y embriones de  

2PN obtenidos por FIV.  

Las imágenes de microscopía confocal resultantes de la inmunofluorescia indirecta  y 

la tinción con lectina se presentan a continuación en la figura 4.34.  

 

 
Figura 4.34. Localización de la proteína NSF durante la maduración, activación partenogenética y 

fecundación del ovocito de ratón. NSF fue detectado por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran 
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imágenes de microscopía confocal y luz transmitida (Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos de 

ratón GV, MII, MII activados con 10 mM SrCl2 (1 y 7 h post activación), y fecundados in vitro en estadío de 2 

pronúcleos. El verde en cada imagen representativa indica marca positiva para el anticuerpo primario 

policlonal de conejo anti-NSF detectado usando un anticuerpo secundario, anti-IgG de conejo conjugado al 

fluorocromo DyLight 488. El rojo representa la tinción de GC lograda con LCA-Rodamina. El azul representa 

la tinción de cromatina con Hoescht 33342. El experimento fue realizado 3 veces. Barra: 20 m. 
 

Todos los estadíos celulares analizados presentaron marca de la proteína NSF, 

mayoritariamente concentrada en la región cortical del ovocito. Nuevamente, la 

distribución de los GC coincide con lo reportado en la bibliografía (Ducibella et al. 1994; 

Hoodbhoy & Talbot 1994). El control con el anticuerpo secundario solo no presentó 

marca, demostrando que no hay marca inespecífica del anticuerpo secundario. 

 

 
Figura 4.35. Localización de  NSF  durante la maduración y activación ovocitaria. Perfiles de intensidad de 

fluorescencia. a. Se presentan las mismas imágenes de la figura 4.34, mostrando los perfiles de intensidad de 
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fluorescencia para NSF (trazo verde) y gránulos corticales teñidos con LCA-Rodamina (trazo rojo). Las 

intensidades de fluorescencia fueron medidas a lo largo de la línea cortada amarilla que se indica en cada 

imagen. Barra: 20 m. Unidades de fluorescencia: 0 a 4095 niveles de grises, para im‐genes originales de 16 
bit. b. Cuantificación del porcentaje de células para cada condición presentando un patrón de marca cortical o 

citosólica para la proteína  SNAP. El número de células cuantificadas fue: GV=32; MII=35; MII SrCl2 1h=30; 

MII SrCl2 7h=33; IVF=9. 

 

Adicionalmente, se realizó el estudio del patrón de distribución de las proteínas 

efectuando el análisis del perfil de intensidad de la fluorescencia (Fig. 4.35, a), siguiendo 

el criterio aplicado en sección 4.2.1.2 En cuanto a los resultados de cuantificación de 

estos patrones en población para los diferentes estadíos celulares analizados refuerzan 

los resultados mostrados en célula única con el perfil de intensidad: todos los estadíos 

analizados, a excepción de los embriones de 2 pronúcleos (donde el patrón es citosólico), 

presentaron más del 80% las células con marca cortical para la proteína NSF (Fig. 4.35, 

b). 

 

4.5. OBJETIVO ESPECÍFICO 5: Estudiar el rol de NSF en la EGC 

Sabiendo que la proteína  SNAP es requerida para la fusión de los gránulos 

corticales con la membrana plasmática, el siguiente objetivo fue analizar si su compañero 

NSF también es necesario para este proceso, a fin de completar el estudio del complejo 

SNAP-NSF en la EGC. 

 

4.5.1. Efecto sobre la EGC del inhibidor NEM 

Para evaluar el requerimiento de NSF, hicimos un primer abordaje utilizando N-

etilmaleimida (NEM), un agente alquilante que inhibe irreversiblemente la actividad 

ATPasa de NSF (ver sección 3.7) 

Como se muestra en la Figura 4.36, el tratamiento de los ovocitos MII con NEM en la 

máxima concentración utilizada (50 µM) logró inhibir parcialmente la EGC, no así en la 

mínima utilizada (10 µM). Con inhibición parcial de la EGC nos referimos a que el 

tratamiento con 50 µM de NEM es estadísticamente diferente del estimulado para inducir 

la exocitosis (p ≤ 0,001), pero así también lo es con respecto al control que no ha sufrido 

exocitosis (p ≤ 0,001). Por su parte, la condici•n no inhibitoria de 10 µM de NEM no difirió 

estadísticamente de la condición estimulada con SrCl2 (p>0,05). 

Es importante remarcar que la concentración inhibitoria es 20 veces menor que la 

utilizada en el análisis de NSF en la reacción acrosomal de espermatozoides humanos 

(Michaut et al. 2000) y en exocitosis neuronal (Jahn & Scheller 2006). Quiz‐s utilizando 
concentraciones mayores de NEM la inhibición lograría ser total, pero metodológicamente 
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no fue posible dado que los ovocitos se deterioran mucho y mueren luego del tratamiento 

con dosis más altas de NEM. Esto puede deberse a que no es un inhibidor específico y 

como agente alquilante de proteínas, podría estar inactivando muchas enzimas y 

proteínas involucradas en el metabolismo celular, necesarias para la sobrevida. 

 

 
Figura 4.36. Efecto del tratamiento con NEM sobre la EGC. Imágenes de microscopía confocal 

representativas de cada condición, de ovocitos cuyos GC están teñidos con LCA-FITC. Los ovocitos fueron 

tratados con NEM en diferentes concentraciones y la EGC fue estimulada con 30 mM SrCl2. Las barras 

equivalen a 20 µM.  Der. Histograma de la densidad de gránulos corticales en ovocitos (densidad GC/100 

m2 (%)) sometidos a diferentes tratamientos, relativa al grupo no tratado (control) el cual es fijado como el 

100%. Cada barra indica media ± SEM de la densidad relativa de GC para cada condición experimental, para 

un mínimo de 5 experimentos independientes. Entre paréntesis figura el  número de ovocitos analizados de 

cada condición. (***) p ≤ 0,001 con respecto al control sin estimular; (   ) p ≤ 0,001 con respecto al control 
estimulado con 30 mM SrCl2 (ANOVA de 1 factor + prueba de múltiples comparaciones de Tukey). 

 

4.5.2. Efecto de la microinyección de un anticuerpo anti-NSF en la EGC 

Debido a que, como dijimos con anterioridad, el NEM no es específico para NSF, y 

otros factores sensibles a NEM podrían estar siendo afectados, resultó de fundamental 

importancia perturbar la proteína NSF endógena a fin de demostrar su requerimiento para 

la EGC. Para ello microinyectamos un anticuerpo anti-NSF antes de la activación con 

SrCl2. Los resultados muestran que la microinyección del anticuerpo logró inhibir la EGC 

estimulada por SrCl2, mientras que la IgG de conejo utilizada como control de isotipo no 

tuvo efecto sobre la EGC (Figs. 4.37 y 4.38). Esto demuestra que NSF, como  SNAP es 
requerida para la EGC. 
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Figura 4.37. Efecto de la microinyección de un anticuerpo anti-NSF en la EGC. Los ovocitos fueron 

microinyectados con un anticuerpo anti-NSF (antisuero, máxima concentración posible) y la EGC fue 

estimulada con 30 mM SrCl2. Una IgG de conejo (1µg/ul) fue microinyectada como control de isotipo. a-d. 

Imágenes de microscopía confocal representativas de cada condición. Los GC de los ovocitos fueron 

marcados con LCA-FITC. e-h. Control de la entrada del anticuerpo primario anti-NSF y del control de isotipo 

por microinyección. Imágenes de microscopía confocal representativas de ovocitos  sometidos a un protocolo 

de inmunofluorescencia donde se omitió el anticuerpo primario, y se utilizó un anticuerpos secundario anti-

conejo acoplado al fluoróforo Cy3, para confirmar una correcta microinyección del anticuerpo o del control de 

isotipo (rojo). Las imágenes tomadas son del plano ecuatorial del mismo ovocito mostrado en el panel 

superior. La marca verde corresponde a los GC marcados con LCA-FITC. En azul se observa el ADN 

detectado con Hoechst 3342. Barra: 20 m. 

 

 
 

Figura 4.38. Cuantificación del  efecto sobre la EGC de la microinyección de un anticuerpo anti NSF. 

Histograma de la densidad de gránulos corticales en ovocitos (densidad GC/100 m2 (%)) sometidos a 

diferentes tratamientos, relativa al grupo no tratado (control) el cual es fijado como el 100%. Los datos se 

muestran como la media ± SEM para un mínimo de 4 experimentos independientes para cada condición.  
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Entre paréntesis figura el número total de ovocitos analizados de cada condición. ***, p ≤ 0.001, en 

comparación con condición control (ANOVA de 1 factor + prueba de múltiples comparaciones de Tukey). 

 

Del mismo modo que para el caso de la microinyección de los anteriores 

anticuerpos, luego de la inducción de la EGC y fijación, y con el objetivo de verificar que 

el anticuerpo primario entró por microinyección, se continuó con el protocolo de una 

inmunofluorescencia indirecta (sección 3.4.3), prescindiendo de la incubación del 

anticuerpo primario. En este caso, como control de isotipo se microinyectó una 

inmunoglobulina G de conejo, dado que el anticuerpo anti-NSF fue producido en esta 

especie. La marcación con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a Cy3 para las 

células microinyectadas demostró el ingreso del anticuerpo primario y el control de isotipo 

por microinyección (Fig. 4.37, g y h). Asimismo, no se observó marcación con el 

anticuerpo secundario para las células no microinyectadas (Fig. 4.37, e y f). 

 

4.5.3. Efecto de la microinyección de NSF wild type y de la mutante NSF D1EQ sobre la 
EGC 

Los resultados presentados para la microinyección del anticuerpo anti-NSF y el 

tratamiento con NEM indican que NSF tiene un rol activo y participa en la reacción 

cortical, es por ello que nos propusimos adicionalmente analizar el efecto sobre la EGC 

de la perturbación del sistema por agregado exógeno de NSF wild type y de la mutante 

dominante negativa NSF D1EQ. 
 

4.5.3.1. Producción de la proteína NSF wild type recombinante para la microinyección 

Conforme a lo presentado anteriormente en la sección 4.4.2.1.1, logramos obtener 

la proteína NSF wild type pura y en alta concentración (~ 25 µM para los eluídos 2 a 5, 

Fig. 4.39.a, calles 2-5). 

A fin de ser microinyectada dentro de la célula, debimos realizar un paso de 

purificación adicional de la proteína en columnas de Sefarosa G-25 (ver sección 3.8), 

para eliminar los componentes del buffer de elución que pudieran resultar nocivos para la 

célula. Como resultado de esta filtración se perdió más de la mitad de la proteína (Fig. 

4.39.b, calles 1-3 vs Fig. 4.39.a, calles 1-3). Esta situación no pudo ser solucionada a 

pesar de haber intentado distintos protocolos y buffers para bloquear la columna, a fin de 

impedir que la proteína quede retenida. Ante esta eventualidad, se debieron realizar 

modificaciones y mejoras en el protocolo de purificación de NSF con respecto al utilizado 

en sección 4.4.2.1.1 (Fig. 4.30), a fin de maximizar la producción, para que, aún cuando 

se pierda proteína luego de la filtración en G-25, la concentración de la misma continúe 
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siendo alta. Afortunadamente, dado que se logró una concentración inicial muy alta, la 

concentración de eluídos filtrados alcanzó para ser microinyectada en la concentración 

deseada (~ 10 µM para Eluído 2 filtrado, Fig. 4.39.b, calle 2). 

 

 
 

Figura 4.39. Producción de  NSF wild type  para ser microinyectada. a.  M. Marcador de peso molecular; 1. 

Eluído 1; 2. Eluído 2; 3. Eluído 3; 4. Eluído 4; 5. Eluído 5. b. M. Marcador de peso molecular; 1. Eluído 1 

luego de ser filtrado en G-25; 2. Eluído 2 luego de ser filtrado en G-25; 3. Eluído 3 luego de ser filtrado en G-

25; 4. Eluído 4 sin filtrar; 5. Eluído 5 sin filtrar. 

 

4.5.3.2. Producci•n de la prote“na recombinante NSF D1EQ para la microinyecci•n 

Con el objetivo de contar con la mutante dominante negativa de NSF para su uso en 

microinyecci•n y evaluar su efecto sobre la EGC, la prote“na recombinante NSF D1EQ 
acoplada a la etiqueta 6xHis fue expresada en E. coli y purificada de acuerdo a lo 

expuesto en sección 3.3.6.  

Las fracciones correspondientes a la elución de la proteína recombinante (Fig. 4.40, 

calles 1-5) presentaron una banda proteica en el peso molecular esperado (82,48 kDa) 
correspondiente a la proteína de interés. Es llamativo que, al igual que en el caso de la 

producción de NSF wild type, el primer eluído presentó una intensidad sensiblemente 

menor al resto de los mismos (Fig. 4.40, calle 1).  

La prote“na mutante NSF D1EQ logr• ser purificada en una concentraci•n cercana a 
los 10 µM (Fig. 4.40, calle 2 y 3). Con respecto a este resultado, es importante informar 

que todas las mutantes de NSF que se han producido en el laboratorio, presentan niveles 

de expresión muy bajos de expresión y purificación. Si bien una producción del orden de 

10 µM resulta una adecuada producción proteica para la mayoría de los modelos de 

trabajo, en el ovocito se necesita que la proteína esté altamente concentrada cuando se 

microinyecta porque, debido al gran volumen del ovocito, se calcula que lo que se inyecta 

se diluye 20 veces en el interior del citoplasma.  
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Dado que hemos visto para el caso de la NSF wild type, que la proteína queda 

retenida en la columna, consideramos que este método de filtración no era adecuado 

para el caso de la prote“na NSF D1EQ, donde debemos al menos conservar la 
concentración que tiene, sino concentrarla, a fin de poder microinyectarla en la misma 

concentraci•n que el resto de las prote“nas. Por todo esto, para la prote“na NSF D1EQ se 

utilizaron dispositivos Microcon YM-30 (Millipore) a fin de eliminar el Imidazol y exceso de 

NaCl (sección 3.8), procedimiento que resultó exitoso, y sin disminución de la 

concentración proteica (Fig. 4.40 b, calle 1).  

 

 
 

Figura 4.40. Producción de  NSF D1EQ  para ser microinyectada. a.  M. Marcador de peso molecular; 1. 

Eluído 1; 2. Eluído 2; 3. Eluído 3; 4. Eluído 4; 5. Eluído 5. b. M. Marcador de peso molecular; 1. Eluído 1 post 

Microcon YM-30. 

 

Es importante remarcar que para el caso de las proteínas NSF wild type y mutante, 

los experimentos se realizaron dentro de los 7 días de la purificación, y su almacenaje fue 

a 4 ºC para evitar la pérdida de su actividad ATPasa. 

 

4.5.3.3. Efecto de la microinyección de NSF wild type y de la mutante NSF D1EQ sobre la 
EGC 

Finalmente, para confirmar y reforzar la noción de que NSF es requerida para la 

EGC, microinyectamos la mutante dominante negativa de NSF D1EQ, en la cual el ‐cido 
glutámico del residuo 320 fue cambiado a Glutamina, en el dominio D1 de la proteína. 

Esta mutante es defectuosa en la hidrólisis del ATP, y causa un 70-80% de disminución 

de la actividad ATPasa de la proteína wild type (Nagiec et al. 1995). La microinyección de 

esta proteína en ovocitos de ratón antes de que sea estimulada la EGC con SrCl2, logró 

inhibir marcadamente la EGC (Fig. 4.41, NSF D1EQ). Sin embargo, la microinyecci•n de 
la proteína wild type no tuvo efecto sobre la EGC (Fig. 4.41, NSF WT), no difiriendo 

estadísticamente del control estimulado (p>0,05). 
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Cabe destacar que la mutante D1EQ es capaz de unirse al complejo SNARE, pero 
no es capaz de desensamblarlo dado que tiene su actividad ATPasa muy disminuída. En 

nuestro sistema, la mutante estaría compitiendo con NSF endógena por los complejos 

SNARE, y al no poder ser desensamblados, se impide que la fusión de membranas tenga 

lugar. Estos resultados obtenidos muestran que la actividad ATPasa es crucial para la 

EGC.  

 

 
Figura 4.41. Efecto de la microinyección de las proteínas NSF exógena wild type, y de la mutante D1EQ 

sobre la EGC. Izq. Imágenes de microscopía confocal representativas de cada condición, de ovocitos cuyos 

GC están teñidos con LCA-FITC. Los ovocitos fueron microinyectados con 10 µM de proteína recombinante 

NSF WT o NSF D1EQ y la EGC fue estimulada con 30 mM SrCl2. Las barras equivalen a 20 µM.  Der. 

Histograma de la densidad de gránulos corticales en ovocitos (densidad GC/100 m2 (%)) sometidos a 

diferentes tratamientos, relativa al grupo no tratado (control) el cual es fijado como el 100%. Cada barra indica 

la media ± SEM de la densidad relativa de GC para cada condición experimental, para un mínimo de 5 

experimentos independientes. Entre paréntesis figura el número de ovocitos analizados de cada condición. 

*** p ≤ 0.001 con respecto al control sin estimular;    p ≤ 0.001 con respecto al control estimulado con 30 
mM SrCl2 (ANOVA de 1 factor + test de múltiples comparaciones de Tukey). 

 

4.6. OBJETIVO ESPECÍFICO 6: Analizar las posibles causas de la severa reducción de 

la fertilidad de las hembras hyh 

La cepa de ratones hyh (hydrocephalus with hop gait) presenta una mutación puntual 

en homocigosis en el gen de que codifica para  SNAP. Esta mutación genera un cambio 

en el residuo 105 de la proteína que cambia una Metionina altamente conservada a 

Isoleucina (M105I). Esta cepa presenta principalmente importantes problemas 

neurol•gicos, debido a que  SNAP es una prote“na fundamental en la exocitosis 

neuronal. Sumado a estos desórdenes neurológicos, en 2009 nuestro grupo reportó la 

infertilidad de los machos por una reacción acrosomal alterada (Bátiz, De Blas, et al. 
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2009). En el desarrollo de este objetivo nos enfocamos en realizar un análisis de los 

aspectos reproductivos de las hembras hyh.  

 

4.6.1. Estudio de los parámetros básicos de fertilidad en hembras 

En el marco de la colaboración con el Dr. Bátiz en Chile, se realizaron ensayos de 

cruzamientos a fin de evaluar la fertilidad in vivo de hembras hyh. Para ello se realizaron 

10 cruzamientos de hembras hyh con machos de fertilidad comprobada. Sólo 5 de estos 

cruzamientos mantenidos en el tiempo dieron lugar a preñez y posteriormente a parto, 

con camadas de 3-5 crías. Se consideró como cruza productiva a un cruzamiento que dio 

lugar al nacimiento de al menos 1 cría. Se calculó el índice de fecundidad relativa como: 

[proporción cruzas productivas ] x [nº de partos] x [tamaño de la camada] (Green & 
Witham 1991). Este índice arrojó un valor de 2,5 para las hembras hyh y de 54,1 para las 

wild type. Por su parte en las hembras wild type se realizaron 10 esquemas de 

cruzamiento con un número de partos promedio por hembra de 7,2 y con un tamaño de 

camada promedio de 7,6. El seguimiento de las cruzas finalizó posterior a 60 días sin 

observarse nuevas camadas. Estos resultados mostraron una fertilidad evaluada in vivo 

muy reducida, lo que nos condujo a evaluar las posibles causas. 

 

4.6.1.1. Estimulación hormonal y recuperación de ovocitos MII. Tasas de ovulación según 

genotipo 

Con el objetivo de evaluar la función ovárica en hembras portadoras de la mutación 

M105I, se analizó el número promedio de ovocitos ovulados por hembra según genotipo, 

luego del protocolo de estimulación hormonal para la obtención de ovocitos maduros MII 

(ver sección 3.1.2). 

Como se muestra a continuación en la figura 4.42, la ovulación se vio drásticamente 

disminuida con respecto al control wild type y las hembras heterocigotas para la 

mutación, las cuales no presentaron diferencias significativas con respecto al control wild 
type (p>0,05).  

Con este ensayo se pudo demostrar que la capacidad de respuesta ovárica es 

menor en los animales hyh, obteniéndose menor cantidad de ovocitos luego del protocolo 

de superestimulación hormonal. 

Este hecho dificultó la capacidad de contar con grandes cantidades de muestra para 

el modelo de estudio. Sumado a la baja producción de ovocitos por hembra hyh, es muy 

importante destacar que, además, la cantidad de animales disponibles fue baja debido 

fundamentalmente a 2 factores: la baja producción de animales homocigotas por 

cruzamiento de heterocigotas (∼25%) y la alta tasa de animales que mueren antes de 
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alcanzar la edad reproductiva (∼6-8 semanas). Estos hechos justifican que los números 

de tamaño muestral para algunos experimentos no pudieron ser tan grandes como los 

utilizados para el desarrollo de los objetivos anteriores. 

 

 
 

Figura 4.42. Conteo de ovocitos en hembras wild type, heterocigotas y mutantes homocigotas (hyh). Los 

datos representan la media ± SEM de 7 experimentos independientes. Entre paréntisis figura el total de 

ovocitos colectados sobre la respectiva cantidad de hembras. *** p ≤ 0.001,  *p ≤ 0.05. (ANOVA de 1 factor + 

test de múltiples comparaciones de Tukey) 

 

4.6.1.2.1  Ensayos de Fecundación In Vitro utilizando ovocitos de ratones wild type, 

heterocitogotas y hyh 

Seguidamente nos propusimos evaluar si los ovocitos de las hembras hyh 

presentaban diferencias en las tasas de fecundación con respecto a los animales wild 
type y heterocigotas. Para ello, se realizaron ensayos de Fecundación In Vitro (FIV) como 

se describe en sección 3.5, utilizando ovocitos wild type, heterocigotas o hyh según se 

indica, coincubados con espermatozoides provenientes de un macho wild type de 

fertilidad comprobada. Luego de 6-7 h se observó la presencia de pronúcleos como signo 

de una fecundación exitosa. 

Dada la variabilidad en los porcentajes de fecundación en cada experimento fue 

necesario realizar una normalización con respecto a la condición control (ovocitos y 

espermatozoides wild type) a fin de poder realizar un estudio comparativo.  

Se puede observar que los ovocitos hyh presentaron una menor tasa de fecundación 

que el control wild type y los heterocigotas (Fig. 4.43), sugiriendo que la prote“na  SNAP 
es importante para que el ovocito tenga la capacidad de ser fecundado exitosamente por 

un espermatozoide. 
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Figura 4.43. Tasa de Fecundación In Vitro. Tasa de fecundación relativa al control wild type, de ovocitos 

provenientes de hembras wild type, heterocigotas y mutantes homocigotas (hyh). Los datos representan la 

media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. Entre paréntesis figura el número de ovocitos 

fecundados sobre el total analizado. * p ≤ 0.05. (ANOVA de 1 factor + prueba de múltiples comparaciones de 

Tukey). 

 

4.6.1.2.2  Ensayos de Fecundación In Vitro: evaluación de la polispermia 

Como ya hemos mencionado con anterioridad, la EGC es el mecanismo primordial 

por el cual se establece un bloqueo efectivo de la polispermia. En base a los resultados 

obtenidos en el desarrollo del objetivo específico 3, los cuales demuestran el 

requerimiento de  SNAP para el proceso de EGC, result• interesante evaluar si los 
animales con genotipo homocigota para la mutaci•n M105I en  SNAP, presentaban 
fallas en dicho proceso, lo cual podría verse evidenciado en un aumento de la 

polispermia. 

Tal como se indicó en la sección anterior, luego de 7 h de coincubación de ovocitos 

de distintos genotipos con espermatozoides wild type, se observó la presencia de 

pronúcleos como signo de fecundación.  La presencia de más de 2 pronúcleos indica que 

el ovocito ha sido fecundado por más de un espermatozoide, condición que se conoce 

como polispermia, y lleva a la generación de un embrión con un complemento 

cromosómico aberrante para la especie, y por lo tanto no viable. Se consideró como 

embrión polispérmico a todo aquel que presentara 3 o más pronúcleos. En la Figura 4.44 

se pueden observar fotos representativas de los patrones de clasificación obtenidos, que 

luego fueron cuantificados. 
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Figura 4.44. Patrones de clasificación post ensayo de Fecundación In Vitro.  Fotos de microscopía confocal 

representativas de los patrones obtenidos en los ensayos de fecundación in vitro: ovocito MII sin fecundar, 

embrión normal de 2 pronúcleos y embrión polispérmico. En azul se observa el ADN detectado con Hoechst 

3342. Los asteriscos indican los pronúcleos. La barra equivale a 20 µm. 

 

La tasa de cigotos polispérmicos aumentó significativamente en hembras hyh, con 

respecto a la de embriones wild type y heterocigotas (Fig. 4.45), sugiriendo que estos 

embriones tienen una mayor tendencia a fallar en el establecimiento de un exitoso bloqueo 

de la polispermia, datos que concuerdan con el hecho de que  SNAP es necesaria para la 

EGC. No se observaron diferencias significativas en las tasas de polispermia de animales 

heterocigotas para la mutación respecto a los wild type (p>0,05). Es muy importante 

remarcar que la concentración de espermatozoides de la suspensión utilizada para 

inseminar a los ovocitos de distinto genotipo fue la misma  (5 x 105 spz/ml, ver sección 3.5), 

dado que es sabido que concentraciones mayores de espermatozoides pueden llevar a 

mayores tasas de polispermia.  

 

 
 

Figura 4.45. Tasa de polispermia según genotipo. Tasa de polispermia en embriones de genotipo wild type, 

heterocigota y mutante homocigota (hyh). Los datos representan la media ± SEM de al menos 3 

experimentos independientes. Entre paréntesis figura el número de cigotos polispérmicos sobre el total 

analizado. **  p ≤ 0.01, *  p ≤ 0.05. (ANOVA de 1 factor + prueba de múltiples comparaciones de Tukey). 

 

Conjuntamente, los resultados presentados hasta el momento indican que la 

mutación M105I en  SNAP provoca una importante disminuci•n en los par‐metros de 
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fertilidad tales como la cantidad de ovocitos ovulados, menor capacidad de estos ovocitos 

de ser fecundados y un aumento en la tasa de polispermia. 

 

4.6.2. Estudio de la EGC en el modelo hyh 

Los resultados obtenidos hasta el momento demuestran que  SNAP es requerida 
para el proceso de EGC y que los ovocitos portadores en homocigosis de la mutación 

M105I de  SNAP exhiben una aumentada polispermia en ensayos de FIV. Basados en 
estos resultados, y en el hecho de que la EGC constituye el mecanismo primordial en el 

establecimiento del bloqueo a la polispermia, hipotetizamos que la mutación M105I podría 

estar alterando la EGC en ovocitos de  ratones hyh. A fin de demostrarlo, nuestro 

siguiente objetivo fue estudiar desde distintos enfoques experimentales el efecto de la 

mutación M105I sobre la EGC. 

 

4.6.2.1. Análisis de la EGC post  FIV utilizando ovocitos de ratones wild type, 

heterocitogotas y hyh 

Luego de la fecundación in vitro, los ovocitos fueron sometidos a un protocolo de 

tinción y cuantificación de GC, como se presentó con anterioridad en la sección 3.9, a fin 

de evaluar comparativamente el proceso de EGC en los distintos genotipos (Fig. 4.46). 

 
Figura 4.46. Estudio de la EGC luego de ensayos de FIV en diferentes genotipos. Análisis de la EGC luego de la 

fecundación in vitro de ovocitos de genotipo wild type, heterocigota y mutantes homocigotas (hyh). a. Imágenes 



 Resultados ׀ 

192 
 

de microscopía confocal representativas de cada condición, de ovocitos y cigotos cuyos GC están teñidos con 

LCA-FITC. Las barras equivalen a 20 µM. Se muestra un cigoto polispérmico hyh, en el cual puede observarse 

que no ha habido disminución en la densidad GC, a pesar de la fecundación  b. Histograma de la densidad de 

gránulos corticales en ovocitos (GC/100 m2 (%)), relativa al grupo no tratado (control) el cual es fijado como el 

100%. Cada barra indica la media ± SEM de la densidad relativa de GC para cada condición experimental, para 

un mínimo de 4 experimentos independientes. Entre paréntesis figura el número de ovocitos/cigotos analizados 

de cada condición. *** p ≤ 0.01 (ANOVA de 1 factor + test de múltiples comparaciones de Tukey, para cigotos).  

 

Cuando se analizó la EGC en cigotos hyh se observó una inhibición significativa de 

la EGC con respecto a los cigotos wild type y heterocigotas (Fig. 4.46, a y b). Por su 

parte, cabe destacar que dentro de cada genotipo los cigotos presentaron diferencias 

significativas con sus respectivos controles MII (p ≤ 0.001), indicando que en todos hubo 

reacción cortical, a pesar de las diferencias en sus niveles de estimulación. 

 

4.6.2.2. Análisis de la EGC inducida por SrCl2 utilizando ovocitos de ratones wild type, y 

hyh 

Para contar con un ensayo adicional a la activación fisiológica llevada a cabo por la 

fecundación, a fin de evaluar la EGC en ovocitos de hembras hyh, se realizaron ensayos 

de inducción de la EGC por activación partenogenética. La EGC en ovocitos wild type y 

hyh se indujo con 30 mM SrCl2 durante 1 h. Luego del tratamiento con el inductor de la 

EGC, se procedió a la tinción de los gránulos corticales con lectina LCA-FITC, y la 

posterior cuantificación de su densidad según lo descripto en sección 3.9. 

Cuando se analizó la EGC en ovocitos hyh se observó que se exocitaron 

significativamente menos gránulos que en los ovocitos wild type sometidos al mismo 

tratamiento (Fig. 4.47).   
 

 
Figura 4.47. Ensayo funcional de la EGC gatillada por SrCl2 en ovocitos wild type y hyh. Izq. Imágenes de 

microscopía confocal representativas de cada condición, de ovocitos cuyos GC están teñidos con LCA-FITC. 

La EGC fue gatillada con 30 mM SrCl2. Las barras equivalen a 20 µM. Der. Histograma de la densidad de 
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gránulos corticales (GC/100 m2 (%)) en ovocitos wild type y hyh sometidos al tratamiento con SrCl2, relativa 

al grupo no tratado (control) el cual es fijado como el 100%. Los datos se muestran como la media ± SEM.  

Entre paréntesis figura el número total de ovocitos analizados de cada condición. * p ≤ 0.05 (ANOVA de un 
factor + prueba de múltiples comparaciones de Tukey).  
 

Como ocurrió en el análisis de la sección anterior, dentro de cada genotipo los 

ovocitos estimulados presentaron diferencias significativas con sus respectivos controles 

MII sin estimular (p ≤ 0.001), indicando que en todos hubo reacción cortical, a pesar de 

las diferencias en los porcentajes de reacción. 

 

4.6.2.3. Efecto sobre la EGC de la microinyección de  SNAP M105I en ovocitos wild type 

Finalmente, para reforzar el estudio de los efectos de la mutación M105I sobre el 

proceso de EGC, se realizaron experimentos de microinyección seguidos de un ensayo 

funcional para evaluar la EGC. Luego de ser microinyectadas, las células fueron 

incubadas durante 1 h, seguido de lo cual se indujo la EGC con 30 mM SrCl2 durante 1 h, 

la cual fue analizada como se describe en sección 3.9. Como control de la reacción 

cortical se estimularon con SrCl2 ovocitos sin microinyectar. 

La microinyección de la proteína mutante M105I en ovocitos de ratón wild type logró 

inhibir parcial pero significativamente la EGC estimulada por SrCl2 (Fig. 4.48,  S M105I). 

Este resultado de una inhibición no tan marcada es esperable desde el momento en que 

en los propios ovocitos hyh que sólo tienen proteína  SNAP M105I no muestran una 

abolición total de la EGC.  

 

 
Figura 4.48. Efecto de la microinyección de las proteínas  SNAP ex•gena wild type y de la mutante M105I 

sobre la EGC. Izq. Imágenes de microscopía confocal representativas de cada condición, de ovocitos cuyos 

GC fueron teñidos con LCA-FITC. Los ovocitos fueron microinyectados con 10 µM de proteína recombinante 

 SNAP wild type (  S WT) o  SNAP M105I (  S M105I) y la EGC fue activada con 30 mM SrCl2. Las barras 

equivalen a 20 µM.  Der. Histograma de la densidad de gránulos corticales en ovocitos (GC/100 m2 (%)) 

sometidos a diferentes tratamientos, relativa al grupo no tratado (control) el cual es fijado como el 100%. 

Cada barra indica la media ± SEM de la densidad relativa de GC para cada condición experimental, para un 
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mínimo de 5 experimentos independientes. Entre paréntesis figura el  número de ovocitos analizados de cada 

condición. *** p ≤ 0.001; * p ≤ 0,01  (ANOVA de 1 factor + comparaci•n de múltiples par‐metros de Tukey). 

 

Por su parte, la proteína wild type agregada exógenamente también es capaz de 

inhibir la EGC con una mayor significancia estadística (p ≤ 0.001 comparado con 
condición SrCl2) (Fig. 4.48,  S WT), efecto que ya fue discutido anteriormente en la 

sección 4.3.3.3. A pesar de esto, en el análisis estadístico no se observaron diferencias 

significativas en los niveles de EGC de células microinyectadas con  SNAP wild type o 

M105I (p>0,05). 

En su conjunto, todos estos resultados indican que la mutación M105I en  SNAP 
tiene un efecto negativo sobre el normal desarrollo de la exocitosis de gránulos corticales, 

pudiendo ser esta una de las causas de la elevada tasa de polispermia encontrada en 

cigotos hyh. 

 

4.6.3. Distribución de GC y forma celular de ovocitos maduros MII de hembras hyh 

Una característica distintiva de los ovocitos maduros (MII) de ratón es la presencia 

de un dominio libre de gránulos corticales (CGFD, de Cortical Granules Free Domain), 

que es observado en la región donde se encuentra la metafase II (Fig. 4.49). Este 

dominio CGFD no se halla presente en ovocitos de gatos, cerdos, vacas o humanos, 

siendo típico de los ovocitos de roedores. En la región de este dominio CGFD, hay un 

enriquecimiento de Actina cortical y la membrana no tiene microvellosidades (ver sección 

1.3.4). 

 

 
 

Figura 4.49. Patrón típico de distribución de GC en ovocitos de ratón. Izq. Imagen de microscopía confocal 

representativa de un ovocito maduro con sus gránulos corticales teñidos con LCA-FITC (vista superficial). 

Puede observarse el dominio libre de gránulos corticales en las cercanías de la metafase II. Der. Vista 

ecuatorial del mismo ovocito. La cromatina fue detectada con Hoechst 3342. 

 

Sorprendentemente, cuando se realizó la tinción de gránulos corticales, se pudo 

observar en algunos ovocitos de distintas hembras de genotipo hyh un patrón de 

distribución de GC atípico (Fig. 4.50), invertido con respecto al que normalmente se 
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observa (Fig. 4.49), es decir que se detectaron gránulos corticales sobre la metafase II y 

el CGFD se encontró en el lado opuesto. Es muy importante destacar que hasta el 

momento, no existen reportes en la bibliografía de una alteración de este estilo en la 

polaridad de la distribución de GC.  

 

 
 

Figura 4.50. Patrón de distribución de GC en ovocitos provenientes de hembras hyh. Plano superficial. 

Imagen de microscopía confocal y luz transmitida (DIC: Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos 

maduros de diferentes genotipos, tomadas en el plano donde pueden distinguirse los gránulos corticales 

teñidos con LCA-FITC. Se observa claramente la posición de los dominios libres de gránulos corticales. Plano 

ecuatorial. Imágenes representativas de los mismos ovocitos de la vista superficial, capturados en un plano 

ecuatorial donde puede verse la metafase II y su posición respecto al dominio libre de gránulos corticales. La 

cromatina fue teñida con Hoechst 3342. La barra equivale a 20 µm. 

 

Estos resultados sugieren que  SNAP podría estar relacionada con la distribución 

de los GC o el establecimiento de la polaridad del ovocito maduro.  

En relación al rol de  SNAP en polaridad celular, ha sido reportado que en células 

epiteliales MDCK,  SNAP está involucrada en el transporte de la red trans Golgi (TGN) a 

la membrana apical y basolateral (Ikonen et al. 1995; Low et al. 1998). Adicionalmente,  

SNAP es requerida para la distribución de proteínas involucradas en contacto célula-

célula y se ha caracterizado que los animales hyh tienen una localización anormal de 

varias proteínas apicales en neuronas, tales como: E-Cadherina, -Catenina, -Catenina 

y Pals1 (Chae et al. 2004). Si bien son muy interesantes, estos resultados plantean la 
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necesidad de realizar un abordaje en mayor profundidad en lo referido al rol de  SNAP 

en la distribución de gránulos corticales y la polaridad del ovocito MII.  

En aquellos ovocitos en los cuales se vió este patrón invertido en la polaridad de los 

GC, llamativamente presentaron una forma menos circular, y más ovalada, que la 

típicamente circular observada (Fig. 4.50, panel DIC). Es por ello que, con las imágenes 

de luz transmitida de ovocitos de distinto genotipo, se realizó el análisis descriptivo de 

formas del programa ImageJ, en el cual se calculó el parámetro Roundness, siendo R = 

[4∙(Área) / (�∙(largo del eje principal)2)]. Cuanto más circular sea la partícula a medir, su 

valor de R se acercará más a 1. 

Se pudo observar que los ovocitos hyh con distribución atípica de gránulos corticales 

presentaron un valor de Roundness significativamente menor a los de los genotipos wild 
type, heterocigota, e incluso aquellos ovocitos hyh que presentaron una distribución 

normal de los gránulos corticales (Tabla 4.1). Estos resultados demuestran que los 

ovocitos hyh con la polaridad de GC alterada, también presentan diferencias en cuanto a 

su morfología. 

 
Tabla 4.1. Análisis de la circularidad de ovocitos. Las imágenes de DIC se utilizaron para medir el parámetro 

Roundness en ovocitos maduros de genotipos wild type, heterocigota y hyh con distribución normal o atípica 

de gránulos corticales. *** p ≤ 0.001 para la comparación de pares entre condición hyh distribución atípica de 

GC con: wild type, heterocigota y hyh con distribución normal de GC. (ANOVA de 1 factor + prueba de 

múltiples comparaciones de Tukey). 
 

Adicionalmente, cabe mencionar que en la realización de uno de los ensayos de 

fecundación in vitro en los cuales se utilizaron ovocitos hyh, a partir de una de las 

hembras hyh utilizadas, la cual presentaba un cuadro muy severo de enfermedad, se 

pudieron colectar 6 ovocitos que tenían como característica distintiva una forma ovalada 

muy marcada. Estos ovocitos fueron coincubados con espermatozoides. Al momento de 

evaluarse la fecundación (6 h post incubación), todas las células se encontraban clivadas 

en múltiples y asimétricos planos, que daban lugar a blastómeras desorganizadas y de 

distinto tamaño (Fig. 4.51). Esto representa un hecho totalmente inusual para la escasa 
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cantidad de horas que habían pasado al momento de su análisis, dado que el primer 

clivaje en ratón ocurre cerca de 20 h después de la incubación con la suspensión de 

espermatozoides (Kaufman 1973).  

No podremos saber cuál era su patrón de distribución de gránulos corticales cuando 

eran ovocitos MII, aunque lo suponemos alterado, pero lo que si podemos inferir a partir 

de los resultados presentados hasta el momento, es que la falla en la proteína  SNAP en 

estos ovocitos causó algún tipo de desorden que culminó con la formación embriones 

aberrantes.  
 

 
 

Figura 4.51. Embrión aberrante. Imagen de microscopía confocal de fluorescencia y luz transmitida (DIC: 

Contraste de Interferencia Diferencial) de un embrión aberrante representativo obtenido de la fecundación in 

vitro de un ovocito hyh de forma anormal con espermatozoides wild type. Dado que no se retiró la zona 

pelúcida antes de la fijación para conservar las blastómeras unidas pueden observarse 3 espermatozoides 

unidos que no han ingresado (puntas de flecha). El ADN fue detectado con Hoechst 3342. La barra equivale a 

20 µm. 

 

4.6.4. Expresi•n y localizaci•n subcelular de  SNAP,  SNAP y NSF en ovocitos de 

hembras wild type y hyh  

Teniendo en cuenta el antecedente de que los animales hyh presentan una 

localización anormal de varias proteínas en neuronas (Chae et al. 2004), se estudió en 

ovocitos de hembras wild type y hyh la expresión y localización subcelular de las 

prote“nas que han sido foco de estudio de esta tesis hasta el momento:  SNAP,  SNAP 

y NSF. 

La localización de las proteínas fue determinada por microscopía de fluorescencia 

confocal. Para ello se colectaron ovocitos GV y MII de hembras wild type y hyh 

estimuladas hormonalmente. Las células fueron fijadas e inmunomarcadas con los 

anticuerpos anti-  SNAP, anti-  SNAP y anti-NSF de acuerdo a lo descripto previamente 

en sección 3.4.3. 

Para el caso de la inmunolocalización de  SNAP, en las imágenes obtenidas se 

pudo observar, tanto en ovocitos GV como MII, una deslocalización de la proteína en los 

ovocitos del genotipo hyh frente a los controles wild type (Fig. 4.52.a), lo que puede 
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corroborarse siguiendo el trazo del perfil de intensidad de la fluorescencia para célula 

única. 

 

 
 

Figura 4.52. Localizaci•n de  SNAP durante la maduraci•n de ovocitos de genotipo wild type y hyh. a.  

SNAP fue detectada en dos diferentes estadíos celulares: ovocitos inmaduros (GV) y ovocitos maduros (MII) 

provenientes de hembras wild type y hyh. El verde en cada imagen representativa indica marca positiva para 

el anticuerpo primario anti- /  SNAP, detectado usando un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón acoplado 

al fluorocromo DyLight 488. El DIC muestra las imágenes de contraste de interferencia diferencial. Se 

presentan los perfiles de intensidad de fluorescencia para  SNAP, medidas a lo largo de una línea sobre el 

plano ecuatorial de cada imagen. Barra: 20 m. Unidades de fluorescencia: 0 a 4095 niveles de grises, para 

imágenes originales de 16 bit. b. Cuantificación del porcentaje de células para cada condición presentando un 

patrón de marca cortical o citosólica para la proteína  SNAP. El número de células cuantificadas fue: GV wild 
type=33; GV hyh=34; MII wild type=27 MII; MII hyh=12.  

 

Adicionalmente, y a fin de poder cuantificar esta distribución a nivel poblacional, se 

definieron 2 patrones de fluorescencia asociada a la marca de la proteína: el patrón 

cortical y el citoplasmático, al igual que se detalló en la sección 4.2.1.2. El patrón de 

localización resultó cortical para cerca del 80 % de los ovocitos GV y MII del genotipo wild 
type, pero no así en los ovocitos de genotipo hyh en los cuales la marca resultó 

predominantemente citoplasmática (∼70%) (Fig. 4.52.b), avalando de este modo los 
resultados mostrados en célula única con las imágenes de microscopía confocal y el perfil 

de intensidad. 
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Para el caso de la proteína  SNAP, los ovocitos inmaduros o GV, as“ como también 

los estadíos maduros MII del genotipo hyh, no presentaron mayores diferencias en los 

patrones de localización de dicha proteína con respecto a los ovocitos wild type (Fig. 

4.53). Es importante mencionar que, de acuerdo a lo presentado en la sección 4.2.2.2, y 

en concordancia con los resultados expuestos en la figura 4.15,  SNAP presenta un 
patrón fundamentalmente citosólico en estadíos inmaduros, con una posterior migración 

hacia la región cortical en ovocitos maduros MII. 

 

 
 

Figura 4.53. Localizaci•n de  SNAP durante la maduraci•n de ovocitos de genotipo wild type y hyh.  SNAP 
fue detectada en ovocitos GV y MII provenientes de hembras wild type y hyh. El rojo en cada imagen  

representativa indica marca positiva para el anticuerpo primario  SNAP, detectado usando un anticuerpo 
secundario anti-IgG de conejo acoplado al fluorocromo Alexa Fluor 594. El DIC muestra las imágenes de 

contraste de interferencia diferencial. Barra: 20 m.  
 

Cuando se realizó el ensayo de inmunofluorescencia indirecta para NSF, no se 

observaron apreciables diferencias en cuanto a la localización de la proteína en los 

ovocitos GV y MII de distinto genotipo, pero resultó llamativo un aumento en la marca de 

la fluorescencia para el genotipo hyh (Fig. 4.54). La intensidad de fluorescencia fue 

entonces cuantificada para el caso de las células MII, donde el número de células era 

suficiente para ameritar comparaciones estadísticas (Fig. 4.54.b). Como resultado de esta 

cuantificación se observó un incremento significativo en la fluorescencia de ovocitos MII 

de genotipo hyh. Para confirmar el aumento en la expresión de NSF, lo correcto desde el 

punto de vista metodológico sería poder realizar ensayos de Western blot o q-PCR, pero 

dada la escasez de muestra, resultó operativamente imposible de llevar a la práctica. 
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Figura 4.54. Localización de la proteína NSF durante la maduración de ovocitos de genotipo wild type y hyh. 

NSF fue detectado por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran imágenes de microscopía confocal y luz 

transmitida (Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos GV (a) y MII de ratón (b). El rojo en cada 

imagen representativa indica marca positiva para el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-NSF 

detectado usando un anticuerpo secundario, anti IgG de conejo conjugado al fluorocromo Alexa Fluor 594. El 

ADN fue teñido con Hoescht 33342. Barra: 20 m. En b se muestra la cuantificación de la intensidad de la 

fluorescencia para ovocitos MII de genotipo wild type comparado con hyh. *** p ≤ 0.001 (prueba t de Student). 

 

4.6.5. Estudio las proteínas de GM130, F-Actina y  Tubulina  en ovocitos de hembras 

wild type y hyh 

El aparato de Golgi juega un rol central en el tráfico intracelular, especialmente 

relacionado a la síntesis y distribución de proteínas, y el procesamiento de moléculas a 

través de la vía endocítica (Rothman 1994; Lowe & Kreis 1998; Nichols & Pelham 1998; 
Allan & Balch 1999). Cualquier división celular está asociada a la fragmentación y 

movimiento de vesículas del Golgi. En células somáticas, la fragmentación del Golgi 

asegura una división equitativa de esta organela de copia única, en dos células hijas 

(Nelson 2000). El ovocito no escapa a esta situación ya que es una célula en división, en 

este caso meiótica. El aparato de Golgi sufre una reorganización sustancial entre el 

estadío de GV y MII, que constituye una característica importante de la maduración 

citoplasmática. Estudios previos han demostrado que el aparato de Golgi no es más 

visible cuando comienza el crecimiento ovocitario, y aparecen en su lugar lo que se 

conocen como mini Golgi stacks  (Wassarman & Josefowicz 1978; Weakley 1966), que 

no son otra cosa que productos de la fragmentación del Golgi, que permanecen dispersos 

por todo el citoplasma hasta el arresto en MII donde tienen un patrón más puntual y 

pequeño (Weakley 1966; Calarco et al. 1972; Wassarman & Josefowicz 1978).  Sin 

embargo  la dinámica de las membranas del Golgi durante la meiosis y fecundación no 

han sido estudiadas en profundidad. 

En células somáticas en división, la proteína estructural de matriz del Golgi: GM130 

es fosforilada durante la profase y este evento coincide con la fragmentación del Golgi 
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(Lowe et al. 1998; Lowe et al. 2000). Posteriormente GM130 se asocia a los polos de los 

husos mitóticos y regula la morfología y función del centrosoma  (Kodani & Sütterlin 
2008). 

En ovocitos de ratón, se han reportado vesículas GM130 positivas (presumiblemente 

mini Golgi stacks) rodeando al huso meiótico, localizadas fundamentalmente en los polos. 

Sumado a ello, la depleción de GM130 causa defectos en el huso meiótico, 

demostrándose que dicha proteína es requerida para la organización de los microtúbulos 

en la formación del huso (Zhang et al. 2011; Wang et al. 2015).  

Adicionalmente, cuando ovocitos de ratón fueron tratados con Brefeldina A (BFA), 

una toxina fúngica ampliamente utilizada para inhibir el transporte de vesículas de ER a 

Golgi, provocando la disrupción en el Golgi, se observaron anomalías. El tratamiento con 

BFA inhibió la migración del huso meiótico hacia su posicionamiento asimétrico 

(requerido para la formación del cuerpo polar), y la extrusión del segundo cuerpo polar 

luego de la activación partenogenética  (Wang et al. 2008). 

Todos estos antecedentes demuestran que el aparato de Golgi y su fragmentación 

pueden jugar un papel muy importante en la división celular, independientemente de sus 

roles bien conocidos en el tráfico, o su función en la modificación post-traduccional de las 

proteínas (Liu 2015). 

Si bien las SNAP y NSF están involucradas en una gran variedad de eventos de 

fusión intracelulares, fueron primeramente descubiertas por ser muy importantes en el 

transporte intra-Golgi (Stenbeck 1998). Adicionalmente se sabe que NSF estabiliza a la 

proteína del Golgi GM130 (Vasile et al. 2003). Conociendo todos estos antecedentes nos 

resultó de gran interés poder evaluar la expresión y localización de la proteína GM130 en 

ovocitos por inmunofluorescencia indirecta. 

Al realizarse la inmunofluorescencia para detectar GM130 se observó, tanto en 

ovocitos GV como MII, el patrón punteado que correspondería a la fragmentación del 

Golgi (Fig. 4.55), y sus consecuentes mini Golgi stacks. Por otro lado, pudo observarse 

que los ovocitos MII de genotipo hyh tienen disminuida significativamente la densidad de 

partículas GM130 positivas (Fig. 4.55.b). La cantidad de ovocitos GV que pudieron ser 

analizados no fue suficiente como para realizar comparaciones estadísticas, y si bien 

puede observarse una disminución en la cantidad de partículas GM130 positivas en 

ovocitos hyh con respecto a wild type, no es tan pronunciado como en el caso de los 

ovocitos MII (Fig. 4.55.a). 
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Figura 4.55. Localización de la proteína GM130 durante la maduración de ovocitos de genotipo wild type y 

hyh. GM130 fue detectada por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran imágenes de microscopía de 

fluorescencia confocal y luz transmitida (Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos de ratón GV (a) y 

MII (b). El verde en cada imagen representativa indica marca positiva para el anticuerpo primario monoclonal 

de ratón anti-GM130, detectado usando un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado al fluorocromo 

DyLight 488. El ADN fue teñido con Hoescht 33342. Barra: 20 m. En b se muestra la cuantificación de la 

densidad de las part“culas GM130 positivas (part“culas GM130 + /100 m2 (%)) para ovocitos MII relativa al 

grupo control (wild type) el cual es fijado como el 100%. Se utilizó la misma metodología de cuantificación que 

para los gránulos corticales (sección 3.9). Cada barra indica la media ± SEM de la densidad relativa de 

partículas GM130 positivas para cada condición. El número de ovocitos analizados fue de 17 para el genotipo 

wild type y 5 para el genotipo hyh. *** p ≤ 0.001 (prueba t de Student). 

 

Luego se analizó el patrón de marca de GM130 sobre el huso meiótico de la 

metafase II, que según bibliografía era esperable encontrarla rodeando al huso meiótico, 

fundamentalmente en los polos. (Zhang et al. 2011; Wang et al. 2015). En todos los 

ovocitos wild type analizados, se encontró el patrón esperado rodeando la metafase II, no 

así para el caso de ovocitos hyh, en los cuales no hubo agrupamiento de partículas 

GM130 positivas en las cercanías del huso meiótico (Fig. 4.56). Esto podría deberse a la 

escasa cantidad de estas estructuras presentes en los ovocitos. 
 

 
 

Figura 4.56. Localización de la proteína GM130  en el huso meiótico de ovocito de ratón de genotipo wild type 

y hyh. GM130 fue detectado por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran imágenes de microscopía 
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confocal y luz transmitida (Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos de ratón MII, en el plano de la 

metafase II. El verde en cada imagen representativa indica marca positiva para el anticuerpo primario 

monoclonal de ratón anti-GM130 detectado usando un anticuerpo secundario, anti IgG de ratón conjugado al 

fluorocromo DyLight 488. El ADN fue teñido con Hoescht 33342. Barra: 20 m.  

 

Es sabido que la migración del huso meiótico hacia su posicionamiento asimétrico es 

un proceso dependiente del citoesqueleto de Actina (Verlhac et al. 2000). A su vez, la 

presencia de los cromosomas en dicha posición, induce la formación de lo que se conoce 

como capuch•n  de F-Actina (Actina filamentosa) en la región cortical adyacente a la 

metafase (Longo & Chen 1985). Para probar si la formaci•n de este capuch•n  de Actina 
se vio afectada por la falta de GM130 en las cercanías del huso en los ovocitos hyh, se 

realizó una tinción con Faloidina, que tiñe Actina filamentosa.  

Tanto en los ovocitos control wild type como en los hyh, el capuch•n  de F-Actina 

fue prominente, acompañado por la yuxtaposición de los cromosomas de la metafase II. 

En ovocitos GV tampoco se observaron diferencias en la distribución de la F-Actina en 

ambos genotipos (Fig. 4.57). 

 

 
 

Figura 4.57. Patrón de tinción de Actina filamentosa durante la maduración de ovocitos de genotipo wild type 

y hyh. La Actina filamentosa fue detectada por tinción con Faloidina acoplada a tetrametil-rodamina, durante 1 

h a 37ºC, luego de la correspondiente fijación y permeabilización. Se muestran imágenes de microscopía de 

fluorescencia confocal de ovocitos de ratón GV y MII de genotipo wild type y hyh. El rojo en cada imagen 

representativa indica marca positiva para Actina filamentosa. El ADN fue teñido con Hoescht 33342. Barra: 20 

m.  

 

Dado que en células somáticas, el aparato de Golgi está íntimamente asociado a los 

microtúbulos, y estos actúan como anclaje para los elementos del Golgi (Thyberg & 
Moskalewski 1999), y que además, como se mencionó anteriormente, la depleción de 

GM130 en ovocitos causa desorganización del los microtúbulos del huso meiótico (Zhang 
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et al. 2011), decidimos analizar la expresi•n de  Tubulina, una de las prote“nas que 
forma el huso meiótico, en ovocitos hyh. 

La posición asimétrica del huso meiótico y su morfología fueron normales tanto en 

ovocitos control wild type, como en aquellos de genotipo hyh, a pesar del déficit de 

partículas GM130 positivas en las cercanías del mismo. En ovocitos GV tampoco se 

observaron diferencias en la distribución de la  Tubulina en ambos genotipos (Fig. 4.58).  

 

 
 

Figura 4.58. Localización de la proteína  Tubulina durante la maduración de ovocitos de genotipo wild type y 

hyh.  Tubulina fue detectada por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran imágenes representativas de 

microscopía de fluorescencia confocal de ovocitos de ratón GV y MII de genotipo wild type y hyh. En escala 

de grises se observa la marca positiva para el anticuerpo primario monoclonal de ratón anti-  Tubulina 

detectado usando un anticuerpo secundario, anti IgG de ratón conjugado al fluorocromo Alexa Fluor 635. El 

ADN fue teñido con Hoescht 33342. Barra: 20 m.  

 

En su conjunto, estos resultados indican que la mutación M105I en homocigosis, 

en principio, no estaría afectando la organización del citoesqueleto de Actina, ni la 

organización de los microtúbulos, a pesar de la ausencia de GM130 en las cercanías del 

huso meiótico, y su disminución en todo el citoplasma de ovocitos MII. 

 

4.6.6. Análisis mitocondrial en ovocitos de hembras wild type y hyh 

Mantener suficientes niveles de ATP, la fuente inmediata de energía celular, es 

esencial para el correcto funcionamiento de todas las células vivas. Es por ello que las 

células requieren mecanismos para balancear la demanda de energía de las vías 

sintéticas y metabólicas, y el suministro producido por respiración mitocondrial. En células 

eucariotas, la cascada de la proteín quinasa activada por AMP (AMPK) cumple un 

importante rol en esta homeostasis (Hardie 2011; Carling et al. 2011).  

AMPK es una enzima esencial para el balance entre las demandas de energía y su 

regeneración, y regula el metabolismo en condiciones normales y patológicas en 
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respuesta a nutrientes, hormonas, drogas anti-diabéticas y ejercicio físico (Steinberg & 
Kemp 2009). Es capaz de unirse al ATP, ADP o AMP para medir el estado metabólico de 

la célula (Hardie 2011; Carling et al. 2011), y su activación ocurre por una caída en el ATP 

(con un concomitante incremento de ADP y AMP) por gasto de energía o inhibición de la 

respiración. La AMPK es activada por la quinasa LKB1 que la fosforila en el residuo 

Thr172 (Hawley et al. 1996), e inactivada por fosfatasas aún desconocidas. 

 En un trabajo reciente (Wang & Brautigan 2013), realizado en células HEK293T, fue 

reportado que  SNAP se asocia con AMPK, e in vitro es capaz de desfosforilarla en la 

posici•n Thr172.  Adem‐s, demostraron que el silenciamiento de  SNAP causa la 
activación de la AMPK, y ésta a su vez activa a sus sustratos endógenos, la acetil CoA 

carboxilasa y Raptor, provocando un aumento en la biogénesis mitocondrial. Según los 

autores sugieren, en condiciones normales  SNAP estar“a inhibiendo la v“a AMPK, 
presumiblemente por desfosforilación, reduciendo de este modo la biogénesis 

mitocondrial. Sumado a ello, estudios de sobreexpresión de la proteína mutante  SNAP 
M105I mostraron in vitro un aumento en la unión e inhibición de AMPK. Estos resultados 

sugieren, que en este contexto, la mutación hyh es una substitución de ganancia de 

función, aumentando la unión a AMPK para controlar negativamente la vía de 

señalización  LKB1-AMPK. 

Es por ello que nos resultó muy interesante evaluar mitocondrias en el ovocito hyh. 

Según lo reportado por el trabajo mencionado anteriormente, se esperaría que células 

portadoras de la mutación M105I en homocigosis tengan menor cantidad de 

mitocondrias.  

Según puede observarse en la Figura 4.59, no se encontró una disminución 

significativa de la marca del sensor de mitocondrias Mitotracker en ovocitos hyh (Fig. 
4.59.c), pero si un cambio en su patrón de distribución (Fig. 4.59, a y b). El mismo puede 

apreciarse de forma más sencilla observando las imágenes de pseudocolor y perfiles de 

intensidad. Normalmente, las mitocondrias se encuentran en todo el citoplasma pero 

mayoritariamente concentradas alrededor de la vesícula germinal en el estadío GV y  

rodeando al huso meiótico en la ovocitos en metafase II (Calarco 1995; Yu et al. 2010). 

Este patrón de distribución fue observado en las células wild type, pero no así en las hyh, 

en las cuales la marca del  Mitotracker se distribuy• de manera homogénea por todo el 
citoplasma. 
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Figura 4.59. Análisis mitocondrial durante la maduración de ovocitos de genotipo wild type y hyh. Para la 

detección de mitocondrias, los ovocitos fueron incubados con Mitotracker® Orange CMH2TMRos (Molecular 

Probes, Invitrogen) 2,5 µM durante 45 min, luego de lo cual fueron lavados en BS. Posteriormente, los 

ovocitos fueron fijados en PAF 3,7% durante 40 min, lavados en BS, y montados en medio de montaje 

Vectashield con 1,5 mg/ml de Hoescht 33342. a y b. Se muestran imágenes representativas de microscopía 

de fluorescencia confocal y luz transmitida (Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos de ratón GV y 

MII, respectivamente. Las imágenes fueron adquiridas en el plano del ADN.  El rojo en cada imagen 

representativa indica la marca correspondiente a las mitocondrias, y el azul al ADN. Las imágenes con 

pseudocolor de la izquierda de cada panel son las mismas que para el panel de Mitotracker. La barra de 
calibración en estas imágenes muestra la intensidad relativa de fluorescencia (0, azul, mínima intensidad; 

4095, blanco, m‐xima intensidad). Se presentan los perfiles de intensidad de fluorescencia para Mitotracker 
(rojo) y Hoescht (azul),  medidas a lo largo de una línea sobre el plano ecuatorial de cada imagen. Barra: 20 

m. Unidades de fluorescencia: 0 a 4095 niveles de grises, para im‐genes originales de 16 bit. c. 

Cuantificación de la intensidad de la fluorescencia para ovocitos GV y MII de genotipo wilde type comparado 

con hyh. N.S p>0.05 (prueba t de Student). El número de células cuantificadas fue: GV wild type=21; GV 

hyh=19; MII wild type=14; MII hyh=7. 
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4.6.7. Estudio del genotipo hyh en COC y células del cúmulus 

Para ser considerado de buena calidad, un ovocito debe ser capaz de reasumir la 

meiosis, lograr ser fecundado y sostener el desarrollo. Esta adquisición de competencia 

en el desarrollo del ovocito de mamífero es muy compleja, y parte de su complejidad 

puede ser explicada por la intrincada interacción entre el ovocito y sus células foliculares 

(Gilchrist et al.), y la gran cantidad de vías regulatorias y de señalización que llevan 

finalmente a la formación de un ovocito maduro (Zuccotti et al. 2011). 

En los folículos antrales existen proyecciones citoplasmáticas de las células del 

cúmulus que atraviesan la zona pelúcida y mantienen una unión física entre el ovocito y 

las células somáticas del folículo. Estas estructuras son muy importantes, dado que 

regulan la interacción entre el ovocito y las células foliculares que lo rodean.  El 

mantenimiento de esta relación de diálogo entre el ovocito y las células foliculares, vía 

estas uniones de tipo gap, está bajo la regulación de FSH (Combelles et al. 2004) y es 

requerida para asegurar el crecimiento de un ovocito sano (Albertini et al. 2001; Eppig 

2001). Aunque el ovocito puede de forma autónoma captar algunos nutrientes del 

ambiente extracelular, es en definitiva el establecimiento de esta comunicación 

bidireccional quien permite la producción de células germinales competentes (Cecconi et 

al. 2004; Gilchrist et al.  2008). 

  Como el mantenimiento de este correcto diálogo cúmulus-ovocito es requerido no 

sólo para que el ovocito complete su crecimiento, sino también para que el mismo 

adquiera competencia meiótica y citoplasmática, resultó de gran interés estudiar si esta 

comunicación podía de algún modo estar alterada en las hembras portadoras de la 

mutación M105I en homocigosis, lo cual podría llegar a tener un impacto en el 

subsecuente desarrollo embrionario y fetal. Es por ello que se realizó una serie de 

estudios con el enfoque puesto en los COC y en las células del cúmulus. 

 

4.6.7.1. Ensayos de TUNEL en complejos cúmulus-ovocito 

En distintos estudios  SNAP ha sido implicada como un factor antiapoptótico 

emergente (Nakajima et al. 2004; Wu & Chao 2010; Naydenov, Harris, Brown, et al. 
2012), actuando como un regulador positivo de la supervivencia celular (véase sección 

1.2.2.4.4). Adicionalmente, la evaluación de los parámetros básicos de fertilidad da 

cuentas de una posible baja calidad ovocitaria en los ratones hyh (ver sección 4.6.1). 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y dado que las células del cúmulus son de gran 

importancia para el ovocito, aportando  nutrientes y regulando su desarrollo, se hipotetizó 

un posible aumento de la apoptosis en células del cúmulus de los complejos cúmulus-

ovocito (COC) en las hembras hyh. Una apoptosis aumentada en estas células podría 
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interferir con la calidad del ovocito, su potencial de ser fecundado y un correcto desarrollo 

del embrión.  Para probarlo se propuso, mediante la técnica de TUNEL, analizar si había 

daño en la cromatina en las células del cúmulus causado por apoptosis en complejos 

COC de distintos genotipos: wild type, heterocigota y hyh (Fig. 4.60). Para ello, se  realizó 

una cuantificación asistida por el programa ImageJ, de la cantidad de núcleos apoptóticos 

presentes por COC en cada uno de los genotipos analizados (Fig. 4.61). 

 

 
 

Figura 4.60. Ensayo de TUNEL. Se muestran imágenes de microscopía confocal y luz transmitida (Contraste 

de Interferencia Diferencial) en complejos cúmulus-ovocito provenientes de hembras de genotipo: wild type, 

heterocigota y mutantes homocigotas (hyh). Control negativo: COC wild type incubados con la mezcla de 

reacción de TUNEL, pero sin enzima transferasa terminal. Control positivo: COC wild type incubados con 

DNAsa I (5U/ml) y luego con la mezcla de reacción de TUNEL. El ADN fue teñido con Ioduro de propidio 1 

g/ml. La barra equivale a 20 µm. 
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Las células del cúmulo en COC de hembras hyh presentaron significativamente 

mayor cantidad de células apoptóticas, frente a aquellos provenientes de hembras de 

genotipo wild type o heterocigotas (Figs. 4.60 y 4.61). Por su parte, no hubo diferencias 

significativas en la tasa de células TUNEL positivas entre COC wild type y heterocigotas 

(p>0,05) (Fig. 4.61). De acuerdo a lo esperado, el control negativo no presentó ningún 

núcleo apoptótico, mientras que el control positivo tratado con DNAasa I presentó altas 

tasas de apoptosis (Fig. 4.60). 

 

 
 

Figura 4.61. Cuantificación del ensayo de TUNEL en complejos cúmulus-ovocito provenientes de hembras de 

genotipo wild type, heterocigota y mutantes homocigotas (hyh). La cuantificación se realizó contando el 

número de núcleos apopt•ticos por COC, utilizando el software ImageJ. Entre paréntesis figura el total de 
COC analizados por genotipo. *** p ≤ 0.001 (ANOVA de 1 factor + prueba estadística de múltiples 

comparaciones de Tukey). 
 

4.6.7.2. Estudio del nivel de expresi•n de  SNAP y de N-Caderina en células del 

cúmulus, e inmunolocalizaci•n de  SNAP en COC 

Basándonos en el trabajo que indica que la pérdida de  SNAP induce la apoptosis 
en células epiteliales (Naydenov, Harris, Brown, et al. 2012, ver sección 1.2.2.4.5), y con 

los resultados previos en nuestro modelo, donde se observa un aumento de la apoptosis 

en COC de hembras hyh, result• de gran interés analizar el nivel de expresi•n de  
SNAP en las células del cúmulus. 

Para ello, se realizó un ensayo de Western blot para  SNAP en células del cúmulus, 
obtenidas según lo descripto en sección 3.4.2.1.4, provenientes de animales hyh y su 

control wild type (Fig. 4.62). 

Como puede observarse en la Figura 4.62,  SNAP presentó un hipomorfismo en las 

células del cúmulus hyh y sus niveles de expresión disminuyeron significativamente 

respecto a lo encontrado en células wild type (Fig. 4.62.b). Dado que se ha propuesto a  
SNAP como un factor prosobrevida, su disminución podría entonces estar afectando el 
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delicado balance entre los mecanismos proapoptóticos y antiapoptóticos, lo que 

explicaría la elevada apoptosis de estas células en su entorno fisiológico (Figs. 4.60 y 

4.61). 

 

 
 

Figura 4.62. Análisis por Western blot de  SNAP en células del cúmulus de distinto genotipo. a. Calles: wild 
type. Lisado de células del cúmulus provenientes de hembras wild type; hyh. Lisado de células del cúmulus 

provenientes de hembras hyh. En el panel superior se muestra la membrana de PVDF revelada por Western 

blot utilizando un anticuerpo monoclonal de ratón anti-  SNAP, y un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 

conjugado con HRP. En el panel inferior se observa la detecci•n del control de carga  Actina, que se realiz• 
utilizando anticuerpo primario de rat•n contra  Actina, y como secundario un anti-IgG de ratón, conjugado 

con HRP. Las imágenes son representativas de cuatro experimentos independientes. b. El nivel de expresión 

de la proteína  SNAP fue cuantificado por an‐lisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas detectadas 
por Western blot. Las cuantificaciones son presentadas como la relaci•n  SNAP /  Actina y relativizadas a 

la expresión en wild type como valor de referencia igual a 1. Se muestra la media ± SEM de la intensidad 

relativa para cada condición experimental de  4 réplicas. *** p ≤ 0.001 (prueba t de Student) 

 

Posteriormente, y basándonos en el antecedente reciente de que  SNAP est‐ 

asociada con el mantenimiento de las uniones adherentes basadas en Caderinas 

(Naydenov, Brown, et al. 2012; Naydenov et al. 2014), decidimos estudiar la expresión de 

N-Caderina en las células del cúmulus, para lo que se realizó un ensayo de Western blot 

en células del cúmulus provenientes de animales hyh y su control wild type (Fig. 4.63). Al 

igual que para el caso de  SNAP, N-Caderina presentó un hipomorfismo en células del 

cúmulus hyh y sus niveles de expresión disminuyeron significativamente en células de 

cúmulus provenientes de hembras hyh, respecto al control wild type  (Fig. 4.63.b) 
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Figura 4.63. Análisis por Western blot de N-Caderina en células del cúmulus de distinto genotipo. a. Calles: 

wild type. Lisado de células del cúmulus provenientes de hembras wild type; hyh. Lisado de células del 

cúmulus provenientes de hembras hyh. En el panel superior se muestra la membrana de PVDF revelada por 

Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal de ratón anti-N-Caderina y un anticuerpo secundario anti-

IgG de ratón conjugado con HRP. En el panel inferior se observa la detecci•n del control de carga  Actina, 
que se realiz• usando anticuerpo primario de rat•n contra  Actina, y como secundario un anti-IgG de ratón, 

conjugado con HRP. Las imágenes son representativas de cuatro experimentos independientes. b. El nivel de 

expresión de la proteína N-Caderina fue cuantificado por un análisis densitométrico de las bandas 

inmunoreactivas detectadas por Western blot. Las cuantificaciones son presentadas como la relación N-

Caderina /  Actina y relativizadas a la expresión en wild type como valor de referencia igual a 1. Se muestra 

la media ± SEM de la intensidad relativa para cada condici•n experimental de  4 réplicas. **  p ≤ 0.01 (prueba 

t de Student). 

 

Adicionalmente, se realizó un análisis de inmunolocalización en complejos cúmulus-

ovocito de la proteína  SNAP (Fig. 4.64). En COC de animales wild type puede 

observarse que las células del cúmulus están dispuestas de forma ordenada, con cierta 

regularidad, y la marca de  SNAP se observa notoriamente en la periferia celular. Por su 
parte, en los COC hyh se observó una pérdida en la arquitectura y disposición de las 

células, coincidente con un marca más difusa para la proteína  SNAP.  
 

 
 

Figura 4.64. Localizaci•n de  SNAP en COC de genotipo wild type y hyh. a.  SNAP fue detectada en 

complejos cúmulus-ovocito provenientes de hembras wild type y hyh. El rojo en cada imagen representativa 
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indica marca positiva para el anticuerpo primario /  SNAP, detectado usando un anticuerpo secundario anti-

IgG de ratón acoplado al fluorocromo Alexa Fluor 594. El recuadro blanco indica la región sobre la cual se 

tomaron las im‐genes a mayor aumento de la derecha. Barra: 20 m.  
 

Lamentablemente, el anticuerpo utilizado previamente para el Western blot de N-

Caderina no funcionó para ensayos de inmunofluorescencia, por lo que no disponemos 

de imágenes para mostrar su inmunolocalización en COC de distintos genotipos, y probar 

la hipótesis de que el hipomorfismo lleva al deterioro de las uniones basada en estas 

proteínas. 

En su conjunto, todos estos resultados indican que el défic it de  SNAP y  N-

Caderina, podría estar alterando el correcto mantenimiento de las uniones adherentes 

que, sumado al efecto antiapoptótico de  SNAP per se, podría explicar una alta tasa de 

apoptosis en COC hyh, lo que sin dudas, va en detrimento de la calidad ovocitaria y su 

potencial capacidad de fecundación y mantenimiento de un adecuado desarrollo 

 

4.6.8. Estudio de la ultraestructura de ovocitos de ratón de genotipo wild type y hyh 

A fin de profundizar aún más el estudio y analizar la ultraestructura de los ovocitos 

portadores en homocigosis de la mutación M105I en  SNAP, se utilizó la técnica de 

microscopía electrónica de transmisión en ovocitos MII de distinto genotipo, tal como se 

describió en la sección 3.11. 

 

4.6.8.1. Análisis ultraestructural de gránulos corticales de ovocitos de ratón de genotipo 

wild type y hyh 

A nivel ultraestructural, los gránulos corticales de mamífero son vesículas con 

membrana que tienen un rango de tamaño de 0,1 a 1 µm de diámetro, que aparecen 

homogéneas y similares unas con otras (Gulyas & Yuan 1985; Guraya 1982; Nicosia et 
al. 1977). El contenido de los gránulos se observa uniformemente denso al microscopio 

electrónico de transmisión, aunque se han reportado 2 clases de gránulos corticales: 

claros y oscuros de acuerdo a las diferencias densidad electrónica (Nicosia et al. 1977; 

Ducibella, Rangarajan, et al. 1988). Todavía se desconoce si estos gránulos corticales 

claros y oscuros son funcionalmente diferentes, o si presentan distintos grados de 

maduración o diferencias de contenido. 

Dado que nuestro objeto de estudio ha sido mayoritariamente el proceso de EGC, 

nos resultó de gran interés realizar un análisis a nivel ultraestructural de los GC por 

microscopía electrónica de transmisión, para lo cual se evaluaron diferencias en 

morfología, tamaño y distancia a la membrana plasmática de los ovocitos de genotipo 

wild type hyh. 
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En las micrografías no se observaron diferencias a nivel de la morfología y 

distribución de los gránulos corticales, los cuales se observaron muy similares en ambos 

genotipos (Fig. 4.65). 

 

 
 

Figura 4.65. Gránulos corticales de ovocitos wild type y hyh analizados por microscopía electrónica de 

transmisión. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión representativas de ovocitos de genotipo 

wild type y hyh en los que se muestran los gránulos corticales electrón-densos (punta de flecha). ZP: zona 

pelúcida; EPV: espacio perivitelino; MP: membrana plasmática. La barra equivale a 1 µm. 

 

Adicionalmente se realizó un estudio detallado de cuantificación del tamaño y la 

distancia a la membrana plasmática de ovocitos de distinto genotipo, análisis en el cual 

tampoco se encontraron diferencias significativas (Tabla 4.2), y fueron similares a los 

reportados por bibliografía (Ducibella, Rangarajan, et al. 1988; Abbott et al. 2001). 

 

 
 

Tabla 4.2. Análisis del tamaño de los gránulos corticales de ovocitos wild type y hyh y su distancia a la 

membrana plasmática. Se calcularon individualmente el tamaño (diámetro mayor) y la distancia de los 

gránulos corticales a la membrana plasmática. Sólo los GC en el córtex del ovocito (dentro de los 2 µm hacia 

desde la membrana plasmática) fueron cuantificados (Abbott et al. 2001). Los datos de tamaño y distancia 

fueron expresados como la media ± SEM. Para ambas variables el análisis wild type comparado con hyh no 

presentó diferencias significativas. N.S  p >0,05  (prueba t de Student). 
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Al realizarse el análisis de histogramas de frecuencias para las dos variables 

analizadas (tamaño y distancia a la membrana plasmática), se encontraron patrones muy 

similares de distribución, no presentando diferencias significativas (Fig. 4.66).  

 

 
 

Figura 4.66. Histogramas de frecuencias del tamaño de los gránulos corticales de ovocitos wild type y hyh y 

su distancia a la membrana plasmática. Se  realizaron los histogramas de frecuencia para el tamaño 

(diámetro mayor) (a) y la distancia de los gránulos corticales a la membrana plasmática (b), de ovocitos wild 
type y hyh. Los valores en el eje x representan rangos de tamaño (a) o distancia (b) y su respectivo 

porcentaje de frecuencia. La cantidad de gránulos corticales e imágenes analizadas son las mismas que 

figuran en la tabla 4.3. Se realizaron comparaciones estadísticas entre la wild type y hyh para cada variable (a 

y b) utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov, N.S., p>0,05.  

 

Estos resultados demuestran que en los parámetros analizados no hay diferencias 

a nivel ultraestructural en GC de ovocitos hyh comparados con sus controles wild type. 

 

4.6.8.2.  Análisis ultraestructural del citoplasma cortical de ovocitos de ratón de genotipo 

wild type y hyh 

Las micrografías electrónicas mostraron una morfología general normal de 

organelas, encontrándose todos los elementos en ovocitos de ambos genotipos, y sin 

diferencias sustanciales en los mismos. 

En la superficie de los ovocitos se observó en ambos genotipos un oolema o 

membrana plasmática bien definido, con abundantes microvellosidades (mp, Fig. 4.65). 

Los componentes mayoritarios del citoplasma cortical son los gránulos corticales y 

las mitocondrias. Las mitocondrias de ovocitos son predominantemente esféricas u 
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ovales, y por lo general tienen 0,4-0,6 µm de diámetro (Wassarman & Josefowicz 1978). 
Presentan matrices densas y frecuentemente con vacuolas claras en su interior, 

formadas por material filamentoso. Las crestas no son típicamente visibles como en otros 

tipos celulares, pero las pocas que se observan son arqueadas o transversales con una 

apariencia inerte (Sathananthan et al. 2006) (mt, Figs. 4.68 y 4.69. a,b).  

Frecuentemente aparecieron grupos de gotas lipídicas (lipid droplets) (ld, Fig. 4.69. a 

y b). En ovocitos MII las gotas lipídicas pueden estar asociadas al retículo endoplásmico 

liso (REL), que en este estadío celular es típicamente vesicular (Weakley 1968; Zamboni 
1970). Es importante señalar que en ovocitos maduros no se encuentra retículo 

endoplásmico rugoso (RER), dado que raramente se encuentran ribosomas en este tipo 

celular. 

Adicionalmente, el citoplasma de ovocitos MII presenta látices fibrilares (Fig. 4.73), 

una extensa red fibrilar compuesta por componentes proteicos y ARN, que constituye la 

reserva de los ARNm  maternos (Yurttas et al. 2008). A nivel ultraestructural, en el ovocito 

maduro se observa una menor cantidad de ribosomas a lo esperado según los niveles 

totales de ARNribosomal presentes (García et al. 1979; Zamboni 1970). Esta disminución 

en número de los ribosomas durante la maduración del ovocito está aparejado con el 

incremento en la densidad de látices fibrilares (Wassarman & Josefowicz 1978; Garc“a et 

al. 1979), es por ello que algunos autores  sugieren que los ribosomas inactivos están de 

algún modo contenidos en estos látices fibrilares (Sternlicht & Schultz 1981). 
Por su parte, es muy difícil encontrar complejos de Golgi en ovocitos maduros 

(Sathananthan et al. 2006), el cual recordemos, se encuentra altamente fragmentado. Se 

cree que la actividad del Golgi en ovocitos MII se detiene luego de que se ha completado 

la síntesis de los GC en los ovocitos en proceso de maduración. Esto y la no detección 

del RER refleja la naturaleza inactiva de los ovocitos MII respecto a la síntesis y 

secreción de proteínas (Sathananthan et al. 2006). 

También pueden observarse lisosomas dispersos por el citoplasma y agregados 

multivesiculares con una miríada de pequeñas vesículas de distinto tamaño (Fig. 4.67). 

Cabe destacar que no se observ• una mayor acumulaci•n de agregados 
multivesiculares” (MVA) en ovocitos hyh con respecto a los wild type (Fig. 4.67 y tabla 

4.3). 

 



 Resultados ׀ 

216 
 

 
 

Figura 4.67. Agregados multivesiculares de ovocitos wild type y hyh analizados por microscopía electrónica 

de transmisión. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión representativas de ovocitos de genotipo 

wild type y hyh en los que se muestran los agregados mutlivesiculares (MVA) (punta de flecha). La barra 

equivale a 1 µm. 

 

  
 

Tabla 4.3. Análisis de la cantidad y tamaño de los MVA encontrados en ovocitos wild type y hyh. Se cuantificó 

la cantidad de MVA encontrados por sección (MVA) y se calculó individualmente el tamaño (diámetro mayor) 

de los MVA, los cuales se presentan como media ± SEM. Para ambas variables el análisis wild type 

comparado con hyh no presentó diferencias significativas. N.S p >0,05 (prueba t de Student). 

 

4.6.8.3. Análisis ultraestructural de ovocitos de ratón de genotipo hyh: presencia de 

estructuras de la vía degradativa 

La autofagia es un proceso degradativo por el cual las células eucariotas digieren 

sus propios componentes utilizando las hidrolasas ácidas que están dentro del lisosoma. 

Este complejo proceso celular es activado por baja cantidad de nutrientes a nivel celular y 

otras situaciones de estrés como bajos niveles de ATP, acumulación de proteínas u 

organelas dañadas o invasión de patógenos (Amaya et al. 2015). Actualmente, la 

autofagia es reconocida como un proceso que ocurre  tanto en condiciones fisiológicas 

como patológicas.  

El proceso de autofagia comienza cuando una membrana en forma de c  envuelve 
una porción de citoplasma, que puede incluir organelas, creando una estructura en forma 

de copa llamada membrana de aislamiento  o fagoforo. Cuando este fagoforo se elonga 
y se cierra sobre sí mismo va a dar lugar a una vesícula de doble membrana conocida 
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como autofagosoma (Mehrpour et al. 2010). Para su formación se requiere que actúen 

concertadamente un gran número de componentes autofágicos como los complejos de 

proteínas ATG (del inglés, autophagy related proteins: proteínas relacionas con la 

autofagia) y muchas otras proteínas de tráfico vesicular. Este autofagosoma puede recibir 

el aporte de la vía endocítica (endosomas tempranos, tardíos y cuerpos multivesiculares).  

Una vez que el autofagosoma está formado, su membrana externa se fusiona con el 

lisosoma, formando lo que se conoce como autolisosoma. Debido a la acción de las 

enzimas hidrolasas lisosomales, la membrana interna del autolisosoma se degrada y 

entonces el contenido de esta vesícula es digerido. Los productos de degradación son 

reciclados al citosol a fin de ser utilizados en procesos anabólicos (Duszenko et al. 2011). 
Es sabido que la autofagia es esencial para el desarrollo preimplantatorio de 

embriones de mamíferos (Shen et al. 2015; Tsukamoto et al. 2008), sin embargo existen 

muy pocos y recientes trabajos sobre autofagia en ovocito previo a la fecundación  (Duan 

et al. 2015; Zhu et al. 2015).  

En las siguientes figuras correspondientes a cortes ultrafinos de ovocitos hyh se 

observaron distintas imágenes que se muestran a continuación, compatibles con una vía 

degradativa. Estas imágenes podrían bien corresponderse con procesos de tipo 

autofágico por sus características morfológicas, aunque no podemos afirmarlo ya que 

hasta el momento, no hemos realizado los estudios de electro-inmunomarcación 

confirmatorios. 

Las figuras mielínicas o cuerpos multilamelares son estructuras espiraladas de 

material membranoso que no ha podido ser degradado. En ovocitos hyh se encontró una 

cantidad significativamente mayor que en ovocitos wild type de este tipo de estructuras 

membranosas, que aparecen dispersas por todo el citoplasma como estructuras 

cristalinas más grandes (Fig. 4.69.d), o como espirales concéntricos mas pequeños (Fig. 

4.68, hyh), (Tabla 4.4).  
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Figura 4.68. Citoplasma de ovocitos wild type y hyh analizados por microscopía electrónica de transmisión. 

Presencia de estructuras multilamelares. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión 

representativas de ovocitos de genotipo wild type y hyh en los que se muestran diferentes componentes del 

citoplasma como mitocondrias (mt) vacuoladas o sin vacuolas, en las cuales puede observarse claramente la 

doble membrana, y la extensa red de látices fibrilares (lf). En la imagen de hyh se muestran estructuras de 

tipo multilamelares encontradas de forma más abundante en ovocitos de este genotipo (punta de flecha). La 

barra equivale a 1 µm. 

 

 
Tabla 4.4. Análisis de la cantidad de cuerpos multilamelares encontrados en ovocitos wild type y hyh. Se 

cuantificó la cantidad de cuerpos multilamelares encontrados por sección, lo cual se presenta como la media 

± SEM. *** p ≤ 0.001 (prueba t de Student). 

 

Adicionalmente, y de forma exclusiva en los ovocitos hyh se pudieron observar 

estructuras similares a un fagoforo (Fig. 4.70.b) en la cual se observa una estructura 

membranosa engullendo a una vesícula u organela, y numerosas estructuras de doble 

membrana que podrían ser compatibles con autofagosomas o vesículas autofágicas en 

distintos estadíos de maduración, conteniendo restos de material citoplasmático (Fig. 

4.69 a-c). Los autofagosomas más inmaduros son aquellos donde se puede distinguir una 

doble membrana con un marcado lumen, y en los cuales el contenido puede ser 

reconocido como estructuras del citoplasma. Por su parte, las vesículas autofágicas más 

maduras poseen una sola membrana y su contenido se convierte en un debris granulado 

y membranoso del que no se puede reconocer el origen las organelas incluidas 

inicialmente, debido al proceso degradativo. En algunos casos pudimos observar la 
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proximidad de estos autofagosomas maduros con cuerpos multivesiculares y agregados 

multivesiculares (Fig. 4.69.c) 

 

 
 

Figura 4.69. Citoplasma de ovocitos hyh analizados por microscopía electrónica de transmisión. Presencia de 

estructuras de la vía degradativa. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión representativas de 

ovocitos de genotipo hyh en los que se muestran diferentes estructuras de la vía degradativa tales como 

vesículas autofágicas en distintos estadíos de maduración (punta de flecha) (a, b y c) y cuerpos 

multilamelares (flecha) (c y d). Las vesículas autofágicas más inmaduras son aquellas en las que se puede 

observar una doble membrana con un importante lumen y de contenido similar al citoplasma. Por su parte, las 

vesículas degradativas más maduras presentan una sola membrana, en las cuales el contenido resulta difícil 

de identificar. Mt: mitocondrias, ld: gotas lipídicas, mvb: cuerpo multivesicular; mva: agregados 

multivesiculares. La barra equivale a 1 µm. 

 

Es muy importante destacar que para confirmar que estas vesículas son 

autofagosomas se deberían realizar ensayos de inmunomarcación de estas vesículas 

para marcadores de autofagia como proteínas ATG o LC3. Por su parte, a fin de 

demostrar que la digestión del contenido de estas vesículas se da por las hidrolasas 

ácidas del lisosoma (autolisosomas) ensayos adicionales son necesarios. Estos posibles 

ensayos incluyen la reacción citoquímica positiva para Citidina monofosfatas (CMPasa), o 
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un ensayo con albúmina-DQ (Dye Quenched) para identificar compartimientos 

degradativos. 

De manera muy interesante, se observaron en el espacio perivitelino de ovocitos hyh 

numerosas vesículas extracelulares, remanentes citoplasmáticos y debris membranosos 

entre las que se encontraron figuras mielínicas (quizás resultado de la digestión de 

autofagosomas), lo que podría ser congruente con una exocitosis de cuerpos residuales o 

exocitosis autofágica (Fig. 4.70.b-d) (Jing & Tang 1995; Morelli et al. 2014). La secreción 

de este tipo de estructuras puede ser una consecuencia indirecta de la acumulación de 

autofagosomas en el citoplasma.  

 Es importante remarcar que este tipo de estructuras no fue observada en el espacio 

perivitelino de ovocitos wild type (Fig. 4.70.a). 

 

 
 

Figura 4.70. Espacio perivitelino de ovocitos hyh analizados por microscopía electrónica de transmisión. 

Presencia de fragmentos citoplasmáticos y cuerpos residuales. Imágenes de microscopía electrónica de 

transmisión representativas de ovocitos de genotipo wild type (a) y hyh (b-d). a. Se muestra el espacio 

perivitelino de ovocitos wild type el cual se encuentra libre de estructuras. Sólo se observan distintos cortes 

de las microvellosidades del oolema. b-d. En el espacio perivitelino de ovocitos hyh se encuentran cuerpos 

residuales muchos de los cuales parecen estar recubiertos por membrana. Adicionalmente se pueden 
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encontrar restos de componentes citoplasmáticos como gotas lipídicas (asterisco) y cuerpos multilamelares 

(flecha) (d). La barra equivale a 1 µm. 

 

En su conjunto, estos resultados sugieren que en ovocitos hyh la vía degradativa 

estaría aumentada y exacerbada, o que la misma está siendo interrumpida por lo que se 

acumulan estas vesículas autofágicas en el interior del citoplasma, e incluso podrían ser 

liberadas al espacio perivitelino. 
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RESUMEN DE RESULTADOS 

 

Objetivo Específico 1. Identificar las isoformas de SNAP en ovocitos de ratón  

Dado que no existía ningún reporte acerca de la expresión de la familia de proteínas 

SNAP en el modelo de ovocitos, nuestro primer objetivo fue identificar cuál/cuáles de los 

transcriptos de la/s isoformas de SNAP están presente/s utilizando el modelo de ovocito 

de ratón. Por ensayos de PCR simple y multiplex, demostramos que  y  SNAP son las 
isoformas presentes en ovocitos de ratón, mientras que la isoforma  SNAP no se 

expresa en esta célula. 

 

Objetivo Específico 2. Analizar la expresión de las isoformas de SNAP durante la 

maduración y activación ovocitaria 

Una vez identificados los transcriptos de las isoformas de SNAP presentes en 

ovocito de ratón, se procedió a la detección de la presencia y expresión de las proteínas 

 y  SNAP.  El análisis por Western blot indicó que estas dos proteínas están presentes 

durante la maduración y activación ovocitaria, no presentando variaciones en sus niveles 

de expresión entre los diferentes estadíos analizados. En cuanto a la localización 

subcelular analizada por inmunofluorescencia indirecta,  SNAP mostró una distribución 

predominantemente cortical, cercana a la membrana plasmática en todos los estadíos 

analizados, a excepción de los cigotos obtenidos por FIV, en los cuales el patrón de 

localización de  SNAP resultó citosólico. Por su parte,  SNAP se distribuye en todo el 

citoplasma de ovocitos inmaduros, y presenta una localización cortical en los ovocitos  

MII, sugiriendo una migración de dicha proteína durante la maduración ovocitaria. Por 

otra parte, en los estadíos activados partenogénetica o fisiológicamente, la localización 

de   SNAP volvió a ser citosólica. 

 

Objetivo Específico 3. Caracterizar el rol de las isoformas de SNAP en la exocitosis de 

gránulos corticales.  

Se demostró que la microinyección del anticuerpo anti-  SNAP inhibió la EGC 

inducida por SrCl2. Aún más, cuando la proteína  SNAP end•gena fue perturbada por la 
microinyecci•n de la mutante dominante negativa  SNAP L294A (capaz de unirse a 
NSF, pero con una capacidad disminuida de estimular la actividad ATPasa de NSF), la 

EGC inducida por SrCl2 fue abolida. De forma muy interesante, cuando se microinyect•  
SNAP wild type, se observó una inhibición parcial de la EGC, demostrando que el exceso 

de  SNAP interfiere en el proceso secretorio de los gr‐nulos corticales. Estos resultados 
muestran claramente que la prote“na  SNAP participa activamente en el proceso de 
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exocitosis de gránulos corticales. Por su parte, la microinyección del anticuerpo anti-  
SNAP, no fue capaz de inhibir la EGC, lo que sugiere que  SNAP no estaría participando 

activamente de la EGC, dado que el bloqueo o la perturbación de su función no altera el 

proceso.  

 

Objetivo Específico 4. Identificar la presencia y analizar la expresión de NSF durante la 

maduración y activación del ovocito de ratón 

A pesar de su importancia en todos los procesos de fusión de membranas conocidos 

hasta el momento, NSF no había sido descripta en el modelo de ovocitos.  En este 

trabajo demostramos la presencia del ARNm y la proteína NSF. El análisis por Western 

blot indicó que la proteína NSF no presentó diferencias en sus niveles de expresión en 

los distintos estadíos analizados durante la maduración y activación del ovocito de ratón. 

Con respecto a la localización subcelular analizada por inmunofluorescencia indirecta, 

NSF, al igual que  SNAP, mostró una distribución predominantemente cortical en todos 

los estadíos analizados. NSF presentó una localización proteica mayoritariamente 

concentrada en la región cortical del ovocito en todos los estadíos analizados, a 

excepción de los embriones de dos pronúcleos obtenidos por FIV, en los cuales el patrón 

de distribución de NSF resultó citosólico. 

 

Objetivo Específico 5. Estudiar el rol de NSF en la EGC  

Para evaluar el requerimiento de NSF, se realizó un primer abordaje utilizando NEM, 

un agente alquilante que inhibe irreversiblemente la actividad ATPasa de NSF. Este 

tratamiento logró inhibir la EGC, sugiriendo una posible acción del NSF durante el 

proceso de EGC. Debido a que NEM no es específico para NSF, se realizaron ensayos a 

fin de perturbar la proteína NSF endógena para confirmar su requerimiento para la EGC. 

La microinyección del anticuerpo anti-NSF resultó en una inhibición de la EGC estimulada 

por SrCl2. Adicionalmente, la microinyección de la mutante dominante negativa NSF 

D1EQ, defectuosa en la hidr•lisis del ATP,  logró inhibir fuertemente la EGC, pero no así 

la microinyección de la NSF wild type. En su conjunto, estos resultados indican que NSF 

tiene un rol activo y participa en la reacción cortical, y que su actividad ATPasa es 

imprescindible para que la fusión de los gránulos corticales con la membrana plasmática 

tenga lugar. 
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Objetivo Específico 6. Analizar las posibles causas de la severa reducción de la fertilidad 

de las hembras hyh 

Con respecto a la fertilidad fuertemente reducida que presentan in vivo las hembras 

hyh, nuestros resultados avalan un escenario en el cual la mutación M105 causa una 

serie de trastornos multifactoriales que redundan en una fertilidad muy disminuida. Entre 

estos factores que afectan la fertilidad de las hembras hyh, pudimos reportar una menor 

cantidad de ovocitos ovulados, con menores tasas de fecundación, mayores tasas de 

polispermia (embriones aberrantes) y en algunos casos, con morfología y patrones de 

polaridad de gránulos corticales alterados. Asimismo se pudo observar por diversos 

ensayos, que la proteína M105I causa una disminución de la EGC de las hembras 

portadoras en homocigosis de esta mutación.  

Con respecto a la localización subcelular de las proteínas estudiadas se encontraron 

los siguientes resultados. Para el caso de  SNAP se pudo observar una deslocalización 

de la proteína en los ovocitos del genotipo hyh frente a los controles wild type, tanto en 

ovocitos GV como MII. No se encontraron mayores perturbaciones en el patrón de 

localización de la proteína  SNAP. En relación a NSF, no se observaron apreciables 

diferencias en cuanto a la localización de la proteína en los ovocitos GV y MII de distinto 

genotipo, pero resultó llamativo un aumento en la marca de la fluorescencia para el 

genotipo hyh en ovocitos MII. Al realizarse la inmunofluorescencia para detectar GM130, 

se observó que los ovocitos MII hyh presentaron una significativa disminución de la 

densidad de partículas GM130 positivas, las cuales no se distribuyeron rodeando las 

cercanías del huso meiótico como en el caso de los ovocitos wild type. Sin embargo, esta 

ausencia de GM130 en las cercanías del huso meiótico, y su disminución en todo el 

citoplasma de ovocitos MII, no afectó la formación del capuchón de F-Actina, ni la 

organización de los microtúbulos en el huso meiótico. 

En relación a la distribución de mitocondrias, se encontró un patrón de distribución 

alterado en ovocitos hyh con respecto a los wild type, en los que normalmente, las 

mitocondrias se encuentran en todo el citoplasma pero mayoritariamente concentradas 

alrededor de la vesícula germinal en el estadío GV y  rodeando al huso meiótico en la 

ovocitos en metafase II. Este patrón no se presentó en ovocitos hyh. 

Adicionalmente, se demostró que las células del cúmulo en  complejos cúmulus-

ovocitos (COC) de hembras hyh presentaron una apoptosis aumentada, medida por 

TUNEL, frente a aquellos provenientes de hembras de genotipo wild type o heterocigotas. 

Cuando se analizaron por Western blot los niveles de expresión de las proteínas  SNAP 

y N-Caderina en células del cúmulus, se observó un hipomorfismo de ambas proteínas, 

disminuyendo significativamente con respecto a las células wild type. Asimismo, los 
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estudios de inmunolocalización en complejos cúmulus-ovocito de la proteína  SNAP, 

revelaron que la disposición de esta proteína en los COC hyh no sigue el patrón periférico 

encontrado en los wild type, lo cual se observa conjuntamente con una pérdida en la 

arquitectura y la disposición regular y ordenada de sus células del cúmulus. Estos 

resultados sugieren que el déficit de  SNAP y N-Caderina, podría estar alterando el 

correcto mantenimiento de las uniones adherentes que, sumado al efecto antiapoptótico 

de  SNAP per se, podría explicar una alta tasa de apoptosis en COC hyh. 

Por último, el análisis ultraestructural de ovocitos hyh no arrojó diferencias a nivel de 

la cantidad, morfología, tamaño y distribución de los gránulos corticales, con respecto a 

los ovocitos de genotipo wild type. Las micrografías electrónicas mostraron una 

morfología general normal de organelas, encontrándose todos los elementos en ovocitos 

de ambos genotipos, y sin diferencias sustanciales en los mismos. Sin embargo, en  

ovocitos hyh se pudieron observar numerosas estructuras compatibles con la vía 

degradativa tales como cuerpos multilamelares o figuras mielínicas, estructuras de doble 

membrana, que podrían corresponderse con vesículas autofágicas en distintos estadíos 

de maduración, y la presencia en el espacio perivitelino de fragmentos citoplasmáticos y 

cuerpos residuales. Estos resultados sugieren que en ovocitos hyh la vía degradativa 

podría estar aumentada, o alternativamente podría estar siendo interrumpida, con una 

consecuente acumulación de productos degradativos en el citoplasma y espacio 

perivitelino. 
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DISCUSIÓN 

 

La exocitosis de gránulos corticales requiere de  SNAP y el factor sensible a N-

etilmaleimida en ovocitos de ratón  

Los resultados de nuestro estudio revelan por primera vez que  SNAP,  SNAP y 
NSF se expresan en ovocito de rat•n y que  SNAP y NSF son requeridos para la EGC. 
Este es un hallazgo de importancia, dado que hasta el momento no se tenía evidencia, en 

ningún modelo de ovocito conocido, de la participación de este vital complejo que 

conforman  SNAP y NSF para la fusi•n de membranas.  
Los resultados de la presencia de las isoformas  y  SNAP, pero no así  SNAP 

(Figs. 4.1 y 4.2), en ovocito de ratón, están en concordancia con el hecho de que  SNAP 
se encuentra principalmente restringida a tejido neuronal, mientras que  SNAP y  SNAP 
se expresan de manera ubicua (Whiteheart et al. 1993). 

El análisis por Western blot confirmó que estas 3 proteínas están presentes durante 

la maduración y activación ovocitaria, no presentando variaciones entre los diferentes 

estadíos analizados (Figs. 4.5, 4.12 y 4.32). En cuanto a la localización subcelular 

analizada por inmunofluorescencia indirecta,  SNAP y NSF mostraron una distribución 

predominantemente cortical en todos los estadíos analizados, donde se encuentran 

localizados los gránulos corticales (Figs. 4.7,4.8 y 4.34,4.35), respectivamente). Su 

cercanía a la membrana plasmática y a las vesículas secretorias, en este caso los 

gránulos corticales, es consistente con la localización de estas proteínas en membranas 

plasmáticas y e intercelulares de distintos modelos  (Abonyo et al. 2003; Banaschewski et 
al. 1998; Nishiki et al. 2001; Mastick & Falick 1997; Kittler et al. 2001), ya que a pesar de 

ser proteínas solubles, pueden asociarse a las membranas por interacción con otras 

proteínas o, en el caso de  SNAP por la presencia del loop hidrofóbico que le permite 

anclarse a membrana (Winter et al. 2009). 

Por su parte,  SNAP se distribuye en todo el citoplasma de ovocitos inmaduros, y 

presenta una localización cortical en los ovocitos MII, sugiriendo su migración durante la 

maduración ovocitaria (Figs. 4.14 y 4.15). Este cambio en la localización proteica, desde 

el citoplasma hacia la superficie del ovocito durante la maduración meiótica, ha sido 

también reportado en proteínas vinculadas al tráfico de membrana, como lo son las 

proteínas SNARE, SNAP-23 y VAMP1, en el modelo de ovocito porcino (Tsai et al. 2011). 

En este trabajo, los autores proponen que los cambios en la localización de estas 

proteínas son parte de los eventos que sufre el ovocito durante la maduración meiótica, a 

fin de preparar su superficie para la reacción cortical, y la endocitosis compensatoria  

necesaria para restablecer los procesos celulares normales. 
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Adicionalmente, la distribución citoplasmática de las tres proteínas analizadas en los 

embriones de dos pronúcleos obtenidos por FIV, revela una rápida relocalización de 

estas proteínas maternas acompañando los cambios de la transición de ovocito maduro a 

embrión. 

Contrariamente al exhaustivo estudio de la contribuci•n de  y  SNAP al complejo 
SNARE en los eventos de tráfico de membrana, las funciones bioquímicas y celulares de 

 SNAP no fueron estudiadas en profundidad durante mucho tiempo. Al momento de la 

formulación de nuestra hipótesis de trabajo, la realización de los experimentos, e incluso 

el envío del manuscrito para la publicación de los resultados (de Paola et al. 2015), no 

existían evidencias claras y contundentes de los procesos celulares en los que estaba 

relacionada la isoforma  de SNAP, sabiéndose redundante con  SNAP en algunos 

procesos tales como la exocitosis de gránulos cromafines (Morgan & Burgoyne 1995), 
pero no así en otros como el transporte del RE al Golgi (Peter et al. 1998). 

Con respecto al posible rol de  SNAP durante la EGC de ovocito de ratón, 

demostramos que el bloqueo de la función de  SNAP por la microinyección del 

anticuerpo anti-  SNAP, no fue capaz de inhibir la EGC inducida por SrCl2 (Figs. 4.27-

4.28). Este resultado sugiere que la proteína  SNAP no estaría participando activamente 

de la EGC. Estos datos son compatibles con el rol recientemente identificado para  

SNAP (H. Inoue et al. 2015). Según los autores,  SNAP es una SNAP única, que ejerce 

sus funciones en limitadas organelas incluyendo endosomas y sus vías de tráfico y que 

participa en el desensamble de los complejos SNARE endosomales. 

En relación al requerimiento de  SNAP para la EGC, se pudo comprobar que el 

bloqueo de la función, mediante la microinyección del anticuerpo anti-  SNAP, condujo a 

una inhibición de la EGC inducida por SrCl2 (Figs. 4.22 y 4.23). Aún más, cuando la 

proteína  SNAP end•gena fue perturbada por la microinyecci•n de la mutante 
dominante negativa  SNAP L294A, capaz de unirse a NSF, pero con una capacidad 
disminuida de estimular la actividad ATPasa de NSF, se abolió la EGC inducida por SrCl2 

(Fig. 4.26,  S L294A). Estos resultados confirman que la prote“na  SNAP participa 
activamente en el proceso de exocitosis de gránulos corticales, y que su requerimiento 

es, al menos en parte, dependiente de la actividad ATPasa de NSF. Estos resultados son 

consistentes con el rol probado para  SNAP en diversos modelos de exocitosis 

reguladas incluyendo: liberación de neurotransmisores en neuronas (Rothman 1994; 

Söllner, Bennett, et al. 1993; Söllner, Whiteheart, et al. 1993); secreción de catecolaminas 

en células cromafines (Morgan & Burgoyne 1995), exocitosis de vesículas grandes de 

núcleo denso (LDCVs) en células PC12 (Banerjee et al. 1996); secreción de insulina en 

células pancre‐ticas  (Kiraly-Borri et al. 1996; Nakamichi & Nagamatsu 1999); exocitosis 
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acrosomal de espermatozoides (Tomes et al. 2005; Rodríguez et al. 2011), secreción de 

gránulos de núcleo denso y lisosomas en plaquetas (Chen, A. Bernstein, et al. 2000; 

Lemons et al. 2000) y secreción de surfactante pulmonar vía exocitosis de cuerpos 

lamelares en células alveolares tipo II (Abonyo et al. 2003), entre otros ejemplos. 

Aunque está aceptado desde hace décadas (Hayashi et al. 1995; Littleton et al. 

2001) que  SNAP tiene su rol en el desensamble de la maquinaria de fusi•n, para 
regenerar las SNARES monoméricas y que éstas estén disponibles para la fusión 

(Hayashi et al. 1995; Littleton et al. 2001), evidencias recientes sugieren que su función 

parece ser más compleja de lo inicialmente propuesto. 

A pesar de su rol positivo en la fusión de membranas, la adición de  SNAP a 

membranas nativas puede inhibir la fusión. De forma muy interesante, cuando se 

microinyect• la  SNAP wild type, se observó una inhibición parcial de la EGC  (Fig. 4.26, 

 S WT), demostrando que el exceso de  SNAP interfiere en el proceso secretorio de los 

gránulos corticales.  Este efecto de inhibición de la fusión frente a un exceso de  SNAP 

wild type ha sido observado previamente en modelos in vivo como Drosophila (Babcock 
et al. 2004), espermatozoides humanos permeabilizados (Tomes et al. 2005; Rodríguez 

et al. 2011), membrane sheets preparadas de células PC12 (Barszczewski et al. 2008) y 

vacuolas de Saccharomyces cerevisiae  (Wang et al. 2000; Schwartz & Merz 2009). Por 

su parte, NSF y su homólogo Sec18p, son capaces de revertir el efecto inhibitorio del 

exceso de  SNAP wild type (no probado en Schwartz & Merz 2009). La  SNAP 

recombinante también es capaz de inhibir la fusión in vitro entre liposomas que contienen 

versiones de las Q-SNARE Sintaxina1 y SNAP-25 expresadas en bacteria, y gránulos 

cromafines (conteniendo a VAMP, la R-SNARE nativa); nuevamente NSF es capaz de 

revertir este efecto (Park et al. 2014). En nuestro modelo, no pudimos probar la reversión 

del fenotipo con NSF, dado que una doble microinyección de ovocitos es 

metodológicamente difícil de realizar, dada la baja sobrevida celular de la técnica 

empleada. 

Los resultados de espermatozoides humanos y células PC12 condujeron a la 

hipótesis de que el agregado de  SNAP recombinante inhibe la exocitosis porque se une 

a Sintaxina monomérica, previniendo que se ensamble para formar el complejo con las 

otras dos SNARE en trans. Aún más, experimentos de TEM mostraron que el secuestro 

de Sintaxina impide el docking del acrosoma a la membrana plasmática en 

espermatozoides humanos tratados con  SNAP recombinante; una versión truncada de 

 SNAP (160-295), incapaz de unirse con Sintaxina no inhibió ni el docking, ni la fusión 

(Rodríguez et al. 2011). En contraste, en células cromafines y su fusión con liposomas,  

SNAP se une al complejo SNARE parcialmente ensamblado en trans, arrestando el 
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zippering a mitad de camino, previniendo de este modo la fusi•n, pero no as“ el docking. 
Sin embargo, no se ven efectos de retardo en el zippering o la fusión cuando se utilizan 

vesículas sinápticas en vez de liposomas, lo que sugiere que hay influencia del ambiente 

de membrana en el efecto de  SNAP (Park et al. 2014). En sentido inverso a estas 

observaciones, en vacuolas de levaduras Sec17/  SNAP se une a complejos SNARE 

stalled o arrestados, no fusogénicos por poseer una mutación que impide el zippering 

completo, y es capaz de rescatar la fusión de modo NSF independiente (Schwartz & Merz 
2009).  

Nuestras evidencias experimentales, y la falta de herramientas metodológicas para 

desentrañarlo, no nos permiten aventurar un posible mecanismo por el cual procede la 

inhibici•n de la EGC en presencia del agregado de  SNAP recombinante mediante 
microinyección en ovocitos de ratón. De acuerdo a las evidencias disponibles en la 

actualidad, la inhibici•n parcial del proceso de EGC lograda por el agregado de  SNAP 
recombinante wild type, podría ser compatible con una unión a Sintaxina libre o con la 

interferencia del correcto zippering de las proteínas SNARE, inhibiendo en cualquier caso 

el proceso secretorio. Sin embargo, no puede excluirse la posibilidad de que esta 

inhibición pueda estar relacionada con roles adicionales de  SNAP al del desensamble 
de los complejos SNARE junto con NSF.  

En relación a posibles roles adicionales de  SNAP en la fusión, independientes del 

desensamblaje del complejo cis-SNARE, dos trabajos recientes (Ma et al. 2013; Lobingier 

et al. 2014) han aportado valiosas evidencias sobre un novedoso rol de las proteínas 

Sec17/  SNAP y las proteínas SM, en la protección de los complejos SNARE del 

desensamble por Sec18/NSF. Utilizando proteínas sinápticas de mamíferos en ensayos 

con liposomas, se reportó que Munc18-1, actuando en concierto con Munc13 y 

Sinaptotagmina, facilitaron la fusión de liposomas mediada por proteínas SNARE, en 

presencia de concentraciones de NSF y  SNAP, que sin las prote“nas SM, resultan ser 
inhibitorias (Ma et al. 2013). Sin embargo, en ausencia de NSF y  SNAP, Munc18 y 
Munc13 tuvieron poco o ningún efecto en la fusión de liposomas mediada por SNARE. En 

este trabajo se postuló un modelo, en el cual los heterodímeros Sintaxina-1–SNAP-25 

(otrora considerados puntos de partida de la fusión) son convertidos a complejos 

Sintaxina-1–Munc18-1. En este proceso el complejo SNAP-NSF desensambla al 

heterodímero Sintaxina-1–SNAP-25, y Munc18-1 desplaza a SNAP-25. Por su parte, 

Munc13 colabora abriendo la Sintaxina-1 y a orquestar el ensamblaje del complejo trans-

SNARE junto con Munc18-1. Este complejo SNARE parcialmente ensamblado junto con 

Munc18-1 es insensible a la acción de desensamble de SNAP-NSF; de este modo, la 

vesícula está lista para la fusión, y se puede gatillar rápidamente la fusión de la vesícula 
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sináptica en respuesta al Calcio. Así, esta interacción funcional entre  SNAP-NSF y 

Munc18-1-Munc13 sugiere que, además de su papel en el desensamble de los complejos 

cis-SNARE, el complejo SNAP-NSF tiene una importante función en guiar al sistema a la 

vía productiva, mientras que las proteínas SM y factores asociados es la de orquestar el 

ensamblaje del complejo SNARE sin interferencia del complejo SNAP-NSF.  

De manera similar, en experimentos in vitro, llevados a cabo con proteínas de 

levadura, Sec17/  SNAP se une al complejo SNARE y promueve selectivamente la carga 

de los miembros de la familia de proteínas Sec1/Munc18 (SM) al complejo (Lobingier et 

al. 2014). Esto dificulta la acción de Sec18/NSF, y de este modo ayuda a mantener los 

complejos SNARE intactos. En el modelo propuesto en este trabajo, Sec17/  SNAP y las 

proteínas SM aceleran la fusión mediada por los complejos SNARE, y los protege del 

desensamble mediado por Sec18/NSF, mientras que los complejos mal ensamblados son 

eliminados por la actividad proofreading (del inglés, proofreading: correctora de pruebas) 

de Sec18/NSF. Las proteínas SM aumentan la capacidad fusogénica de los complejos 

SNARE y, como consecuencia de acelerar la fusión, la exposición temporal al 

desensamble por Sec18 es más corta, con una menor probabilidad de ser 

desensamblados. Estos resultados sugieren que las proteínas SM, (cargadas por 

Sec17/  SNAP) protegen a los complejos prematuros del desensamble, mientras que 

exponen los complejos post-fusión o los mal ensamblados para que sean 

desensamblados por Sec18/NSF (Mima et al. 2008; Starai et al. 2008; Rizo & Südhof 
2012). 

Si bien los mecanismos propuestos son diferentes en cuanto a las interacciones de 

prote“nas y roles espec“ficos de las Sec17/  SNAP y prote“nas SM, son muy similares en 
cuanto en cuanto al rol de las proteínas Sec17/  SNAP y las proteínas SM en la 

protección de los complejos SNARE del desensamble por Sec18/NSF. 

Para complejizar aún más el asunto, en un estudio reciente (Zick et al. 2015) 
utilizando como modelo proteoliposomas con proteínas de levadura, se demostró que 

Sec17/  SNAP puede aumentar la fusi•n de membranas mediada por prote“nas SNARE, 
en la ausencia de Sec18. En este trabajo describen una nueva función descripta para 

Sec17/  SNAP, que es la habilidad de gatillar r‐pidamente la fusi•n de complejos SNARE 
que están en trans. Cabe destacar que Sec17 no afectó la cantidad de complejos trans-

SNARE formados. Los autores proponen un modelo en el cual Sec17/  SNAP 

oligomeriza con el complejo trans-SNARE, insertando sus loops hidrofóbicos en las 

membranas adyacentes. Esta precisa y localizada interacción con la membrana en el sitio 

donde se encuentra el complejo SNARE puede perturbar a la bicapa lipídica, 

disminuyendo la barrera de energía que previene la fusión de las membranas, facilitando 
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de este modo la fusión. En este sentido, las observaciones revelan una potencial 

contribuci•n de Sec17/  SNAP al proceso de fusi•n, independientemente de su rol 
clásico en su acción concertada con NSF. En este contexto, un exceso de  SNAP podría 

interferir con la estequiometria necesaria para la función de Sec17/  SNAP en contribuir 

al proceso de fusión, resultando en un efecto negativo. 

Vale la pena remarcar que las implicancias in vivo de los trabajos anteriormente 

citados  son actualmente desconocidas, y es claro que se necesitan más estudios para 

poder determinar de qué modo proceden las funciones de  SNAP no relacionadas al 

desensamble del complejo cis-SNARE, y si es que lo hacen a través de mecanismos 

conservados; en este punto no parece ser del todo así. Sería también de gran interés 

determinar de qué modo los efectos de  SNAP tienen lugar en un contexto fisiológico, en 

sistemas nativos, con niveles normales de proteínas endógenas, y si lo tienen, cuál es su 

propósito. 

En cuanto a la participación de NSF en el proceso de EGC se realizaron diferentes 

ensayos funcionales. El tratamiento con NEM en su máxima concentración (50 µM) logró 

inhibir parcialmente la EGC  (Fig. 4.36), sugiriendo una posible acción de NSF durante el 

proceso de EGC. Cabe destacar que esta concentración inhibitoria resultó 20 veces 

menor que la utilizada en el análisis de NSF en la reacción acrosomal de 

espermatozoides humanos (Michaut et al. 2000) y en exocitosis neuronal (Jahn & 
Scheller 2006). Quiz‐s utilizando concentraciones mayores de NEM, la inhibici•n lograr“a 
ser total, pero metodológicamente no fue posible dado que los ovocitos se deterioran y 

mueren luego del tratamiento con dosis más altas. Esto puede deberse a que no es un 

inhibidor específico, y como agente alquilante de proteínas, que puede reaccionar y 

bloquear los grupos sulfhidrilos y aminos de las proteínas (Haugaard et al. 1981), podría 

estar inactivando enzimas involucradas en el metabolismo celular, necesarias para la 

sobrevida. Adicionalmente, y como expusimos anteriormente, el NEM no es específico 

para NSF, por lo que se realizaron ensayos para perturbar la proteína endógena y 

confirmar de este modo su requerimiento para la EGC. La microinyección del anticuerpo 

anti-NSF resultó en una inhibición de la EGC estimulada por SrCl2 (Figs. 4.37 y 4.38). Del 

mismo modo, la microinyección de la mutante dominante negativa NSF D1EQ, 
defectuosa en la hidrólisis del ATP (Whiteheart et al. 1994),  inhibió fuertemente la EGC, 

pero no así la microinyección de NSF recombinante wild type (Fig. 4.41). Todos estos 

resultados indican que NSF tiene un rol activo y participa en la reacción cortical, y que su 

actividad ATPasa es imprescindible para ejercer esta función. Este rol es coincidente con 

el reportado para NSF en: neurotransmisión (Schweizer et al. 1998; Pallanck, Ordway, 
Ramaswami, et al. 1995; Kawasaki et al. 1998; Sanyal et al. 1999; Kawasaki & Ordway 
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1999; Hong et al. 1994; Nishimune et al. 1998; Osten et al. 1998; Song et al. 1998; 

Littleton et al. 1998); exocitosis de gránulos en células neuroendócrinas (Moriyama et al. 

1995; Morgan & Burgoyne 1995; Burgoyne & Williams 1997; Banaschewski et al. 1998); 
exocitosis de gránulos en plaquetas (Lemons et al. 1997; Polg‐r & Reed 1999; Chen, A. 
M. Bernstein, et al. 2000; Chen, A. Bernstein, et al. 2000; Lemons et al. 2000); y 

exocitosis acrosomal (Michaut et al. 2000; Tomes et al. 2005), entre otros procesos 

exocíticos (Whiteheart et al. 2001). 

Aunque la importancia del complejo  SNAP/NSF es incuestionable en los procesos 

exocíticos, el rol preciso de estas proteínas sigue siendo un tema de debate. Como el 

evento de fusión de membranas puede ser visualizado como un ciclo, el rol del complejo 

 SNAP/NSF puede ser visto como el evento final de una ronda o el inicial de la fase 

siguiente, y no es claro si el complejo actúa antes o después de la fusión de la vesícula. 

Esta distinción es crítica para dilucidar el ciclo de los complejos SNARE y entender la 

dinámica del control de la exocitosis. En efecto, se han propuesto dos modelos acerca de 

cuándo actúa el complejo  SNAP/NSF en la exocitosis: el modelo pre-fusión y el modelo 

post-fusión (Fig. 6.1).  

En el modelo pre-fusión se postula que los complejos cis-SNARE son 

desensamblados justo antes de la fusión, a fin de permitir la formación de los complejos 

trans-SNARE. Esto indicaría que el complejo  SNAP/NSF es activo sólo cuándo es 

requerido para el proceso de fusión. Este modelo es consistente con las observaciones 

de diversos sistemas experimentales (Söllner et al. 1993; Morgan 1996; Mayer et al. 

1996; Banerjee et al. 1996; Woodman 1997; Burgoyne & Williams 1997; Tolar & Pallanck 
1998; Xu et al. 1999; Kuner et al. 2008). 

Por su parte, el modelo post-fusión postula que el complejo  SNAP/NSF es 

requerido para desensamblar el complejo cis-SNARE inmediatamente después de la 

fusión (Grote et al. 2000; May et al. 2001; Sanyal et al. 2001; Littleton et al. 2001; 

Kawasaki & Ordway 2009).  

 
 

Figura 6.1. Modelos sobre la funci•n del complejo  SNAP/NSF. Arriba. El mecanismo pre-fusión postula que 

el complejo  SNAP-NSF desensambla el complejo cis-SNARE antes de la fusión para permitir la formación 

de los complejos trans-SNARE.  Abajo. El mecanismo post-fusión postula que el complejo  SNAP-NSF es 
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requerido para desensamblar el complejo cis-SNARE luego de la fusión. Nótese que en este modelo, las 

SNARE de vesícula y membrana plasmática, se encuentran en su estado monomérico. En los diagramas 

representativos de cada modelo, NSF,  SNAP, v-SNARE y t-SNARE, están indicados con los colores 

amarillo, verde, azul y naranja, respectivamente. Imagen modificada de Kuner et al. 2008. 

 

Una manera de distinguir entre estas dos alternativas es inactivar la función del 

complejo  SNAP/NSF de forma aguda y medir exocitosis. En el caso de la 

neurotransmisi•n, que sucede en múltiples rondas de fusi•n, un bloqueo del complejo  
SNAP/NSF si el mismo actúa a nivel post-fusión, llevaría a una lenta disminución de la 

liberación de neurotransmisión por acumulación de complejos cis-SNARE que no se 

regeneran (por encima de los 45-90 s que es el tiempo de ciclado de las vesículas 

sinápticas, Betz & Wu 1995). Sin embargo, si el mecanismo fuera pre-fusión, el bloqueo 

del complejo  SNAP/NSF inhibir“a la liberaci•n de neurotransmisor de un modo mucho 
más rápido.  

Una de las evidencias más sobresalientes que avalan el mecanismo post-fusión lo 

constituye el análisis en Drosophila de las mutante de NSF sensibles a la temperatura 

que produce parálisis, denominada mutante comatosa. Esta mutación interfiere con la 

actividad ATPasa de NSF, y conduce a la acumulación de complejos cis-SNARE (Littleton 

et al. 1998), que es reflejado en la disminución progresiva de la neurotransmisión frente a 

estimulaciones repetitivas (Kawasaki et al. 1998). En la ausencia de la actividad de NSF, 

en las mutantes comatosas, pueden ocurrir múltiples rondas de fusión antes de que la 

depleción de proteínas SNARE libres cause la interrupción de la liberación de 

neurotransmisor (como consecuencia de la incapacidad de formar complejos SNARE en 

trans, necesarios para la fusión). Para los autores esto sería consistente con un rol de 

NSF en el reciclaje, que sigue a la fusión (Littleton et al. 2001).  

Uno de los trabajos más contundentes que propone un rol pre-fusi•n del complejo  
SNAP/NSF es el de Kuner y colaboradores (Kuner et al. 2008). En este trabajo, se 

realizaron estudios en modelo sináptico de una muy alta resolución temporal 

(milisegundos), mucho mayor que para estudios previos de las mutantes de NSF 

comatosas (Littleton et al. 2001; Littleton et al. 1998). Como resultado de estos 

experimentos, determinaron que NSF participa en dos reacciones rápidas con constantes 

menores a algunos segundos. Tanto la reacción rápida (0,22 s) como la lenta (2–3 s) 

ocurrieron a una escala mucho más rápida que la endocitosis de la vesícula sináptica y el 

reciclaje (Betz & Wu 1995; Aravanis et al. 2003; Gandhi & Stevens 2003), por lo que 

concluyeron que el modo de acci•n del complejo  SNAP/NSF es pre-fusión. 

Formalmente hablando, esto no descarta la posibilidad de que el complejo  SNAP/NSF 

pueda, adicionalmente, tener acción luego de la fusión (Littleton et al. 2001). Según los 
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autores, el complejo SNAP/NSF parece estar involucrado en el tethering de las vesículas 

sinápticas, en las dinámicas reacciones que ocurren justo antes de la fusión, tal como se 

había descripto para modelos no-neuronales y sugerido para liberación de 

neurotransmisores (Banerjee et al. 1996; Burgoyne & Williams 1997; Mayer et al. 1996; 
Tolar & Pallanck 1998; Xu et al. 1999). La regulaci•n del complejo  SNAP/NSF para una 
rápida exocitosis podría darse a nivel de óxido nítrico (Matsushita et al. 2003) o 

fosforilación de las proteínas del complejo (Liu et al. 2006; Matveeva et al. 2001; Huynh et 

al. 2004; Hirling & Scheller 1996). 
Como se ha expuesto, aún existe controversia acerca de si la acción del complejo  

SNAP/NSF es pre- o post-fusión, y se necesitan estudios adicionales a fin de esclarecer 

esta temática. 

En relación a nuestro modelo de trabajo, es sabido que los gránulos corticales sólo 

se fusionan una vez con la membrana plasmática luego de la fecundación o activación 

partenogenética, y que no son renovados luego de este proceso secretorio. Actualmente 

no hay reportes acerca la configuración en la que se encuentran las proteínas SNARE en 

ovocitos de mamíferos en reposo (Liu 2011). Debido a que no hay reciclaje, podría 

especularse en principio que dichas proteínas se encuentran en sus formas 

monoméricas, listas para ensamblarse en complejos trans, no requiriendo etapas de 

preparación previas a la fusión. 

Sin embargo, dado que fuimos capaces de inhibir la EGC microinyectando los 

anticuerpos para  SNAP y NSF, y sus mutantes dominantes negativas, proponemos que 
el complejo  SNAP-NSF participa activamente en la EGC, y que el mismo estaría 

actuando en la fase inicial del ciclo, desensamblando los complejos cis-SNARE antes de 

la fusión de los gránulos corticales con la membrana plasmática del ovocito. De este 

modo, los componentes monoméricos estarían disponibles para la formación del 

complejo trans-SNARE, necesario para que ocurra la fusión de membranas durante la 

reacción cortical. 

Los resultados obtenidos sugieren un modelo de trabajo que apoya al mecanismo 

pre-fusi•n del complejo  SNAP/NSF en la EGC de ovocitos de rat•n (Fig. 6.2). 
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Figura 6.2. Modelo propuesto para la acci•n de  SNAP y NSF durante la EGC. Cuando un ovocito MII es 

activado por fecundaci•n o por partenogénesis,  SNAP y NSF desensamblan el complejo cis-SNARE (rojo 

en gránulos corticales, verde y violeta en membrana plasmática) volviendo a sus componentes disponibles 

para permitir la formación del complejo trans-SNARE (complejos rojo-violeta y rojo verde) para la fusión y 

exocitosis de los gránulos. MP: membrana plasmática. Imagen modificada de: de Paola et al. 2015. 

 

Aún así, no puede descartarse que se necesite de forma adicional que el complejo  
SNAP/NSF participe post-fusión en la regeneración de las SNARE, para dar abasto con 

todos los gránulos corticales que deben fusionarse con la membrana en un período 

relativamente corto de tiempo. A fin de probar esta última hipótesis, sería muy interesante 

contar con una metodología que nos permita detener el sistema una vez iniciada la 

activación, lo que equivaldría al bloqueo del complejo  SNAP/NSF en un sistema en el 

cual existen múltiples rondas de fusión como el sináptico. Sin embargo no es posible por 

el momento con las herramientas metodológicas disponibles en la actualidad.  

 

La mutación M105I en  SNAP conduce a una fertilidad reducida en hembras de ratones 

hyh por causas multifactoriales  

Con respecto a la fertilidad reducida que presentan in vivo las hembras hyh, nuestros 

resultados avalan un escenario en el cual la mutación M105I causa una serie de 

trastornos multifactoriales que redundan en una fertilidad muy disminuida.  

Esta condición de subfertilidad severa es consistente con los parámetros de fertilidad 

encontrados en los machos hyh (Bátiz, De Blas, et al. 2009). Entre estos factores 

primarios que afectan la fertilidad de las hembras hyh, pudimos reportar una menor 

cantidad de ovocitos ovulados, con menores tasas de fecundación y mayores tasas de 

polispermia (embriones aberrantes). 

El hecho de que la ovulación se viera drásticamente disminuida en hembras hyh con 

respecto a los controles wild type y las hembras heterocigotas para la mutación (Fig. 

4.42), demuestra que la capacidad de respuesta ovárica es menor en los animales hyh, 

sugiriendo una función ovárica defectuosa per se, como la encontrada en otros modelos 

de animales mutantes, como por ejemplo aquellos que carecen del receptor a 

andrógenos (AR-/-) (Hu et al. 2004). Esta disminución en la tasa de ovulación, sin dudas 

contribuye a una fertilidad reducida de las hembras mutantes porque hay menor cantidad 

de ovocitos que pueden ser potencialmente fecundados. 

 Se pudo observar que los ovocitos hyh presentaron una menor tasa de fecundación 

frente al control wild type y los heterocigotas (Fig. 4.43), demostrando una capacidad 

disminuida de los ovocitos hyh de ser fecundados. Es importante señalar que, al igual 

que para el caso de espermatozoides hyh (Bátiz, De Blas, et al. 2009), la diferencia entre 
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genotipos fue menos dramática en los ensayos de fecundación in vitro, que en los 

estudios de apareamiento, lo que da claras cuentas de que existen muchos factores 

adicionales a la interacción de las gametas.  

Aún más, los ovocitos hyh presentaron una elevada tasa de polispermia en 

comparación con los de las hembras wild type y heterocigotas (Fig. 4.45). Esto sugiere 

que  SNAP puede tener un rol en el correcto establecimiento del bloqueo de la 

polispermia; en este sentido, se realizaron una serie de ensayos para comprobar la 

eficiencia de la EGC en ovocitos hyh.  

La medición de la EGC luego de ensayos de fecundación in vitro o estimulación de la 

reacción con SrCl2, demostró que los ovocitos hyh exocitaron menos gránulos corticales 

que los controles wild type correspondientes (Figs. 4.46 y 4.47); en la misma dirección, la 

microinyección de la proteína recombinante M105I ovocitos wild type logró inhibir parcial 

pero significativamente la EGC estimulada por SrCl2 (Fig. 4.48). Cabe destacar que este 

último efecto no es agudo, y esto es consistente con el hecho de que, ni siquiera en los 

ovocitos hyh, en los cuales sólo hay proteína  SNAP M105I la inhibición de la EGC es 

total. Sin embargo, estos resultados difieren de los obtenidos por Rodríguez y 

colaboradores (Rodríguez et al. 2011), en los cuales reportan que  SNAP M105I 

recombinante, agregada exógenamente a espermatozoides wild type permeabilizados, es 

un inhibidor de la reacción acrosomal más potente que la  SNAP wild type, y que 

requiere concentraciones más altas de NSF para rescatar la inhibición. Este efecto 

inhibitorio mayor, según los autores está relacionado con una mayor afinidad de unión a 

Sintaxina monomérica de la  SNAP M105I respecto a la wild type. Razonando de este 

modo, un mayor secuestro de Sintaxina monomérica inhibe de forma más potente a la 

exocitosis previniendo la formación del complejo SNARE. 

En su conjunto, los resultados presentados indican que la mutación M105I en  
SNAP tiene un efecto negativo sobre el normal desarrollo de la exocitosis de gránulos 

corticales, pudiendo ser esta una de las causas de la elevada tasa de polispermia 

encontrada en cigotos hyh. De forma análoga, los espermatozoides de ratones hyh tienen 

una capacidad reducida de sufrir exocitosis de su gránulo secretorio, el acrosoma, luego 

de la estimulación con progesterona e incluso con el ionóforo de Calcio A23187 (Bátiz, 

De Blas, et al. 2009).  

Una de las posibilidades es que el efecto negativo de la mutante M105I pueda 

deberse a una falta de funcionalidad en esta proteína. Trabajos recientes muestran que 

Sec17/  SNAP puede tener dos roles muy distintos en la fusión: uno bien conocido en el 

desensamble de los complejos cis-SNARE junto con Sec18/NSF y otro promoviendo la 

fusión de los complejos trans-SNARE, este último muy influenciado por el loop 
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hidrofóbico de Sec17/  SNAP (Zick et al. 2015). Evidencias adicionales aún no 

publicadas por Bátiz y colaboradores sugieren que la mutación M105I afecta el loop 

hidrofóbico de  SNAP. Estas evidencias en conjunto podrían explicar una posible falla en 

la funcionalidad de la mutante M105I, tanto en la EGC como en otros procesos, en 

promover correctamente la fusión de los complejos trans-SNARE, ya que es sabido que 

el desensamble de los complejos cis-SNARE no está alterado en el modelo hyh (Chae et 

al. 2004; Hong et al. 2004). A pesar de estas especulaciones, aún no se conoce el 

mecanismo molecular del mal o incompleto funcionamiento de la  SNAP M105I. 

Con respecto a la localización subcelular de diversas proteínas, para el caso de  

SNAP se pudo observar un cambio en la localización de la proteína, de cortical a 

citosólica, en los ovocitos del genotipo hyh, tanto en ovocitos GV como MII (Fig. 4.52). 

Congruente con estos resultados, y como se mencionó anteriormente, hay evidencias de 

estudios de dinámica molecular in silico que indican que la mutación M105I afecta 

drásticamente la estructura del loop hidrof•bico de  SNAP. Este loop hidrofóbico es el 

que le permite a  SNAP su interacción con la membrana. En sintonía con esto, 

resultados de ensayos con liposomas muestran que la prote“na mutada  SNAP M105I 
interactúa menos con lípidos de membrana, y esto es más manifiesto cuando se utilizan 

lípidos de membrana plasmática (Bátiz y colaboradores, datos no publicados). 

Adicionalmente, los resultados de la deslocalizaci•n de  SNAP en ovocitos hyh son 

consistentes con antecedentes de localización anormal de varias proteínas en neuronas 

de animales hyh (Chae et al. 2004). 

En relación a NSF, no se observaron diferencias apreciables en cuanto a la 

localización de la proteína en los ovocitos GV y MII de distinto genotipo, pero resultó 

llamativo un aumento en la marca de la fluorescencia para el genotipo hyh en ovocitos MII 

(Fig. 4.54). Este hallazgo condice con resultados anteriores obtenidos al analizar los 

machos hyh (Bátiz, De Blas, et al. 2009) en los que se reportaron altas concentraciones 

de NSF en testículo, epidídimo y espermatozoides de animales hyh, probablemente como 

un mecanismo compensatorio en respuesta a la cantidad disminuida o a la falta de  

SNAP completamente funcional en esos órganos o células. 

Según lo reportado en bibliografía, el patrón de marca en ovocitos MII de GM130, 

una proteína estructural de matriz del Golgi, se concentra rodeando al huso meiótico 

(Zhang et al. 2011; Wang et al. 2015). Cuando se realizó la detección por 

inmunofluorescencia indirecta de GM130 en ovocitos MII hyh, se observó que los mismos 

presentaron una significativa disminución en la densidad de partículas GM130 positivas 

(Fig. 4.55), las cuales adicionalmente no se distribuyeron rodeando las cercanías del 

huso meiótico como en el caso de los ovocitos wild type (Fig. 4.56). Estos resultados 
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sugieren que la proteína  SNAP M105I provoca algún cambio a nivel del Golgi. Con 

respecto a esta posible relación, nuestros datos están en concordancia con reportes 

previos que indican que  SNAP está implicada en la regulación del Golgi y la 

homeostasis del RE; incluso,  SNAP ha sido identificada como un componente  

molecular de dos de los mayores complejos SNARE que controlan el tráfico bidireccional 

entre el Golgi y el RE (Aoki et al. 2008; Martin et al. 2006; Rabouille et al. 1998; Verrier et 
al. 2008). Adicionalmente, se reportó que  SNAP es esencial para la fusión de vesículas 

derivadas del RE con el Golgi en un sistema libre de células (Peter et al. 1998). Aún más, 

se ha reportado que la pérdida de  SNAP en células epiteliales causa la disrupción del 

ciclado de vesículas entre estas dos organelas, deteriorando de este modo la estructura y 

las funciones del Golgi (Naydenov, Harris, Brown, et al. 2012; Naydenov et al. 2014; 

Naydenov, Brown, et al. 2012), ya que el transporte bidireccional es esencial para su 

integridad. Todos estos trabajos refuerzan la noción del estrecho vínculo que existe entre 

la morfología, dinámica y funcionalidad del Golgi con  SNAP. Basados en los resultados 

obtenidos consideramos que, de algún modo desconocido hasta el momento, la mutante 

M105I podría estar alterando alguno de estos procesos, dando como resultado una 

menor detección de la proteína GM130 y una alteración en su patrón de distribución en 

ovocitos maduros de animales hyh. 

Sin embargo, es importante destacar que, contrariamente a lo sucedido en trabajos 

donde la depleción de GM130 en ovocitos causa desorganización del los microtúbulos del 

huso meiótico (Zhang et al. 2011), la disminución de la marca de GM130 en el citoplasma 

de ovocitos MII hyh y su ausencia en las cercanías del huso meiótico, no afectó la 

organización de los microtúbulos en el huso (Fig. 4.58), así como tampoco la formación 

del capuchón de F-Actina en sus adyacencias (Fig. 4.57). 

En relación al estudio de las mitocondrias, no se observaron diferencias significativas 

en ovocitos hyh con respecto a los wild type, en la marca detectada utilizando el sensor 

Mitotracker (Fig. 4.59). Estos resultados refutan, al menos en el modelo de ovocito, la 
hipótesis de un trabajo reciente (Wang & Brautigan 2013) en el que plantean que la 

mutación hyh es una substitución de ganancia de función, que aumenta la unión a AMPK 

para controlar negativamente la vía de señalización LKB1-AMPK, y por lo tanto inhibe la 

biogénesis de mitocondrias (ver sección 4.6.6).  

A pesar de no observarse una disminución significativa de la marca del sensor de 

mitocondrias en ovocitos hyh (Fig. 4.59, c), se pudo observar una alteración en el patrón 

de distribución de las  mitocondrias que, en circunstancias normales se encuentran 

distribuidas por todo el citoplasma, pero mayoritariamente concentradas alrededor de la 

vesícula germinal en el estadío GV y rodeando al huso meiótico en la ovocitos en 
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metafase II (Calarco 1995; Yu et al. 2010). Este patrón de distribución fue observado en 

las células wild type, pero no así en las hyh (Fig. 4.59 a y b).  

En eucariotas superiores, los movimientos a distancias cortas de las mitocondrias y 

su retención en ubicaciones específicas está mediada por el citoesqueleto de Actina, 

mientras que los movimientos de largo alcance ocurren primariamente en los 

microtúbulos, mediante la acción de proteínas motoras como quinesinas y dineínas 

(Saxton & Hollenbeck 2012). De forma muy interesante, la proteína Miro (OMM Rho-like 

GTPasa), una de las proteínas que media la unión entre las mitocondrias y estos motores 

moleculares, ha sido también vinculada al RE (Lackner 2013). Adicionalmente, el 

movimiento de las mitocondrias y el RE, se ha reportado que están íntimamente 

acoplados, con las dos organelas manteniendo contacto durante el transporte sobre 

microtúbulos (Friedman et al. 2010). Aunque actualmente no hay evidencias de un papel 

directo para el contacto RE- mitocondrias en el transporte mitocondrial, las conexiones 

entre los dos están comenzando a emerger. Dado que, como hemos expuesto con 

anterioridad en esta discusión, la prote“na  SNAP tiene fuertes v“nculos con el RE (as“ 
como también con el Golgi), esta posible conexión entre el movimiento de las 

mitocondrias y el RE, podría proveer una plausible explicación para la distribución 

alterada de las mitocondrias en los ovocitos hyh. Por otro lado, si bien las detecciones 

para F-Actina y  Tubulina resultaron sin anomalías evidentes en primera instancia, sería 

importante estudiar en profundidad si la mutante afecta a estos componentes del 

citoesqueleto, y en este contexto podría también estar alterando la migración de estas 

organelas. 

Por otro lado, se sabe que la configuración y distribución de las mitocondrias varía 

con cambios en la función celular, como cambios metabólicos en la célula (Rouiller 1960; 

Packer 1963; Hackenbrock 1966; Hackenbrock 1968; Weakley 1976), en este contexto, la 

mutación M105I en  SNAP puede estar provocando cambios a nivel celular que se 

traducen en el citado cambio en la distribución de las mitocondrias. Además, si bien es 

conocido que las mitocondrias se distribuyen uniformemente en las células, cuando los 

requisitos de energía están desigualmente distribuidos, las mitocondrias tienden a 

agregarse en los sitios de la demanda de energía (Palade & GE 1956; De Robertis et al. 
1965). Esta distribución alterada de las mitocondrias en los ovocitos hyh, puede estar 

dándonos un indicio de que hay sitios de demanda  de energía (como las zonas 

perinucleares) que no están recibiendo correctamente su suministro energético, lo que 

podría llegar a alterar el normal desarrollo de algunos procesos fisiológicos importantes, 

como una correcta maduración y crecimiento del ovocito. 
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El hallazgo de un patrón de polaridad alterado de gránulos corticales observado en 

algunos ovocitos de distintas hembras de genotipo hyh (Fig. 4.50), invertido con respecto 

al que normalmente se observa (Fig. 4.49), sugiere que  SNAP podría estar relacionada 

con la distribución de los GC o el establecimiento de la polaridad del ovocito maduro. 

Vale la pena señalar que se trata de un hallazgo sumamente interesante, novedoso y que 

allana el camino para futuras investigaciones, ya que hasta el momento no hay 

publicados reportes bibliográficos evidenciando un patrón de distribución de gránulos 

corticales de esta naturaleza.  

En relación al rol de  SNAP en polaridad celular, aunque no hay muchas 

evidencias, ha sido reportado que en células epiteliales polarizadas MDCK,  SNAP está 

involucrada en el transporte de la red trans Golgi (TGN) a la membrana apical y 

basolateral (Ikonen et al. 1995; Low et al. 1998). Adicionalmente,  SNAP es requerida 

para la distribución de proteínas involucradas en contacto célula-célula y se ha 

caracterizado que los animales hyh tienen una localización anormal de varias proteínas 

apicales en neuronas, tales como: E-Caderina; -Catenina; -Catenina; y Pals1 (Chae et 

al. 2004).  

Por otra parte, es sabido que es la cromatina quien induce la formación del dominio 

libre de gránulos corticales en las cercanías de la metafase II, por redistribución de 

gránulos corticales en el citoplasma del ovocito (Deng et al. 2003). Aunque actualmente 

se desconoce cómo es que la cromatina puede inducir la formación de un dominio de 

gránulos corticales, se cree que puede ser por asociación física directa de una actividad 

citoplasmática derivada, v.g. una proteína del ovocito con la cromatina. Alternativamente, 

esta actividad puede estar asociada a organelas localizadas en la región de la cromatina, 

por ejemplo las mitocondrias, que se sabe en que en el ovocito de ratón se encuentran 

concentradas sobre la metafase II (Calarco, 1995); reforzando esta idea, es sabido que la 

dinámica mitocondrial facilita el transporte de las organelas (Lackner 2013), aunque no 

puede excluirse la posibilidad de que otras organelas sean las responsables de este 

proceso. En el supuesto caso de ser las mitocondrias las responsables de mediar la 

redistribución de los gránulos corticales, el hecho de haber encontrado un patrón alterado 

de distribución alterado de gránulos corticales en ovocitos hyh es consistente con la 

alteración del patrón de distribución mitocondrial anteriormente citada. 

El ciclo de vida de una célula depende del delicado balance entre los mecanismos 

proapoptóticos y antiapoptóticos. La alteración de este equilibrio, ya sea por un aumento 

de la señalización proapoptótica o una disminución de las defensas anti-apoptóticas, 

resulta en la muerte celular (Reed 1998). Cuando se analizó por TUNEL la muerte celular 

programada en células del cúmulus de complejos cúmulus-ovocito (COC), se encontró 
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que los COC de las hembras hyh tenían un significativo un aumento en la apoptosis 

(Figs. 4.60 y 4.61), sugiriendo que la mutación M105I en homocigosis, altera de algún 

modo la sobrevida de las células del cúmulo que forman parte del complejo. Estos 

resultados están concordancia con un efecto antiapoptótico reportado para  SNAP en 

estudios previos (Nakajima et al. 2004; Wu & Chao 2010; Naydenov et al. 2012). Según 
Nakajima y colaboradores,  SNAP tiene un efecto antiapoptótico debido a su interacción 

directa con la proteína proapoptótica BNIP1, que parece ser esencial para la organización 

del RE. Por otro lado, en el trabajo de Naydenov y colaboradores, realizado en células 

epiteliales, los autores proponen que la disminución de la viabilidad de las células 

epiteliales depletadas de  SNAP no est‐ relacionada con un aumento de la señalización 

proapoptótica, sino que sugieren que el mecanismo crucial por el cual está gatillada la 

apoptosis es la disminución de la señalización prosobrevida de Bcl-2. Adicionalmente, 

consideran que la interrupción del tráfico RE-Golgi y la fragmentación del Golgi 

representan importantes acontecimientos río arriba que median la disminución en la 

expresión de Bcl-2 y la apoptosis en las células depletadas de  SNAP. En este sentido, 

se desprende que la proteína  SNAP es crítica para la normal estructura y 

funcionamiento de estos compartimientos y su habilidad de generar defensas 

antiapoptóticas. Siendo esta premisa verdadera, y de forma consistente con los 

resultados de una apoptosis aumentada en COC, y adicionalmente basados en los 

numerosos antecedentes ya citados que vinculan a  SNAP con el RE y el Golgi, podría 

proponerse que la mutante M105I es defectuosa para el correcto mantenimiento de estas 

estructuras y de las defensas antiapoptóticas per se. Dicho esto, no puede soslayarse la 

posibilidad de que el efecto de una apoptosis aumentada reportado las células del 

cúmulus hyh sea mediado por otros procesos concomitantes con la mutación, tales como 

una menor expresión de  SNAP en estas células ensayada por Western blot. Tal 

hipomorfismo, podría explicar de manera clara y directa una merma en el efecto 

antiapoptótico de  SNAP. Sin embargo, es muy importante destacar que este hecho no 

descarta la posibilidad anteriormente citada de que la mutante no sea plenamente 

funcional para el mantenimiento del efecto antiapoptótico o pro-sobrevida de  SNAP. 
Adem‐s de un hipomorfismo para  SNAP (Fig. 4.62) se encontró en células del 

cúmulus hyh que el nivel de expresión de N-Caderina disminuyó significativamente con 

respecto a las células wild type (Fig. 4.63). Asimismo, los estudios de inmunolocalización 

en complejos cúmulus-ovocito de la proteína  SNAP, revelaron que la disposición de 

esta proteína en los COC hyh pierde el patrón periférico encontrado en los wild type (Fig. 

4.64). En sintonía, los COC hyh presentaron una pérdida en la arquitectura de la 

disposición de las células del cúmulus en los COC. Estos resultados son congruentes con 
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antecedentes que demuestran que  SNAP es una proteína clave en el mantenimiento de 

las uniones celulares basadas en caderinas en distintos modelos celulares como 

endotelio vascular y epitelios (Andreeva et al. 2005; Naydenov et al. 2012). De hecho la 

depleción de  SNAP en células epiteliales conduce a la pérdida de función de barrera 

del epitelio y a profundos defectos en la morfología de las uniones estrechas y 

adherentes (Naydenov, Brown, et al. 2012), que representan uno de los cambios más 

abruptos y severos de uniones apicales en epitelios de mamíferos, causada por la 

depleción de una única proteína. De forma interesante, se ha reportado que los ratones 

hyh están caracterizados por una pérdida progresiva del neuroepitelio en los ventrículos 

cerebrales (Ferland et al. 2009; Roales-Buján et al. 2012), lo que es consistente con el 

debilitamiento de las uniones célula-célula y célula matriz que ocurre en células 

depletadas de  SNAP (Naydenov et al. 2014). En asociación con estos antecedentes, 

nuestros resultados sugieren que el déficit de  SNAP y N-Caderina, podría estar 

alterando el correcto mantenimiento de las uniones adherentes en los COC hyh que, 

sumado al efecto antiapoptótico de  SNAP per se, podría explicar una alta tasa de 

apoptosis en COC hyh. 

Es muy importante destacar que tanto un posible deterioro en las uniones 

intercelulares, como una apoptosis aumentada en las células del cúmulus que forman los 

COC, da cuentas de una posible interferencia en el correcto diálogo cúmulus-ovocito, el 

cual es requerido para que el ovocito complete su crecimiento, y adquiera competencia 

meiótica y citoplasmática (Albertini et al. 2001; Eppig 2001). En este sentido, estas 

alteraciones en los COC de hembras portadoras de la mutación M105I en homocigosis, 

podrían interferir con la calidad la calidad ovocitaria, su potencial de ser fecundado e 

incluso tener un impacto en el desarrollo embrionario y fetal. 

Cuando se realizó el análisis ultraestructural de ovocitos hyh, el mismo no arrojó 

diferencias a nivel de la cantidad, morfología, tamaño y cercanía a la membrana 

plasmática de los gránulos corticales, con respecto a los ovocitos de genotipo wild type 

(Figs. 4.65 y 4.6; tabla 4.2). Las micrografías electrónicas mostraron una morfología 

general normal de organelas, encontrándose todos los elementos en ovocitos de ambos 

genotipos, y sin diferencias sustanciales en los mismos. Sin embargo, de forma llamativa 

pudo observarse en ovocitos hyh una acumulación de cuerpos multilamelares, y la 

presencia de estructuras similares a fagoforos, y numerosas estructuras de doble 

membrana, conteniendo restos de material citoplasmático que podrían ser compatibles 

con autofagosomas o vesículas autofágicas en distintos estadíos de maduración (Figs. 

4.70.b y 4.69). Adicionalmente, se observaron en el espacio perivitelino de ovocitos hyh 

numerosas vesículas, remanentes citoplasmáticos y debris membranosos (Fig. 4.70.b-d), 
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no observados en el espacio perivitelino de ovocitos wild type (Fig. 4.70.a). Estas 

estructuras podrían ser congruentes con distintos procesos como liberación de exosomas 

(Colombo et al. 2014), exocitosis de cuerpos residuales o exocitosis autofágica (Jing & 
Tang 1995; Morelli et al. 2014), e incluso fragmentación citoplasmática, evidencia de 

cambios degenerativos vinculados a procesos apoptóticos (Perez et al. 1999) o al 

envejecimiento de los ovocitos (Szollosi 1971; Tarín et al. 2001). Especulamos que la 

secreción de este tipo de estructuras podría llegar a ser una consecuencia indirecta de la 

acumulación de vesículas de tipo autofágicas o degradativas en el citoplasma.  

Estos resultados sugieren que en ovocitos hyh la vía degradativa podría estar 

aumentada, o alternativamente podría estar siendo interrumpida, con una consecuente 

acumulación de productos degradativos en el citoplasma y espacio perivitelino. Hablamos 

de vía degradativa ya que, si bien las distintas estructuras observadas son 

morfológicamente compatibles con una vía autofágica, para confirmar que se trate de un 

proceso autofágico sería necesario realizar estudios de electro-inmunomarcación. En 

este sentido, es importante remarcar que existe evidencia que vincula fuertemente a  

SNAP con la autofagia, lo que avala y sugiere que las estructuras de tipo degradativo 

podrían ser de tipo autofágico. En relación a estos antecedentes, primeramente se 

identificaron las proteínas SNARE como reguladores clave en la biogénesis de 

autofagosomas en células de levaduras (Nair et al. 2011) y mamíferos (Moreau et al. 

2011). De forma adicional, la pérdida de Sec18 y Sec17, los ortólogos de levaduras NSF 

y  SNAP respectivamente, resultaron en un defecto en la autofagia (Nair et al. 2011), 

demostrando que la fusión mediada por SNARE y sus proteínas accesorias juega un 

importante rol en el proceso autofágico. En marcado contraste con estos resultados, 

Naydenov y colaboradores (Naydenov, Harris, Morales, et al. 2012) reportaron que el 

knockdown de  SNAP promueve el flujo autofágico en células epiteliales. De forma 

interesante y similar, la deleción de la SNARE secretoria Sec22 en lavaduras abroga la 

biogénesis del autofagosoma (Nair et al. 2011), mientras que el knockdown de Sec22B 

en células HeLa, tuvo un mínimo efecto sobre la expansión del fagoforo (Moreau et al. 

2011). En su conjunto, estos resultados sugieren fuertemente que el aporte de membrana 

para la formación del autofagosoma difiere de levaduras a mamíferos (Takahashi et al. 
2013), pero que claramente Sec17/  SNAP est‐ relacionada, de una u otra forma, con la 
vía degradativa o autofágica. 

Por su parte, el trabajo de Naydenov y colaboradores (Naydenov, Harris, Morales, et 

al. 2012), revela un rol novedoso de  SNAP como regulador negativo de la autofagia en 
células epiteliales, el cual resulta esencial para el mantenimiento de la homeostasis en 

ese tipo celular. En este trabajo se demostró que la depleción de  SNAP condujo a una 
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fragmentación del Golgi, y que estos fragmentos colocalizaban con el marcador de 

autofagosomas GFP-LC3. Como esta formación de focos GFP-LC3 requieren la clásica 

maquinaria Atg5-Atg7, pero es independiente de Beclina-1, un componente clave de la 

maquinaria de la autofagia (Ravikumar et al. 2010; Weidberg et al. 2011; Pattingre et al. 
2008; He & Klionsky 2009), la vía autofágica inducida por la depleci•n de  SNAP se 

considera no canónica. El mecanismo independiente de Beclina en las células depletadas 

de  SNAP implica que durante la biogénesis del autofagosoma las prote“nas Atg fueron 
reclutadas a membranas preexistentes (originadas del Golgi) para conducir a la 

maduración del autofagosoma. Estos resultados son consistentes con estudios previos 

que reportan al Golgi como un importante regulador de la autofagia en levaduras (Geng 

et al. 2010; Guo et al. 2012; Yen et al. 2010; Zoppino et al. 2010). Sorprendentemente, 

estos efectos observados de  SNAP sobre la autofagia, resultaron ser independientes de 
NSF. Cabe destacar que este hecho está en contraposición con la evidencia de que NSF 

es un importante regulador de la biogénesis del autofagosoma. Esta premisa proviene de 

experimentos basados únicamente en la inhibición farmacológica de NSF por el uso de 

NEM  (Moreau et al. 2011). Sin embargo, como hemos discutido previamente, se sabe 

que el NEM modifica de modo promiscuo los grupos tiol de muchas proteínas, y es, por lo 

tanto, una herramienta mucho menos selectiva que un silenciamiento génico como el 

utilizado en el estudio de Naydenov y colaboradores (Naydenov, Harris, Morales, et al. 

2012). 

Asimismo, la compleja relación entre la autofagia y la muerte celular está empezando 

a ser comprendida como resultado del descubrimiento de un diálogo entre los 

mediadores de la muerte celular programada y la maquinaria molecular de la autofagia. 

De hecho, la proteína antiapoptótica Bcl-2 es también antiautofágica como consecuencia 

de su interacción con Beclina (Mehrpour et al. 2010). Dado que sabemos que  SNAP 
está vinculada con la vía de señalización antiapoptótica de Bcl-2 (Naydenov et al. 2012) 

ser“a muy interesante, poder probar si  SNAP podr“a tener un efecto antiautof‐gico 
(además de antiapoptótico) vía la proteína Bcl-2 y su cascada de señales. 

Según los antecedentes de bibliografía podría entonces sugerirse que la 

acumulación de estructuras de tipo degradativas/autofágicas son consistentes con el rol 

propuesto para  SNAP como regulador negativo de la autofagia. Esto podría explicar en 

el modelo hyh, que ante una eventual situaci•n de mal funcionamiento de la mutante  
SNAP M105I o un supuesto hipomorfismo, ocurra un aumento del flujo 

degradativo/autofágico en ovocitos. 

A modo de conclusión, creemos que en este marco contextual, los animales hyh 

podrían proveer un modelo único para el estudio de la autofagia in vivo, y arrojar datos 
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muy interesantes e informativos acerca del rol de  SNAP en la autofagia, para lo cual 

resta mucho trabajo por hacer y los resultados presentados en esta tesis constituyen un 

puntapié inicial. 

Dado que los procesos de  fusión de membranas son clave para la mayoría de los 

mecanismos de supervivencia celular, la mayor parte de las mutaciones que afectan a 

estos factores hacen que los animales no pueden sobrevivir hasta la edad reproductiva. 

Curiosamente, cuando sobreviven, son en muchos casos fértiles, lo que indica que los 

mecanismos compensatorios pueden superar el mal funcionamiento o ausencia de 

algunos factores (Schlüter et al. 2004). Pese a esto, podría esperarse que el mal 

funcionamiento de factores fundamentales y necesarios para la secreción afecte a las 

gametas y consecuentemente a la fertilidad.  

El hecho de que la deleci•n de  SNAP sea letal embrionaria en rat•n (Chae et al. 

2004) es un indicativo de que la  mutante M105I de los ratones hyh debe conservar un 

cierto grado de funcionalidad para el transporte intracelular y la exocitosis regulada. Es 

muy importante remarcar que, si bien se sabe que la proteína mutante  SNAP M105I  

resultó funcional en términos de la capacidad de unión al complejo SNARE y su 

desensamblaje mediado por NSF in vitro  (Chae et al. 2004), existe la posibilidad formal 

de que la proteína mutante pueda llegar a ser menos funcional en procesos que no han 

sido directamente probados en estos trabajos (Chae et al. 2004; Hong et al. 2004), y en 

muchas de las funciones emergentes citadas anteriormente (Ma et al. 2011; Lobingier et 

al. 2014; Zick et al. 2015), y/o hasta ahora desconocidas para  SNAP. De hecho, en la 

complejidad de un contexto celular, se demostró que la mutante  SNAP M105I no es 

completamente funcional, ya que la inhibición que causa en la reacción acrosomal de los 

espermatozoides hyh puede ser revertida por agregado de  SNAP wild type (Bátiz, De 

Blas, et al. 2009). Es probable que en el entorno celular, con muchas de sus proteínas 

interactuantes, la proteína mutante se comporte de modo diferente que la salvaje.  

El hecho de haber encontrado diversas alteraciones en las hembras hyh portadoras 

en homocigosis de la mutaci•n  SNAP M105I plantea dos escenarios posibles, no 
autoexcluyentes. La primera posibilidad es que la proteína mutante presenta cambios en 

su actividad in vivo para el proceso en estudio o no es completamente funcional, como 

sucede en el caso de espermatozoides (Bátiz, De Blas, et al. 2009). La segunda 

posibilidad es que, como se ha reportado en varios tejidos y tipos celulares, exista un 

hipomorfismo de  SNAP en el tipo celular/tejido de estudio,  y la disminuci•n en la 
cantidad de  SNAP resulte perjudicial para el normal desarrollo del proceso en estudio. 

Esto último resultaría fácil de probar desde el punto de vista metodológico, pero, para el 

caso de ovocitos, muy difícil desde el punto de vista operativo, dada la gran cantidad de 
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células necesarias para realizar un ensayo de Western blot, la baja disponibilidad de 

hembras hyh en edad reproductiva y la escasa cantidad de ovocitos ovulados por 

hembra.  

Por lo tanto, una posible disminuci•n en el nivel de expresi•n de  SNAP, incierta en 
ovocitos pero demostrada en células del cúmulus, conjuntamente con posibles cambios 

en la actividad in vivo y localización de esta proteína, podrían ser los determinantes 

críticos del fenotipo que hemos expuesto para las hembras hyh. Para dilucidar por cuál 

de estos mecanismos procede la alteración de los procesos observados son necesarios 

estudios complementarios. 

En resumen, nuestros hallazgos indican que el complejo  SNAP/NSF es requerido 

para la exocitosis de gránulos corticales en ovocitos de ratón, y que la mutación M105I en 

 SNAP conduce a una dramática disminución de la fertilidad por severos defectos 

multifactoriales de fertilidad en hembras de ratones hyh, enumerados en la Figura 6.3.   

 
 

 
 

Figura  6.3. Efectos de la mutación M105I en homocigosis sobre la fertilidad de las hembras hyh. A modo de 

resumen se incluyeron los efectos más notorios encontrados en las hembras hyh, sus ovocitos y complejos 

cúmulus ovocitos (COC) que pueden estar contriubuyendo a su fertilidad reducida. 

 

Comentarios finales 

Nuestra contribución al campo ha sido la de aportar elementos para tener un 

conocimiento más profundo acerca de un proceso poco estudiado desde lo mecanístico, 

como el de la exocitosis de gránulos corticales. Aún más, con un modelo animal mutante 

como herramienta, hemos podido demostrar la importancia de la proteína  SNAP en los 

aspectos reproductivos de hembras de mamíferos. Este primer abordaje abrió un abanico 

extenso de temas muy interesantes aún no explorados, que podrán en un futuro hacer 

valiosos aportes para la comprensión del proceso de fecundación y la fertilidad en 

general. 
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