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PREFACIO

La poblacion mundial estimada supera los 7,3 mil millones de personas (Poblacion
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
Organizaciéon 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 combinacién de ambos (Isaksson & Tiitinen 2004). Una gran proporcion 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 bioldégicos adn no
identificados por la ciencia y la medicina. Es por ello que resultan tan importantes los
estudios de investigacion basica en el campo de la reproduccion, a fin de conocer y
comprender como sucede el proceso normal, para mejorar la capacidad de diagnostico y
tratamiento, sin incurrir en practicas masivas tan invasivas y onerosas como las de FIV o
ICSI.

Como contrapartida, como dos caras de una misma moneda, los avances en la
investigacion basica de estos procesos reproductivos pueden resultar uUtiles a fin de
proveer herramientas para el desarrollo de nuevos métodos anticonceptivos, algo muy
importante dada la rapida expansion de la poblacién 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 describié brillantemente Thomas Kuhn
(Kuhn 1962), el avance en el conocimiento cientifico se logra a partir del trabajo de una
legion de investigadores que escudrifian aspectos limitados de un problema de la realidad
y dentro de una perspectiva compartida, realizando pequefios avances, pero muy
numerosos. Es entonces nuestro proposito, mediante este trabajo de tesis doctoral,
intentar contribuir con una pequefia gota a mejorar la comprension del océano que

representa el proceso de fecundacion en el origen de un nuevo individuo.



RESUMEN

La exocitosis de granulos corticales (EGC) es un tipo de secrecion regulada por Calcio
gue involucra un proceso de fusibn de membranas esencial para la fecundacion. Luego
de la fusion del espermatozoide, los granulos corticales son exocitados y liberan su
contenido al espacio perivitelino. Esta secrecién difunde hacia la zona pellcida, y la
transforma en una barrera fisica, evitando asi la poliespermia, y asegurando un desarrollo
embrionario normal. El mecanismo molecular qgue media la fusién de membranas durante
la EGC se encuentra escasamente caracterizado y se cree que es mediado por la via 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),
proteinas clave en la via de las SNARE, median la EGC en ovocito. El analisis de la
expresion génica mostré que a SNAP, y SNAP y NSF se expresan en ovocitos de raton.
Ensayos de Western blot mostraron que la expresion de estas proteinas se mantiene en
niveles similares durante la maduracién y activacion temprana del ovocito. Su localizacion
fue observada principalmente en la region cortical, enriquecida en GC. Para evaluar la
funcion de estas proteinas en la EGC, se perturb6 a las SNAP y NSF enddgenas previo a
la activacion de ovocitos en metafase Il. La microinyeccion de a SNAP salvaje y de la
mutante dominante negativa L294A de a SNAP inhibi6 la EGC estimulada por Estroncio.
NEM, un inhibidor irreversible de NSF y la microinyeccién de la mutante dominante
negativa D1EQ de NSF inhibieron la EGC. La microinyeccion de los anticuerpos anti-a
SNAP y anti-NSF fueron capaces de inhibir la EGC. Para comprender el rol de a SNAP
en la fertilidad femenina, utilizamos la cepa de ratones hyh (Aydrocephalus with hop gar),
portadora de una mutacion puntual (M105I) en el gen de a SNAP. Debido a que el raton
knockout para a SNAP es letal embrionario, los ratones hyh proveen un modelo Unico
para el estudio de su funcion /n vivo. Los resultados obtenidos indicaron que las hembras
hyh presentan una severa reduccion en su fertilidad debido a una combinacion de
defectos producidos por la proteina mutada. Nuestros resultados revelan que a SNAP, y
SNAP y NSF son expresados en ovocitos de raton, que a SNAP y NSF son requeridos
para la EGC y que la mutacion M105I en a SNAP conduce a defectos multifactoriales en
la fertilidad de las hembras hyh. Estos datos demuestran por primera vez que a SNAP y

NSF juegan un rol importante en la reproduccion femenina.



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 a and y SNAP (but not B), 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 Il oocytes. The microinjection of wild type a SNAP and L294A mutant of a
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-a SNAP and anti-NSF antibodies was able to abolish CGE.
Furthermore, in an attempt to further understand the role of a SNAP in female fertility, we
used a spontaneous mutant mouse model for a SNAP known as hyh (hydrocephalus with
hop gait), carrying a point mutation M105I. Due to a SNAP knockout mice is embryonic
lethal, the hyh mice provide a unique /7 vivo model for in-depth research of a SNAP
function. We have demonstrated that hyh female mice exhibit strongly reduced fertility
parameters. Our findings revealed that a SNAP, y SNAP, and NSF are expressed in
mouse oocytes, that a SNAP and NSF are required for CGE and that M105] mutation in a
SNAP leads to multifactorial fertility defects in hyh female mice. These data demonstrate

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

1.1. Secrecién constitutiva y regulada

La fusibn de membranas es un proceso universal en las células eucariotas. La
formacion y fusion de organelas membranosas constituye la base de todos los procesos
de la vida. Cada uno de estos procesos se basa en la ejecucion ordenada de la fusion de
membranas (Rothman 2009): desde la organizaciébn compartimental de las células mas
arcaicas, a la sofisticacion de eventos tales como la transmisién sinaptica, fecundacion e
inmunidad (Sudhof & Rizo 2011).

Todas las células eucariotas tienen organelas recubiertas por membrana que
permiten la compartimentalizacién y especializacion 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, asi como el transporte intracelular. El flujo
entre los distintos compartimentos es posible gracias a la existencia de vesiculas 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 vesicula. Este proceso de fusibn de membranas debe ser un
proceso especifico y finamente regulado, a fin de que la vesicula no sea entregada al
compartimento aceptor incorrecto.

Las membranas, ademas de compartimentalizar, aislan a las células de su ambiente
inmediato, siendo la exocitosis un proceso de gran importancia para vencer este
aislamiento. El trafico de vesiculas secretorias a la membrana plasmatica de células
eucariotas es esencial para el normal funcionamiento celular y constituye la base de la
comunicacion celular en organismos multicelulares (Lledo 1997).

Existen dos tipos de secrecidn, la constitutiva y la regulada, en ambos casos las
vesiculas migran a través del citoplasma, se acercan la membrana plasméatica y se
fusionan con ella liberando su contenido al espacio extracelular.

Las vias de secrecidn constitutiva existen esencialmente en todos los tipos celulares,
y son utilizadas por las células eucariotas para transportar proteinas solubles y de
membrana hacia la membrana plasmética y el exterior con el fin de mantener el
crecimiento, supervivencia y diferenciacion celular (Kelly 1985). Este tipo de exocitosis se
caracteriza porque las proteinas transportadas en las vesiculas son secretadas
continuamente y no requieren de un estimulo externo (Gondré-Lewis et al. 2012).
Mediante esta via son secretadas moléculas extracelulares como proteinas plasmaticas,

anticuerpos, componentes de la matriz extracelular, etc. (Burgoyne & Morgan 2003).



En muchos tipos celulares también existe un segundo tipo de exocitosis, la cual esta
altamente regulada a fin de permitir la liberacion del contenido de las vesiculas o la
insercion regulada de nuevos componentes de membrana en respuesta a una sefal
fisioldgica, 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 vesiculas
sinapticas, de manera muy rapida y controlada, para mediar la neurotransmision.

La exocitosis regulada se encuentra presente ademas en una amplia variedad de
tipos celulares no neuronales, incluyendo células especializadas en secretar grandes
cantidades de contenido, como las células neuroenddcrinas, enddcrinas y exdcrinas, asi
como también tipos celulares en los cuales la exocitosis tiene una funcion mas
especializada y transitoria como son el espermatozoide y el ovocito. Estos ultimos
ejemplos demuestran la naturaleza indispensable de la exocitosis aun para la continuidad

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

1.2. Exocitosis regulada

La exocitosis regulada es una de las caracteristicas definitorias de las células
eucariotas, que subyace a muchas de sus funciones conservadas y esenciales, siendo
ademas 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 fecundacion, el proceso de
cicatrizacion y la neurotransmision, entre muchos otros.

En vertebrados, esta comunicacion célula-célula ocurre a cortas distancias y entre un
pequefio numero de células, como es en el caso de neuronas, o sobre distancias mucho
mas grandes, abarcando diferentes tipos de células y 6rganos, como es en el caso de la
sefializacion neuroendocrina.

Una caracteristica fundamental de todas las exocitosis reguladas, es que se trata de
un proceso rapido, independientemente del tipo de célula especializada que sea sujeto de
estudio (Graczyk & Rickman 2013). A nivel global, para todas las vesiculas secretorias en
una célula, la tasa de liberacion del contenido puede ser lenta y multifasica, pero a nivel
de vesicula Unica el proceso de fusion de membranas y liberacién del contenido ocurre a
tiempos muy rapidos (Oheim et al. 1998; Voets et al. 1999).

La secrecion regulada asegura a las células la capacidad de liberar una gran
variedad de sustancias al espacio extracelular en respuesta a sefales. Este proceso
depende del tipo celular estudiado y varia en cuanto a la naturaleza de la sustancia

secretada (neurotransmisores, neuropéptidos, enzimas digestivas, hormonas, etc.), a la



cinética de secrecidén (1 milisegundo para neurotransmisores; segundos a minutos para
hormonas) e incluso en el nimero de eventos que ocurren por célula durante el proceso
de secrecion (uno para el espermatozoide y multiples para neuronas)(Kasai et al. 2012).

Las sustancias almacenadas pueden ser neurotransmisores, polipéptidos como
glucagon o insulina, o proteinas enteras como enzimas digestivas, receptores de la
superficie celular o transportadores especificos. Como ya se ha mencionado, la liberacion
de estas sustancias permite la comunicacion intercelular a distancia mediante hormonas
endocrinas como la insulina o localmente mediante mediadores paracrinos 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
vesiculas, donde es almacenada en una forma osmdéticamente inerte. Estas vesiculas
son transportadas a través del citoplasma hacia la periferia celular cerca de la membrana
plasmatica donde permanecen listas para ser secretadas, aguardando la llegada del
estimulo que conduce a la exocitosis (Gondré-Lewis et al. 2012).

Durante la secrecion regulada, las sefiales extracelulares se transforman en
incrementos en la concentracién de Calcio intracelular (Barclay et al. 2012). Este
incremento de Calcio es sensado por la maquinaria de fusién y como consecuencia se
produce la fusién de la vesicula con la membrana plasmatica, permitiendo la liberacién de
su contenido al espacio extracelular, y la incorporacion de la membrana de la vesicula a
la membrana plasmética (Burgoyne & Morgan 2003). En células secretoras no
neuronales, ademas de Calcio participan otras sefiales 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 unicos, el mecanismo por el cual
procede la fusibn de membranas es altamente conservado de protistas a mamiferos
(Bennett & Scheller 1993; Ferro-Novick & Jahn 1994). Muchas de las moléculas que
pertenecen o estan asociadas con esta maquinaria de fusién han sido identificadas y
caracterizadas, e incluyen GTPasas de la familia Rab, componentes integrales de
membranas como proteinas SNARE y proteinas accesorias que interactlan con las
SNARE, como por ejemplo miembros de la familia SM (secip/Munc18-like), complexinas,
sinaptotagminas, NSF y a-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 fusibn de las vesiculas secretorias con la membrana plasmética. La



descripcion de estas etapas en la exocitosis ha resultado en algunas confusiones en la
literatura debido a diferentes usos de la terminologia o debido a las limitaciones de los
estudios de microscopia electronica (Burgoyne & Morgan 2003). En este campo de
estudio, existen multiples nomenclaturas para definir estos eventos, que varian segun el
modelo celular con el que se trabaje y el enfoque utilizado (electrofisiolégico, bioquimico,
morfoldgico). En esta tesis definiremos al proceso de exocitosis en cinco pasos
secuenciales: reclutamiento, tethering, docking, priming y fusién. Inicialmente, las
vesiculas son reclutadas a la cercania de la membrana y se establecen entre ellas
interacciones tempranas y laxas, este proceso se conoce como fethering. Si el tethering
es productivo, es seguido por un paso conocido como docking de las vesiculas,
caracterizado por una interaccibn mas fuerte y espacialmente mas cercana de las dos
membranas comprometidas en la fusion. Una vez que estan unidas “en dock’, las
vesiculas sufren una serie de reacciones preparatorias conocidas como priming. Luego
de este periodo de maduracién que constituye el priming, las vesiculas estaran listas para
fusionarse con la membrana plasmatica, a la espera de la sefial correspondiente. Si bien
este periodo de maduracion no es comprendido en su totalidad en términos moleculares,
se considera priming a todos los mecanismos moleculares que facilitan la fusiébn, como
por ejemplo el desensamble de complejos ¢/is-SNARE, el ensamblaje de la maquinaria de
fusién y reorganizacion del citoesqueleto de Actina, etc. (Kasai et al. 2012; Burgoyne &
Morgan 2003; Sdllner 2013). Finalmente, el arribo de la sefial estimulatoria conduce a la
fusién de las vesiculas maduras con la membrana plasmética (Verhage and Sorensen,
2008) (Fig. 1.1). Como se menciond anteriormente, esta secuencia no es universal ni ha
sido establecida en todos los sistemas, sino que corresponde a los términos mas

utilizados en la mayoria de los trabajos citados.
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Figura 1.1. Etapas de la fusi6n de membranas en vesiculas sinapticas. Luego de su formaciéon, las vesiculas

son reclutadas a la cercania de la membrana plasmatica, donde algunas se asocian de manera laxa



(fethering), a la que le sigue un anclaje o interaccion mas fuerte y cercana (docking). Posteriormente, las
vesiculas sufren reacciones de maduracion, luego de las cuales estaran listas para ser exocitadas (priming),
en respuesta a un estimulo. En presencia del estimulo, rapidamente ocurre la fusion y la liberaciéon del
contenido de la vesicula al espacio extracelular. En células secretoras tipicas, luego de la fusién de la
vesicula con la membrana plasmatica se produce el reciclaje de membranas y parte de la maquinaria proteica
de fusién a través de un proceso de endocitosis. Por ejemplo, en neuronas luego de la exocitosis, las
membranas que pertenecian a las vesiculas sinapticas y se incorporaron a la membrana plasmatica son
endocitadas, recicladas y luego rellenadas (upfake y llenado) con neurotransmisores para sufrir una nueva

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

1.2.2. Proteinas que participan en la exocitosis
1.2.2.1. Proteinas SNARE

Las proteinas SNARE (del inglés, soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor: receptores de SNAP) gobiernan la mayoria de los procesos
de fusidbn de membranas, y todas las vias de secrecion y endociticas estudiadas de
levaduras a mamiferos requieren de esta familia de proteinas (Jahn & Sudhof 1999; Lin &
Scheller 2000; Pelham 1999). El genoma humano contiene 36 genes para proteinas
SNARE de los cuales 21 tienen genes ortélogos en levaduras (Jahn & Stdhof 1999; Bock
et al. 2001).

Las proteinas SNARE son una superfamilia de proteinas diversas, tipicamente con
un 20-30% de identidad de secuencia dentro de los miembros (Rothman 2009). Son
proteinas pequenas, con un peso molecular de entre 10 y 35 kDa (Jahn 2004), cuya
caracteristica comun es la presencia del motivo SNARE. Los motivos SNARE son
secuencias conservadas evolutivamente de 60-70 aminoacidos compuestos por
repeticiones de 7 amino&cidos, que tienen una alta propension a formar motivos corled
coil (motivos a-hélice enrollados), y frecuentemente preceden la region C-termimal de la
proteina (Rizo & Sudhof 2002).

Mucho de lo que se sabe sobre la funcion de estas proteinas proviene del estudio de
las SNARE sinapticas, que incluyen la proteina de vesicula sindptica Sinaptobrevina o
también conocida como VAMP (del inglés, vesicle-associated membrane protein) y las
proteinas de membrana plasmatica Sintaxina 1 y SNAP-25 (del inglés, synaptosomal-
associated protein of 25 kDa; sin relacion con las SNAP que se veran en seccion 1.2.2.4).
En base a la homologia de secuencia y estructura de dominios, todas las SNARE
conocidas de mamiferos han sido categorizadas como miembros de las familias de estas
SNARE sinapticas (Chen & Scheller 2001).

La mayoria de las SNARE estan ancladas a membrana en sus extremos C-terminal y
contienen un Unico motivo SNARE. La excepcidn a esta estructura general la constituye

la proteina SNAP-25 y sus homologas (SNAP-23, -29 y -47), en las cuales no hay



dominios transmembrana (la union a membrana puede ser mediada por modificaciones
post-traduccionales hidrofébicas), y poseen ademéas 2 motivos SNARE (Sudhof & Rizo
2011).

Entre las SNARE sindpticas, VAMP es la mas simple y estd compuesta por una
secuencia amino-terminal corta de unos pocos aminoécidos, un motivo SNARE vy 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 region conectora conocida como
linker, que sirve de anclaje a membrana via palmitoilacion en residuos de cisteina. Por su
parte, Sintaxina-1 y sus homdlogos, son moléculas mas complejas, que contienen una
secuencia amino-terminal conservada, seguida por un dominio que se pliega sobre si
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 proteinas se ensamblan formando una
estructura de cuatro a-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 (Séllner, Bennett, et al. 1993; Sutton et al. 1998) y es resistente
al calor y al dodecilsulfato sédico (SDS) (Sutton et al., 1998).
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Figura 1.2. Estructura del complejo SNARE sinaptico. a. Diagrama esquematico de las estructuras de
Sintaxina-1, SNAP-25 y VAMP (Habc: dominio Habc; TM: regiéon transmembrana). Imagen modificada de



Sudhof & Rizo 2011. b. El diagrama de lazos representa la estructura cristalina del nacleo del complejo
SNARE vy la estructura RMN del dominio amino-terminal Habc de Sintaxina-1. El dominio Habc esta coloreado
en naranja y las SNARE estan 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 estan insertas en la vesicula
sinaptica y la membrana plasmatica respectivamente. Las lineas curvas representan secuencias cortas que
conectan los motivos SNARE y las regiones transmembrana, asi como también la regiéon conectora entre el
dominio Habc y el motivo SNARE de Sintaxina-1. Imagen modificada de Rizo & Sudhof 2002.

Las proteinas SNARE fueron inicialmente categorizadas como v-SNARE y t-SNARE
basadas en su localizacion segun estuvieran en la vesicula (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 sinapticas,
Sintaxinal y SNAP-25 son Q-SNARE, mientras que VAMP, también llamada
Sinaptobrevina, es una R-SNARE.

Dentro del complejo SNARE se distinguen por sus caracteristicas estructurales
cuatro clases de motivos SNARE: R, Qa, Qb, y Qc (Kloepper et al. 2007). Todos los
complejos SNARE fisiol6gicos estan compuestos por uno de cada uno de estos cuatro
grupos de SNARE, es decir que el atado de las cuatro a-hélices esta 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.
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Figura 1.3. Q-SNARE y R-SNARE. Izq. Representacion esquematica de nucleo de SNARE neuronales en

C

diagrama de lazos (azul, rojo y verde para VAMP2, Sintaxina-1 y SNAP-25 respectivamente). Las capas (-7
hasta +8) en el nlcleo indican las uniones virtuales del las uniones entre las posiciones Ca 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 proteinas SNARE se ensamblan desde una direccibn amino- hacia
carboxi-terminal, en lo que se conoce como SNAREp/n o complejo frans-SNARE, debido
a que las proteinas interactuantes residen en membranas opuestas. De este modo el
ensamblaje o zjppering (del inglés, zjpper. cierre relampago) acerca las membranas que
se van a fusionar. El zjppering completo del complejo trans-SNARE puede llevar a la

fusion, y la consecuente apertura del poro de fusion (Fig. 1.4).
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Figura 1.4. Fusion de membranas: complejos #rans- y cissSNARE. Se muestra un complejo SNARE
ensamblado parcialmente en configuracion #rans (1zqg.), el cual puede inducir la fusion de la membrana si el
ensamble o zjppering se completa, formandose el poro de fusion (Der.). En ese caso, los complejos SNARE
guedan en configuracién cis, es decir del mismo lado de la membrana. Las SNARE estan 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 estdn completamente fusionadas
y los complejos SNARE son ahora denominados c¢/s-SNARE, ya que las proteinas
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
accion de dos proteinas: la ATPasa NSF (del inglés, N-ethylmaleimide-sensitive factor.
factor sensible a A-etilmaleimida) y su proteina adaptadora SNAP (del inglés, soluble
NSF attachment protein: factor soluble de unidon a NSF) (Sdliner, Whiteheart, et al. 1993;
Sollner, Bennett, et al. 1993), las cuales fueron inicialmente descubiertas como factores
esenciales para el transporte en el Golgi. Las proteinas SNAP se unen al complejo
SNARE con alta afinidad (no asi a las SNARE monoméricas) (McMahon & Sidhof 1995),
y permiten de ese modo actuar de puente para que la NSF se una al complejo y pueda
desensamblarlo con gasto de energia (Fig. 1.5). De este modo las proteinas SNARE
guedan en su estado monomeérico, aptas para una nueva ronda de fusion.

En referencia a la energia necesaria para vencer la barrera energética de la fusién
de membranas, la evidencia actual sugiere que es la formacion del complejo SNARE
qguien promueve la fusion de las membranas interactuantes por simple fuerza mecanica,
ya que es un proceso exergonico. De este modo, se cree que la energia liberada durante
el ensamblaje del complejo SNARE provee la fuerza para vencer la energia de activacion
necesaria para la fusion de las bicapas lipidicas (Hua & Scheller 2001). En este sentido,

los SNARE son considerados como los “motores” de la fusion.
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Figura 1.5. Ciclo de ensamble y desensamble del complejo SNARE en exocitosis de vesiculas sinapticas.

Sintaxina existe en una conformacion cerrada que necesita abrirse para iniciar la formacién del complejo
SNARE. El zijppering de las SNARE en el atado de cuatro a-hélices hacia el carboxi-terminal acerca las
membranas de la vesicula y la membrana plasmatica. Luego de la fusién, NSF y las SNAP desensamblan el
complejo ¢/issSNARE que permanece del mismo lado de la membrana, a fin de reciclar las SNARE para otra
ronda de fusién. Imagen modificada de Sudhof & Rizo 2011.

Actualmente se cree que todos los complejos SNARE se ensamblan de manera
similar y median la fusion por el mismo mecanismo general (Sudhof & Rizo 2011).

La nocion de que las SNARE son proteinas esenciales para la fusion de membranas
surgi6 al identificar que estas proteinas son blancos de las neurotoxinas de Clostridium
que causan tétanos y botulismo (Sutton et al., 1998) y provocan el bloqueo de la
liberacion de neurotransmisor (Schiavo et al. 1992; Hunt et al. 1994; O’Connor et al.
1997). Estas neurotoxinas, denominadas toxinas tetanica (TeTx) y botulinicas — siete
isoformas estructuralmente relacionadas (BoNT/A, B, C1, D, E, F y G) —, clivan en sitios
especificos a las SNARE cuando se encuentran monomeéricas 0 ensambladas
parcialmente, blogueando 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 protedlisis mediada por neurotoxinas (Sutton et al.,
1998). Posterior a estos primeros analisis mostrando la importancia funcional de las
SNARE sinapticas, se realizaron estudios genéticos por los cuales se demostré
adicionalmente que la interferencia en la integridad de la estructura del complejo SNARE
por varias mutaciones en SNARE neuronales inhibi6 la exocitosis en vesiculas sinapticas
(Littleton et al. 1998; Rao et al. 2001; Wei et al. 2000; Fergestad et al. 2001).

Muchos avances se han realizado respecto a la fusion de membranas, sin embargo
aun no se conoce con exactitud como se regula la especificidad en la formacion de

complejos SNARE, dada la promiscuidad del ensamblaje observada /n vitroy la presencia



de multiples sets de SNARE presentes en diferentes organelas. En la actualidad se ha
postulado que la formacion de complejos franssSNARE es regulada principalmente por
cuatro grupos de proteinas: Muncl3 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 fusion de las bicapas lipidicas, NSF
desensambla el complejo SNARE a fin de reciclar las proteinas SNARE para otra ronda
de fusion (Block et al. 1988; Fleming et al. 1998; Tagaya et al. 1993; Whiteheart et al.
1994) (Fig. 1.5). NSF utiliza la energia de la hidrélisis de ATP para disociar el complejo
SNARE en la membrana post-fusion, y también es capaz de desensamblar los complejos
t-SNARE no productivos a fin de que estén disponibles para la fusién de las bicapas
lipidicas (Matveeva & Whiteheart 1998). La ATPasa NSF no se une directamente al
complejo SNARE para su desensamble, sino que requiere de las proteinas SNAP como
adaptadoras, que pueden unirse tanto a NSF como al complejo SNARE (Fig. 1.5). a
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, a SNAP se une a todos los
complejos SNARE ternarios, asi como también a los binarios que solo contienen t-
SNARE (Vivona et al. 2013). En resumen, a SNAP recluta a NSF al complejo SNARE y
estimula su actividad ATPasa, lo que se traduce en un cambio conformacional en NSF
gue permite desensamblar el complejo SNARE (Burgoyne & Morgan 2003).

La estructura cristalina del ortdlogo de levadura a SNAP muestra que la proteina es
un solenoide a-helicoidal que esta coronada por un dominio helicoidal globular C -terminal
(Rice & Brunger 1999). Estudios de microscopia electronica muestran que la union de a
SNAP al complejo SNARE, que tiene forma de barra, incrementa el tamafio de la barra en
ancho, pero no en el largo, lo que sugiere que el solenoide de a SNAP se une a lo largo
del complejo SNARE envolviéndolo (Hohl et al. 1998) (Fig. 1.6).
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Figura 1.6. Modelo propuesto de unién SNAP-complejo SNARE. Se muestra un diagrama 3D de proteinas,

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



los residuos basicos de a SNAP cuya mutacion reduce la union al complejo SNARE. Imagen modificada de
Marz et al. 2003.

Luego de que a SNAP se ha unido al complejo SNARE, se produce la union de NSF
a las SNAP. El ensamble de NSF-a SNAP-complejo SNARE es conocido como “complejo
20S” (Fig. 1.7), y ha sido estudiado tanto bioquimica como estructuralmente. La masa
molecular del complejo 20S, la cual fue obtenida por ensayos de microscopia electronica,
y un analisis cuantitativo de los aminoacidos de las bandas de NSF y a SNAP aisladas
por SDS-PAGE de complejos 20S purificados, sugirieron la presencia de tres moléculas
de a SNAP (Wimmer et al. 2001). Adicionalmente, estudios de reconstruccion del
complejo 20S por microscopia crioelectronica (cryo-EM) resultaron consistentes con la
presencia de 3 moléculas de a SNAP unidas al complejo SNARE (Furst et al. 2003;
Chang et al. 2012).
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Figura 1.7. Complejo 20S. Diagrama esquemético del complejo 20S formado por: el complejo ¢/s-SNARE, 3
moléculas de a SNAP y un hexadmero de NSF. El dominio N-terminal de NSF interactia con el dominio C-
terminal de a SNAP. El /oop hidrofébico de a 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 interaccion. Imagen modificada de Hong 2005.

Estudios biofisicos recientes han demostrado que, en ausencia de NSF, a SNAP se
une a una variedad de complejos SNARE purificados sin anclaje a membrana, en una
estequiometria 1:1 (Vivona et al. 2013; Shah et al. 2015). Estos constituyen resultados
sorprendentes dado que, como fue descripto, los datos bioquimicos y estructurales
anteriores sugieren que el complejo de 20S contiene tres copias de a SNAP (Marz et al.
2003; Hohl et al. 1998; Wimmer et al. 2001; Furst et al. 2003; Chang et al. 2012). La
observacién de que una unica molécula de a SNAP se une al complejo SNARE en

solucion sugiere que hay un sitio de union preferido. En cuanto a la naturaleza de este



sitio, el hecho de que a SNAP sea capaz de unirse tanto a complejos SNARE ternarios
como a los binarios formados por las t-SNARE, podria ser un indicativo de que el sitio
preferido sea una superficie creada por la asociacion de los componentes t-SNARE
(Vivona et al. 2013). Es entonces posible que, aunque solo se detecta un sitio de union
para a SNAP en el complejo SNARE, existan otros sitios de union al complejo presentes,
pero que estos sean probablemente demasiado débiles como para ser detectados en los
ensayos de union en solucion realizados en estos dos trabajos (Vivona et al. 2013; Shah
et al. 2015). De hecho, en un estudio reciente afirman que, aunque sélo una molécula de
a SNAP parece unirse al complejo SNARE en solucién, son requeridas tres moléculas de
a SNAP para la actividad completa de NSF sobre su sustrato y ademas, 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 a SNAP monomérica casi a saturacion en
ensayos /n vitro, basados en el dequenching de fluorescencia (Cipriano et al. 2013).

Por otro lado, se sabe que a SNAP inmovilizada (no en solucién) es capaz de
interactuar con NSF, independientemente del complejo SNARE, como lo muestra el
incremento en la actividad de hidrolisis de ATP por NSF, en presencia de a SNAP
(Barnard et al. 1997; Morgan et al. 1994; Steel & Morgan 1998). A su vez, cuando el
complejo SNARE esta presente, la hidrolisis de ATP esta ain mas aumentada (13 veces)
(Shah et al. 2015). Esto avalaria la idea de que, si se necesitan multiples moléculas de a
SNAP para estabilizar una conformacién de NSF que hidrolice el ATP eficientemente, el
complejo SNARE podria colaborar en la organizacién de las moléculas de a SNAP y NSF
en un rearreglo productivo, lo que esta sugerido por ensayos de cryo-EM que muestran
gue la porcion N-terminal del complejo SNARE podria llegar a interactuar con el N-
terminal de NSF (posiblemente con los /oops del poro de los dominios D1) y con a SNAP
en el complejo 20S (Zhao et al. 2015; Shah et al. 2015).

La naturaleza de la fuerza de transduccidon necesaria para el desensamble del
complejo SNARE vy el rol de las multiples moléculas de a SNAP en este proceso son aun
desconocidas. Sin embargo, dos trabajos recientes proponen que los dominios N-terminal
de NSF por sobre el anillo D1, que cambian su conformacion segun estén unidos a ADP
o ATP, estarian 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 hidrélisis de ATP, y esto permitiria el

desensamble y la obtencion de las SNARE monomeéricas.



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

Las proteinas SM (del inglés, secip/Munci8-like) son junto con las SNARE
esenciales para la fusion. Sin ellas, la fusion de membranas no puede ocurrir
fisiolégicamente, y es sabido que mutaciones en las proteinas SM pueden bloquearla por
completo (Hosono et al. 1992; Ossig et al. 1991; Schekman 1992; Harrison et al. 1994;
Verhage et al. 2000). Son proteinas citosolicas e hidrofilicas compuestas por secuencias
conservadas de aproximadamente 600 aminoacidos, que se pliegan en forma de arco
(Misura et al. 2000) (Fig. 1.8. b-d).

La primera proteina SM identificada, UNC-18, fue descubierta en ensayos de
screening genético de fenotipos descoordinados de C. elegans (Brenner 1974); Secl fue
luego identificada en la basqueda de genes involucrados en la via secretoria de levaduras
(Novick et al. 1980). El genoma humano posee 7 homologos de Secl/ UNC-18 (Bock et
al. 2001), tres de los cuales, Muncl8-1, Muncl8b (también llamado Muncl8-2), y
Munc18c (también llamado Muncl8-3), estan 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 nSecl o RbSecl) fue aislado en virtud de su capacidad
de unirse a Sintaxinal y es absolutamente requerido para la exocitosis sinaptica, dado
gue su delecion en ratén abole completamente la liberacién de neurotransmisor (Verhage
et al. 2000).

A pesar del rol fundamental de las proteinas SM en la fusibn de membranas, que
fue sugerido por los primeros estudios de Muncl18-1 en exocitosis sindptica luego del
descubrimiento de las SNARE (Hata et al. 1993), la importancia de las proteinas SM fue
cuestionada durante mas de una década (Sudhof & Rizo 2011). La primera circunstancia
que contribuyé a este cuestionamiento fue sin dudas el hecho de que las proteinas
SNARE pueden inducir la fusién de liposomas in vitro, sin la presencia de proteinas 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 fisiologicas, incluyendo menores
concentraciones de proteinas SNARE que las utilizadas en este tipo de ensayos, las SM
sean dispensables. El segundo de los motivos fue que la bioquimica de la interaccion
SM/SNARE fue muy confusa durante mucho tiempo y no encuadraba en un modelo
simple (Dulubova et al. 1999).

Las proteinas SM se asocian con las proteinas SNARE de multiples formas. En los
primeros estudios de interaccion se demostré que Muncl8 era capaz de unirse a la

conformacion cerrada de Sintaxina-1 (Fig. 1.8.b). La Sintaxina-1 tiene una region N-



terminal que incluye el dominio Habc (Fig. 1.8.a), el cual forma un atado de 3 a-hélices,
que en la conformacién cerrada, se une intramolecularmente a su motivo SNARE
(Dulubova et al. 1999). Cuando la Sintaxina esta cerrada, la proteina 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 solo la Sintaxina dentro la superfamilia de las
SNARE puede asumir esa estable conformacion intramolecular cerrada, sin embargo,
esta estructura revela una caracteristica de las proteinas SM: estan fundamentalmente
“disefadas” para abrazar a un atado de cuatro a-hélices, el que puede ser del complejo
SNARE como se describe mas abajo (Rothman 2009).

Debido a que la conformacion cerrada de Sintaxina es incompatible con la formacién
del complejo SNARE (Misura et al. 2000), ya que involucra el motivo SNARE necesario
para el ensamblaje, se sugiri0 que las proteinas SM actuaban como reguladores
negativos o inhibidores de la maquinaria de fusién (Wu et al. 2001). En contraposicion a
estas observaciones, los estudios funcionales y de screening de genes vinculados a la
fusidn aportaron informacion acerca de que las proteinas SM eran requeridas en todos
los procesos de fusion (Novick et al. 1980; Brenner 1974). Sumado a ello, y de manera
muy importante, el knockout en ratones de Munc18 causa pérdida de funcién, en lugar de
ganancia de funcién (Verhage et al. 2000), incluso con un efecto mas marcado que para
la delecién de VAMP/sinaptobrevina (Schoch et al. 2001). Cabe destacar que los ratones
deficientes en Munc18-1 estan totalmente paralizados y mueren inmediatamente después
del nacimiento (Verhage et al. 2000).

Este rompecabezas mecanistico se pudo resolver, al menos para la fusion en
mamiferos, cuando se demostré un segundo mecanismo de interaccion entre las
proteinas SM y SNARE, explicando cémo las proteinas SM podian promover la fusion
(Yamaguchi et al. 2002; Dulubova et al. 2002). En este caso, las proteinas SM a traves
de su l6bulo N-terminal se pueden unir a Sintaxina por una secuencia peptidica 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 permitiria
potencialmente que las proteinas SM colaboren con en el ensamblaje y la organizacion
espacio temporal del complejo SNARE, estimulando de este modo la fusién, mediada por
la inmovilizacién 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 proteinas SNARE. a. Diagrama esquematico de la estructura y
dominio de Sintaxina-1 y sus sitios de unién a proteinas SM (Habc, dominio Habc; TM, regidn
transmembrana). b y c. Esquema de los dos modelos de interaccion de la proteina SM Muncl8 con las
proteinas SNARE durante la exocitosis sinaptica. La union de Munc18 a la conformacion cerrada de Sintaxina
ocluye el motivo SNARE (b), mientras que la unién de Muncl8 al complejo frans-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 a hélices del complejo, como lo hace cuando “abraza” la conformacién cerrada de
Sintaxina. d. Estructura atémica del complejo SNARE ensamblado por completo. La Sintaxina-1A, el dominio
Habc y Munc18 conteniendo el dominio N-terminal de Sintaxina unido (celeste) estan dibujados a escala en
un diagrama de lazos. Nuevamente la flecha indica la posible interacciéon del l16bulo-N de Muncl8 con el
complejo SNARE ensamblado. MP: membrana plasmatica. Imagen modificada de Sudhof & Rizo 2011.

Actualmente no se conoce con exactitud de qué modo cooperan las proteinas SM
con el complejo SNARE para la fusién, pero un trabajo reciente propone un modelo
basado en ensayos de reconstitucion del modelo sinaptico (Ma et al. 2013). Como se ha
detallado anteriormente, Sintaxina-1 puede estar en su conformacion abierta o cerrada.
Munc18-1 se une a la forma cerrada de Sintaxina-1 por el dominio Habc, inhibiendo la
formacion del complejo SNARE, proveyendo de este modo un punto de regulaciéon. La
proteina Muncl3, por accion de su dominio MUN, cataliza la apertura de Sintaxina (Ma et

al. 2011). Cuando Sintaxina-1 estd abierta, se une a SNAP-25 formando los



heterodimeros Sintaxina-1-SNAP-25, que tienen gran heterogeneidad en cuanto a su
estequiometria. Este modelo (Fig. 1.9) postula que los heterodimeros Sintaxina-1-SNAP-
25 son convertidos a complejos Sintaxina-1-Muncl18-1, ya que el complejo SNAP-NSF
desensambla el heterodimero Sintaxina-1-SNAP-25, y Munc18-1 desplaza a SNAP-25.
Adicionalmente, Muncl13 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 Muncl3. Cabe destacar que en esta conformacién, Muncl8-1 primero se une a la
region N-terminal de Sintaxina-1, que es compatible con la formacién del complejo
SNARE, y luego se une al atado de cuatro a hélices del complejo SNARE (Xu et al.
2010).

Vesicula
sindptica

Figura 1.9. Modelo de la fusién de una vesicula siniptica con la membrana plasmaética, integrando los ocho
componentes principales de la maquinaria de fusién. (i) Sintaxina-1 (amarillo) en su conformacién cerrada
esta unida a Munc18-1 y en su conformacioén abierta unida a SNAP-25. Para ilustrar la heterogeneidad de los
heterodimeros Sintaxina-1-SNAP-25, se muestran dos complejos con estequiometria 2:1 o 4:1, pero también
existen complejos mas grandes. (ii) El modelo postula que los heterodimeros 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 #rans-SNARE junto con Munc18-1, conduciendo a un complejo SNARE parcialmente
ensamblado que continGa unido a Munc18-1 y Munc13 (iii)). En este estado las vesiculas estan listas para la
fusién y los complejos SNARE no pueden ser desensamblados por SNAP-NSF. Asi la Sinaptotagmina-1
puede gatillar rapidamente la fusion de la vesicula sinaptica en respuesta al Calcio (iv). Imagen modificada de
Ma et al. 2013.

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

accion de desensamble de SNAP-NSF, y permanecen unidas Munc18-1 y Muncl3, los



autores consideran que la vesicula esta lista para que, en respuesta a un estimulo, se
produzca la fusién. En presencia del estimulo de Ca?*, la proteina sensora de Calcio
Sinaptotagmina-1 une Ca?* a sus dominios C2 (Ferndndez-Chacén et al. 2001) y gatilla
rapidamente la fusién. De este modo, consideran que el arreglo en el cual Munc18-1,
Muncl13 y Sinaptotagmina-1 se asocian con el complejo SNARE podria estar ayudando al
acercamiento de las dos membranas y a colaborar a inducir la fusion.

La interaccion funcional entre SNAP-NSF y Munc18-1-Muncl13 descubierta en este
trabajo de Ma y colaboradores (Ma et al. 2013) sugiere que, ademas de su papel en el
desensamble de los complejos ¢/s-SNARE, el complejo SNAP-NSF tiene una importante
funcibn en guiar al sistema a la via productiva, desensamblando los heterodimeros
Sintaxina-1-SNAP-25. Durante mucho tiempo se creyo que los heterodimeros Sintaxina-
1-SNAP-25, podian constituir puntos de partida para la fusiéon, pero al ser tan
heterogéneos en su composicion y ser desensamblados por SNAP-NSF, deberian
constituir puntos de partida pobres para un proceso exquisitamente regulado como lo es
la liberacion de neurotransmisores. En contraste, el complejo de Sintaxina-1-Munc18-1
proporciona un punto de partida bien definido, susceptible de regulacion estricta por
varios factores, entre ellos Muncl3, y otras proteinas de zona activa, ademas de ser
resistente al desensamble por el complejo SNAP-NSF. Por lo tanto, la orquestacion del
ensamblaje del complejo SNARE sin interferencia del complejo NSF-SNAP puede
constituir una funcién general de las proteinas SM y sus factores asociados. Esta nocion
no excluye otras funciones propuestas para las proteinas SM y sus cofactores,
incluyendo la posibilidad de que cooperen con las SNARE para inducir la fusién
(Dulubova et al. 2007; Rizo et al. 2006).

1.2.2.3. Proteinas Rab

Las proteinas Rab son miembros de la superfamilia Ras de pequefias GTPasas
monomeéricas, presentes de levaduras a mamiferos, y son esenciales para mdltiples
procesos celulares. Estas proteinas tienen funcion en los diferentes pasos del trafico
vesicular en todas las vias secretoras y endociticas (Pfeffer 2001; Zerial & McBride 2001;
Segev 2001). A su vez, controlan una gran cantidad de procesos celulares vitales
incluyendo endocitosis y exocitosis de proteinas, sefalizacién intracelular, la
diferenciacion y el desarrollo.

De manera muy interesante, mientras que el nimero de diferentes SNARE, SNAP,
NSF y miembros de la familia de proteinas SM es mas o menos similar de levaduras a
humanos, el numero de proteinas 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



complejidad durante la evolucion, aparentemente no se requiere una amplificacién de la
maquinaria de fusién general, pero si de proteinas Rab, por lo que presumiblemente este
gran aumento de las Rab refleja un rol diferente, regulatorio del proceso (Burgoyne &
Morgan 2003).

Las proteinas Rab pueden interaccionar con membranas por modificaciones lipidicas
en su extremo C-terminal, generalmente por adicién de grupos geranilgeranilo. A nivel
subcelular, los distintos tipos de proteinas Rab se localizan en diferentes y caracteristicas
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 trafico de membranas.

Todas las pequefias GTPasas tienen secuencias aminoacidicas consenso que
pueden unir especificamente GDP y GTP. Como otras pequefias GTPasas, las Rab
funcionan como interruptores moleculares que oscilan entre su estado inactivo unido a
GDP (localizacién citosdlica) y su forma activa unida a GTP (localizacion de membrana).
En su forma unida a GTP, las Rab interactian con efectores rio abajo que regulan
diferentes pasos del trafico de membrana. Adicionalmente al ciclado GDP/GTP, las
proteinas Rab estdn también sujetas a una regulacion espacial a través de asociaciones
reversibles con sus membranas diana. Estos complicados mecanismos de regulacion
espacial y temporal de las actividades de las proteinas Rab, se cree que son los
encargados de asegurar la precision y fidelidad de los procesos de trafico de membranas.

Rab3 y Rab27 constituyen las dos subfamilias principales de proteinas Rab
directamente implicadas en la exocitosis regulada. Estas Rab se encuentran localizadas
en vesiculas y granulos 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 ylo docking de las vesiculas secretorias a la membrana
plasmética a través de la interaccion con distintos efectores (Kasai et al. 2005; Tsuboi &
Fukuda 2005; Tsuboi & Fukuda 2006). Ademas, estan involucradas en la formacion y/o

maduracion de las vesiculas secretoras (Fukuda 2008).

1.2.2.4. Proteinas SNAP

Las proteinas SNAP (del inglés, Soluble A-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF)
attachment proteins: proteinas soluble de union a NSF) fueron identificadas hace 25 afios
en un estudio de reconstruccion /n vitro del trafico de membranas intra-Golgi (Clary et al.
1990). Fueron identificadas como proteinas capaces de unirse a otra proteina necesaria
para la fusion de membranas del Golgi, la ATPasa NSF. Aunque las proteinas SNAP y

NSF fueron primeramente identificadas como importantes para el transporte intra-Golgi,



estan involucradas y resultan esenciales para una gran variedad de eventos de fusién de
membrana en diferentes organismos y tipos celulares. Algunos ejemplos lo constituyen el
transporte del reticulo endoplasmico (RE) al Golgi, fusion homotipica de endosomas y
membranas del RE, fusibn de vesiculas y granulos secretorios con la membrana
plasmatica, transcitosis entre membranas basolateral y apical en células polarizadas, asi
como también el transporte en la red de trans-Golgi de estas membranas (Stenbeck
1998). Estas proteinas actian de modo concertado, dado que la inhibicion de una de
ellas conduce a la acumulacién de vesiculas que son incapaces de fusionarse (Rothman
1994). Estudios posteriores revelaron que las proteinas SNAP sirven como adaptadores
para permitir la union de NSF a las proteinas SNARE (Wilson et al. 1992; Sdéliner,
Whiteheart, et al. 1993).

Las SNAP son una pequefia familia de proteinas que en mamiferos tiene 3
isdormas: a, B, y Y SNAP (Whiteheart et al. 1993), de las cuales, a SNAP ha sido la
mejor estudiada de las tres.

Son proteinas solubles con un peso molecular predicho de ~ 33 kDa para las
isoformas a y B (295 y 298 aminoacidos respectivamente) y ~ 34 kDa para la isoforma vy
de SNAP (312 aminoécidos), y son codificados por genes de copia Unica. a y y SNAP se
expresan de forma ubicua, mientras que la expresion de B SNAP esta restringida
principalmente a cerebro (Whiteheart et al. 1993; Nishiki et al. 2001).

a y B SNAP comparten la mas alta homologia (83% de la identidad aminoacidica),
mientras que y SNAP esta relacionada en una forma mas distante (20 % de identidad
aminoacidica) (Whiteheart et al. 1993).

El gen Secl7 de levaduras codifica para una proteina con una muy alta homologia
para a SNAP (Whiteheart et al. 1993), la cual puede sustituir a la proteina de mamiferos,
al menos en parte (Griff et al. 1992). Al igual que a SNAP, Secl17 ha sido implicada en
varios eventos de fusion ademas de en el transporte intra-Golgi, incluyendo: fusion
homotipica entre las membranas endosomales (Rodriguez et al. 1994) y entre vacuolas
(Mayer et al. 1996) de levaduras, asi como también en el targeting de vesiculas a la
superficie celular (Ikonen et al. 1995).

Existe una sola isoforma relacionada con o/ SNAP en Dictyostelium (protozuario
perteneciente al phylum Amoebozoa), plantas e invertebrados (Weidenhaupt et al. 2000).
Esto puede ser interpretado como un indicativo de que B SNAP aparecio en vertebrados,
quizas conjuntamente con el desarrollo del sistema nervioso. En roedores la expresion de
B SNAP en sistema nervioso comienza al nacimiento, mientras que a SNAP se expresa
durante todo el desarrollo embrionario, asi como también en animales adultos (Plschel et

al. 1994). Aunque a y B SNAP comparten una alta homologia, sus funciones no parecen



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 relacion a los eventos o
interaccion con componentes relacionados con la sensibilidad a CaZ* en exocitosis
regulada (Xu et al. 2002).

Como se enuncié con anterioridad, y SNAP muestra so6lo un ~ 20% de identidad
aminoacidica con respecto a las isoformas a y B, y tiene claramente un origen mas
antiguo, dado que genes homdlogos de y SNAP pueden ser identificados en plantas,
invertebrados y Dictyostelium (Weidenhaupt et al. 2000).

A diferencia del estudio de la contribuciéon de a 'y B SNAP al complejo SNARE en los
eventos de trafico de membrana, las funciones bioquimicas y celulares de y SNAP
permanecieron durante mucho tiempo pobremente estudiadas.

y SNAP es efectiva en la unién 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 a SNAP,
puede unirse a NSF independientemente de las SNARE (Tani et al. 2003). Se reportd que
Yy SNAP se asocia con los complejos SNARE via un sitio diferente que las isoformas a/f3
SNAP (Wilson et al. 1992). Adicionalmente se sabe que y SNAP, como lo hace a SNAP,
es capaz de estimular la exocitosis dependiente de Ca?+ en células cromafines (Morgan &
Burgoyne 1995), pero es incapaz de sustituir a a SNAP en el transporte del RE al Golgi
(Peter et al. 1998).

Ensayos de doble hibrido en levaduras revelaron que y SNAP interactuaba con Gaf-
1 (factor asociado a y SNAP-1) también llamada Ripll (del inglés, Rabll interacting
protein: proteina interactuante con Rabl11l). Gaf-1 no interactia con a ni B SNAP, y su
complejo con y SNAP no incluye a la proteina NSF. Ademas se sabe que Gaf-1 forma un
complejo con y Tubulina (Chen et al. 2001).

En un estudio independiente, se reporté que NSF era requerido para el desensamble
del complejo y SNAP/Gaf-1(Tani et al. 2003). En cuanto a su localizacién subcelular Gaf-
1 se ha reportado en mitocondrias (Chen et al. 2001) y endosomas (Tani et al. 2003),
sugiriendo un rol de y SNAP en la dindmica mitocondrial y/o endocitosis.

Muy recientemente se demostr6 que y SNAP promueve el desensamble de los
SNARE endosomales y es requerida para conservar la correcta morfologia, localizacion

intracelular y funciones de los endosomas (H. Inoue et al. 2015).



1.2.2.4.1. Estructura de las proteinas SNAP

Las tres isoformas de SNAP son moléculas altamente anfipaticas. Esta naturaleza
anfipatica es reflejada en el hecho de que, a pesar de ser solubles en ambiente acuosos,
presentan una inusual habilidad de unirse a matrices hidrofébicas como plastico o
fenilsefarosa, esta Ultima detectada por la interaccién hidrofébica cromatografica durante
su purificacion (Clary et al. 1990). Su unién al plastico, asi como también a sus
receptores especificos en membrana, los SNARE, inducen un cambio conformacional en
las SNAP, que las hace competentes para su union a NSF (Clary et al. 1990); esta unién
estimula la actividad ATPasa de NSF (Morgan et al. 1994). Sin embargo, se sabe que no
hay interaccion de las SNAP y NSF en solucion; en general Sec17/SNAP y Sec18/NSF
so6lo se unen el uno al otro si SNAP est4 unida a las SNARE o a una superficie plastica
(Clary et al. 1990).

Los motivos TPR (repeticion de tetratricopéptidos) han sido encontrados en
proteinas de todos los reinos y se sabe que median interacciones especificas entre
proteinas. De forma general los TPR son secuencias de 34 aminoacidos, que tienen
patrones de residuos hidrofébicos conservados, pero no asi los aminoacidos involucrados
(Sikorski et al. 1990; Lamb et al. 1995). La region N-terminal de las SNAP contiene cuatro
motivos TPR-/ike que, a diferencia de los TPR clasicos tienen “sub-repeticiones” menores
(Rice & Brunger 1999; Ordway et al. 1994). Fue sugerido que los motivos TPR-/ike de las
SNAP constituyen una subfamilia estructural distintiva (Andrade et al. 2000) o incluso ser
clasificadas como una familia separada de proteinas con “repeticiones aromaticas di-
alanina” (Bruckert et al. 2001).

Todas las SNAP contienen estructuras de tipo cofled-coil que se cree son las
mediadoras de la interaccion con la proteinas (Whiteheart et al. 1993). La mayoria de los
aminoacidos que difieren entre las dos isoformas mas cercanas a y B SNAP se
encuentran en el N-terminal de cada proteina, lo que es indicativo de su importancia para
la funcion.

Hasta el momento la proteina a SNAP de mamiferos no ha podido ser cristalizada,
por lo que su estructura tridimensional es desconocida, sin embargo, ha sido determinada
la estructura cristalina de su proteina homoéloga en mamiferos, Secl7p (Rice & Brunger
1999), y la de su isoforma mas lejana y SNAP (Bitto et al. 2008). Dado que las SNAP de
levaduras y mamiferos poseen una gran similitud, la informacion estructural de Secl17p es
comunmente utilizada para inferir caracteristicas estructurales de su homélogo de
mamiferos.

El dominio N-terminal representa una estructura elongada y enroscada formada por

nueve a-hélices (a1 a a9) de apenas 14 residuos, que forman 2 caras: la concava y la



convexa (Fig. 1.10). Con la excepcion de las a-hélice 1 y 2 que estan conectadas por una
region conectora (/oop) extendida, las otras a-hélices estdn conectadas por regiones
conectoras cortas de 2-5 aminoacidos. Ocho de estas a hélices forman pares que se
ubican de forma antiparalelas muy similares entre si (a2- a3, a4- a5, a6- a7, a8- a9) (Rice
& Brunger 1999). La curvatura de esta region N-terminal es similar a la fosa del complejo
core de las SNARE, lo que sugiere que las SNAP podrian envolver a este complejo (Rice
& Brunger 1999). La interaccion con las SNARE parece ser de tipo electrostatico, y los
sitios de union a proteinas SNARE han sido identificados como residuos cargados
positivamente en la cara céncava de la region N-terminal (Marz et al. 2003). El sitio de
union a Sintaxina esta restringido a la primer alfa hélice, cerca del extremo N-terminal de
la proteina (Barnard et al. 1996).

Por su parte, el dominio C-terminal es globular y esta4 formado por cinco a-hélices
(a10 a a14) (Fig. 1.10). a SNAP posee dos sitios independientes de union a NSF en sus
extremos N- y C-terminal, siendo los 45 aminoacidos mas cercanos al C-terminal los mas
importantes para la unién a NSF (Barnard et al. 1996). Adicionalmente, so6lo la region C-
terminal, en particular la leucina de la posicién 294, es capaz de estimular la actividad
ATPasa de NSF (Barnard et al. 1997).
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Figura 1.10. Estructura tridimensional de Secl7. Dos diagramas de lazos representando la estructura
cristalina de Secl7, rotados 180° sobre el eje principal de la proteina. Las nueve a-hélice del extremo N-
terminal (a1 a a9) forman una estructura enroscada que genera dos caras: la cara concava y la convexa. Las
cinco a-hélices del extremo C-terminal (a10 a a14), forman una estructura de tipo globular, la cual esta
dispuesta de modo asimétrico respecto a la regiéon N-terminal, creando una grieta entre una y otra cara de la

molécula. Imagen modificada de Rice & Brunger 1999.

a SNAP fue inicialmente identificada como una proteina soluble (Clary et al. 1990), lo
que no es universalmente cierto. A diferencia de lo que sucede en las neuronas y en las
células B pancreaticas, en las cuales a SNAP es mayoritariamente citosdlica (Kiraly-Borri
et al. 1996), en células alveolares tipo Il (Abonyo et al. 2003) y células cromafines esta
fuertemente asociada a membrana (Banaschewski et al. 1998).

Como ya se menciond con anterioridad, a SNAP es una molécula de naturaleza

anfipatica que ademdas de haber sido reportada su unidn a superficies plasticas



(Whiteheart et al. 1992; Morgan et al. 1994), se demostré que era capaz de unirse a
lipidos independientemente de las SNARE (Steel et al. 1997).

Basados en el modelo de homologia de a SNAP con Secl7, dentro de los 32
aminoacidos mas cercanos al N-terminal, existe una estructura tipo brazo que sobresale,
conformada por un /oop hidrofébico (residuos 27-32) cuyos aminoacidos estan altamente
conservados en Secl7/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 aromaticos se hunden en la membrana y anclan la proteina
a la membrana (Fig. 1.11), potenciando la eficiencia de a SNAP durante el
desensamblaje del complejo SNARE (Winter et al. 2009).
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Figura 1.11. Diagrama esquematico de la estructura cristalina de Sec17 de Saccharomyces cerevisiae. Esta
ilustracién indica que el /oop hidrofébico entre las primeras dos a-helices esta en contacto con la membrana.

Imagen modificada de Winter et al. 2009.

1.2.2.4.2. Fosforilacion de proteinas SNAP

Aunque existe una gran cantidad de datos de regulacién de las proteinas SNARE y
muchas de sus proteinas accesorias por fosforilacién (Snyder et al. 2006), existe escasa
informacién acerca de la regulacién por fosforilacion de las proteinas SNAP (Andreeva et
al. 2006).

Se reportd que a SNAP era fosforilada /n vitro por las quinasas CaMKIl (proteina
quinasa Il dependiente de Ca?*/Calmodulina) y por PKA (proteina quinasa A) (Hirling &
Scheller 1996). La fosforilaciéon de a SNAP por PKA disminuye su capacidad de union al
complejo SNARE por un orden de magnitud. A diferencia de a SNAP, B SNAP fue un
sustrato mucho menos eficiente para la fosforilacion (Hirling & Scheller 1996). Debido a
que la activacién por PKA generalmente estimula la secrecion, los autores propusieron
que la fosforilacion de a SNAP podria estar acelerando su disociacion del complejo
SNARE, y que seria el paso limitante del desensamble del complejo. En este caso, la
fosforilacion de a SNAP llevaria a un reciclaje mas rapido de las SNARE, incrementando

su disponibilidad para los eventos de fusion.



Un trabajo posterior (Matveeva et al. 2001) confirmé la habilidad de la CaMKII para
fosforilar a a SNAP, e identifico adicionalmente a a SNAP como sustrato de PKC
(proteina quinasa C), al menos /n vitro. Ademas, se reportd que tanto la CaMKIlI como la
PKC eran capaces de fosforilar /n vitroa y SNAP (Matveeva et al. 2001).

Conocer si las proteinas SNAP son fosforiladas o no /n vivo por éstas y/u otras
quinasas y su posible significancia funcional, constituye un tema de futuras

investigaciones.

1.2.2.4.3. a SNAP patrticipa de distintos tipos de exocitosis

a SNAP es un componente esencial de la maquinaria de fusion proteica responsable
en la regulacion de diversos tipos de fusion de membrana incluyendo procesos
exociticos. Existe evidencia funcional que avala el rol de a SNAP en la exocitosis de
neuronas (Rothman 1994; Sdéllner, Whiteheart, et al. 1993; Whiteheart et al. 1993),
células cromafines (Morgan & Burgoyne 1995), células PC12 (Banerjee et al. 1996),
células B pancreaticas (Kiraly-Borri et al. 1996; Nakamichi & Nagamatsu 1999),
espermatozoides (Tomes et al. 2005; Rodriguez et al. 2011), plaquetas (Chen, A.
Bernstein, et al. 2000; Lemons et al. 2000) y células alveolares tipo Il (Abonyo et al.

2003), entre otros ejemplos.

1.2.2.4.4. a SNAP y su relacién con la apoptosis

La apoptosis es el principal mecanismo de muerte celular programada, que ha
evolucionado eficientemente para eliminar células envejecidas y/o dafadas, sin
comprometer la arquitectura del tejido y sus funciones. La apoptosis es crucial para la
homeostasis de un organismo y su desregulacién tiene profundas consecuencias
fisiopatoldgicas (Cotter 2009; Hotchkiss & Nicholson 2006). Tanto sefales externas como
internas pueden activar la cascada apoptética. La via de sefalizacion externa es gatillada
por los receptores de membrana (Guicciardi & Gores 2009), mientras que la via de
sefalizacidén interna se encuentra tipicamente instigada por las mitocondrias o el RE
(Ferri & Kroemer 2001; Viana et al. 2010). Ambas vias de sefializacion activan una
cascada proteolitica basada en caspasas (Degterev & Yuan 2008; Thornberry & Lazebnik
1998) que conducen a profundos cambios bioquimicos y morfologicos en las organelas y
la membrana plasmética (Galluzzi et al. 2009).

El trafico vesicular intracelular representa un regulador emergente de la apoptosis,
que puede determinar el destino celular al participar en la transduccion de sefales y la
ejecucion de sefiales proapoptéticas (Aslan & Thomas 2009). Varios estudios han

revelado conexiones inesperadas entre las proteinas SNARE y el proceso de apoptosis.



Por ejemplo, la expresion de varios componentes de las SNARE fueron reportados como
reguladores de moléculas apoptéticas clave como p53 (Zhang et al. 2008) y caspasas
(Ho et al. 2009). Por otro lado, se ha reportado que las proteinas 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 a SNAP ha sido implicada en la regulacion de la
supervivencia celular dado que su sobreexpresion protegié a las células de apoptosis
inducida por las drogas citotoxicas estausporina (Nakajima et al. 2004) y cisplastina (Wu
& Chao 2010). Se reporto la interaccion directa entre a SNAP y BNIP1, un miembro de la
superfamilia de proteinas proapoptdéticas Bcl-2/BH3-only/BNIP! (Aouacheria et al. 2005;
Thomadaki & Scorilas 2006), via su dominio BH3 (Aoki et al. 2008), el cual es un sitio
comun para reguladores apoptoéticos. Ademas, BNIP1 contiene un dominio de homologia
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 mas bien ser esencial para la organizacién de la RE, dado
gue su sobreexpresion induce la agregaciéon RE, mientras que su deplecion conduce a
una desintegracion parcial RE (Aoki et al. 2008). Para los autores, la observacion de que
la apoptosis inducida por estausporina se viera retrasada cuando se sobreexpresé a
SNAP, podria sugerir que la union de a SNAP a BNIP1 abroga su actividad pro-
apoptética (Nakajima et al. 2004).

En un estudio mas reciente (Naydenov, Harris, Brown, et al. 2012), el cual es
consistente con los trabajos anteriores, se reportd que a SNAP tiene un efecto
antiapoptético, actuando como un importante regulador positivo de la supervivencia de
células epiteliales. En dicho trabajo se reportd que la deplecion de a SNAP induce la
apoptosis por mecanismos que involucran la disminucion en la expresion de la proteina
antiapoptética Bcl-21, el deterioro en las comunicaciones ER-Golgi, la desintegracion del
Golgi y la inhibicién del ensamblaje de las uniones celulares epiteliales por disminucién
de la expresion en proteinas de unidén. En este sentido, se desprende que la proteina a
SNAP es critica para la normal estructura y funcionamiento de estos compartimientos y
su habilidad de generar defensas antiapoptéticas. Esta actividad prosobrevida de a SNAP
resultd ser independiente de su compafiero NSF, dado que la disminucion de NSF no

afecto a la expresion de Bcl-2, ni indujo la apoptosis en células epiteliales.

! La familia de proteinas Bcl-2 incluye miembros tanto proapoptéticos como antiapoptéticos. La proteina Bcl-2

propiamente dicha tiene un efecto antiapoptotico (Garcia-Saez 2012).



Adicionalmente, existen evidencias indirectas de un rol prosobrevida de a SNAP /n
vivo, como por ejemplo el hecho de que la delecién de a SNAP en ratones (Chae et al.
2004) y Drosophila (Babcock et al. 2004) es letal embrionaria, y que los ratones hyh
(mutantes espontaneos naturales para a SNAP) estan caracterizados por una pérdida
importante de células neuroepiteliales, o que podria ser una consecuencia de una
apoptosis aumentada (Ferland et al. 2009).

Este rol novedoso para a SNAP puede ser fundamental para el estudio de
enfermedades, donde la pérdida o la disfuncién de este regulador de la fusion de
membranas pueda resultar en una muerte celular excesiva, y conduzca a una disrupcion

de la arquitectura normal del tejido.

1.2.2.4.5. a SNAP y contactos celulares

Las uniones intercelulares son una de las caracteristicas morfologicas mas
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. Aln
mas, las uniones son esenciales para determinar la polaridad &pico-basal de las células,
que determina los fenotipos de absorcion o secrecion (Giepmans & van ljzendoorn 2009;
Green et al. 2010). Han sido identificadas muchos tipos de uniones entre células de
epitelios de mamiferos incluyendo las uniones estrechas (TJ), uniones adherentes (AJ),
desmosomas y uniones tipo gap (Giepmans & van ljizendoorn 2009; Green et al. 2010;
Tsukita et al. 2001). Las uniones mas 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 estan determinadas
por proteinas integrales de membrana como la E-Caderina, el principal constituyente de
las uniones adherentes. En un trabajo reciente (Naydenov, Brown, et al. 2012) se report6
que a SNAP cumple importantes roles en controlar la integridad estructural de las AJy TJ
y en el desarrollo de la barrera paracelular. Esta conclusion es avalada por dos lineas de
evidencia. Una es el enriquecimiento de a SNAP en las AJ y TJ maduras, y su ciclado
entre la membrana plasmatica y el citosol durante la formacién y desensamblaje de los
contactos intercelulares. La otra evidencia es la pérdida de la funcion de barrera y
profundos defectos en la morfologia de las AJ y TJ, cuando se depletd la a SNAP de las
monocapas epiteliales. Este fenotipo representa uno de las mas severas disrupciones de
uniones apicales en epitelios de mamiferos, causada por la deplecion de una Unica
proteina. Esta deterioro de las uniones con el silenciamiento, fue acompafada por una

disminucién significativa de la expresibn de pl20-Catenina y E-Caderina, una



fragmentacion del Golgi y la disminucion de la expresion de GBF1, un intercambiador de
nucleétidos de Guanidina asociado al Golgi.

Cabe destacar que estos efectos fueron independientes de las funciones de NSF o la
induccién de la muerte celular. De este modo, los autores proponen que los mecanismos
moleculares que subyacen a esta regulacién por a SNAP podrian estar mediados por
mantener la integridad del Golgi y la expresion y el tréfico de las proteinas de las AJ.

Por otro lado, se reporté que a SNAP interactia con la subunidad a de la proteina G
heterotrimérica (Gal2) (Andreeva et al. 2005), y que elevados niveles de Gal2 y a SNAP
en células endoteliales estabilizan la Caderinas del endotelio vascular (VE-Caderina) en
la membrana plasmatica, mientras que la deplecién de a SNAP utilizando un ARNip (ARN
de interferencia pequefio o siRNA) resultdé en una pérdida de VE-Caderina de la
superficie celular, causando la disrupcion de las uniones adherentes basadas en VE-
Caderina (Andreeva et al. 2005).

Adicionalmente, se sabe que la mutacion M105| de los animales hyh (seccién
1.2.2.4.7) conduce a una reduccion en los niveles de a SNAP, que resulta en una
localizacién anormal de varias proteinas apicales de neuronas (Chae et al. 2004). Estas
proteinas incluyen: E-Caderina, una proteina esencial para las uniones adherentes
responsable para la adhesién homotipica célula-célula; a-Catenina, una proteina que
vincula las uniones adherentes con el citoesqueleto de Actina; (B-Catenina, la cual se une
a los dominios citoplasmaticos de las Caderinas, y cuando no esta unido a ellas puede
actuar como regulador de la transcripcion; la proteina quinasa C atipica (aPKC) y Pals1,
una proteina de andamiaje normalmente localizada en las uniones estrechas. Todos
estos resultados son consistentes con un rol muy activo de a SNAP en el mantenimiento
de las uniones intercelulares.

Ademas de estar vinculada con los contactos célula-célula, se ha reportado que a
SNAP estd involucrada en la union de las células a la matriz extracelular (MEC). Las
células epiteliales se unen a la MEC via estructuras de adhesién especializadas formadas
en su superficie basal, que cumplen funciones criticas en el control de la diferenciacion,
sobrevida y motilidad de las células epiteliales (Naydenov et al. 2014). Las adhesiones
focales (AF) representan la mas 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 interaccion 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
adhesion a MEC y la motilidad celular de a SNAP, y se demostraron novedosas funciones

de a SNAP en el control de la adhesién a MEC e invasién de células epiteliales humanas.



Se identificd a a SNAP como un regulador positivo de la adhesion a MEC, dado que su
depleciébn condujo a un marcado desprendimiento celular, mientras que su
sobreexpresion aumenté dramaticamente la adhesividad celular a MEC e inhibio la
invasion celular. La pérdida de a SNAP afecté la glicosiliacion (Golgi dependiente) y el
trafico de B1 integrina, y provocé la disminucion de la fosforilacion de la FAK y Paxilina,
que resultaron en el desensamblaje de las AF. Estos efectos de la deplecion de a SNAP
fueron independientes de la apoptosis y de NSF.

Trabajos anteriores documentaron que la depleciéon de a SNAP en células condujo a
una dramética fragmentacion del Golgi, y se demostré que la disrupcioén artificial del Golgi
mostr6 el mismo fenotipo en varios efectos celulares del knockdown de o 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 disrupcion
farmacologica del Golgi recapituld los efectos de la deplecion de a SNAP sobre la
adhesion a MEC (Naydenov et al. 2014). Estos datos destacan a la disrupcion del Golgi
como un importante evento rio arriba que media la disminucién en la adhesion a MEC en

células epiteliales depletadas de a SNAP.

1.2.2.4.6. Niveles alterados de a SNAP y su relacién con enfermedades

Si bien no hay en la actualidad estudios sistematicos disponibles de la expresion de
a SNAP bajo estado patoldgico, existen muchos reportes demostrando una relacion entre
enfermedad y alteraciones de los niveles de distintas proteinas de trafico celular. La
proteina a SNAP ha sido identificada en la regulacion de mecanismos fisioldgicos y
patologias especificas tales como la secrecion de insulina inducida por glucosa en células
pancreaticas 8 (Nakamichi & Nagamatsu 1999; Ohara-Imaizumi et al. 2001) y diabetes
tipo Il (Zhang et al. 2002); desordenes neurolégicos como la enfermedad Creutzfeldt-
Jakob (Steinacker et al. 2005), enfermedad de Huntington (Morton et al. 2001) y sindrome
de Down (Weitzdoerfer et al. 2001). Asimismo, los niveles de a SNAP han sido vinculados
con tumores neuroenddécrinos agresivos (Grabowski et al. 2002) y sensibilizacién de
frente a estimulos de muerte celular (Wu, Chow, et al. 2011), ademas de tener una
estrecha relacion con las vias MAPK /ERK, JNK , P38 y P53 (Wu, Sun, et al. 2011;
Skirnisdottir et al. 2013) en células tumorales.

En su conjunto, todos estos datos podrian sugerir la posibilidad de que a SNAP sirva
como un reoéstato determinando respuestas celulares y comportamiento frente a
diferentes condiciones patolégicas.

AuUn resta mucho por aprender y se necesitan mas estudios para evaluar y analizar

sobre las implicancias fisiopataldégicas de las alteraciones de las funciones celulares



dependientes de a SNAP, y los posibles roles de a SNAP en procesos patoldgicos tales

como neurodegeneracion, inflamacion y cancer.

1.2.2.4.7. Mutacién M105I en a SNAP: ratones hyh

La hidrocefalia con marcha de salto, cominmente conocida como hyh (del inglés,
hydrocephaly with hop gaif) es una mutacion recesiva que surgié espontaneamente 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
gue una mutacion puntual con cambio de sentido o missense en el gen Napa (que
codifica para a SNAP) es la responsable del fenotipo hyh (Chae et al. 2004; Hong et al.
2004). La mutacion hyh consiste en una transicién de Guanina (G) a Adenina (A) en el
exén 4 del gen Napa, que resulta en una substitucion aminoacidica de una Metionina del
residuo 105 por una Isoleucina (M105I). La Met105 es un residuo altamente conservado
evolutivamente en todas las a SNAP de mamifero conocidas (Fig 1.12), sugiriendo que el

residuo mutado en los ratones hyh es de critica importancia para la proteina.

Droshophila (93) vEvES]
humano (95) RDPOEAINCI
bovino (95) ADFQ

rata (95) ROPQ

raton +/+ (95) ADEQ

Figura 1.12. Conservacion evolutiva de a SNAP. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de a SNAP
incluyendo el dominio a-hélice 5 de: Drosophila, humano, bovino, rata, raton wild fype y raton hyh. Los
residuos idénticos estan marcados en gris. El sitio de la mutacién con pérdida de sentido esta marcado en
rojo. El dominio a-hélice 5 esta indicado por una barra gris (Rice & Brunger 1999). Nimeros de acceso
SWISSPROT: Drosophila: Q23983; humano: P54920; bovino: P81125; rata: P54921; y raton: Q9DBO05.

Imagen modificada de Hong et al. 2004.

A nivel clinico, esta mutacién conduce una condicidén recesiva caracterizada por
desordenes neurologicos que incluyen una hidrocefalia que se desarrolla /n utero 'y
malformacién del cerebro, acompafiado por el desarrollo de anormalidades
comportamentales luego del nacimiento como el denominado /Aopping gait o marcha en
saltos, el correr en circulos y un deterioro en el equilibrio. Adicionalmente se producen
otras alteraciones, ya no del orden neurolégico, como poca ganancia de peso
(probablemente debido a defectos en la secrecion de insulina), alteraciones en el pelaje
(Batiz et al. 2006; Pérez-Figares et al. 1998), entre otros. AnatOmicamente la
caracteristica mas conspicua del fenotipo hyh es una cabeza en forma de domo que se

desarrolla a partir de las dos semanas de edad.



Se han descripto mdltiples anomalias del sistema nervioso incluyendo: cértex
cerebral pequefio (Chae et al. 2004); ausencia del canal central en la médula espinal;
denudacion de las células ependimarias que recubren los ventriculos y desorganizacion
de las neuronas de la vermis rostral del cerebelo (Hong et al. 2004). La disrupcion de las
células ependimarias/neuroepiteliales de la superficie de los ventriculos parece ser el
mecanismo neuropatolégico que gatilla tanto la hidrocefalia como el desarrollo anormal
del cortex cerebral (Jiménez et al. 2001; Wagner et al. 2003; Péez et al. 2007; Ferland et
al. 2009).

La hidrocefalia se vuelve mas severa con la edad del animal; al momento del
nacimiento los ratones hyh parecen tener una comunicacion abierta entre todos los
ventriculos, pero con la edad la comunicacion entre el acueducto caudal y el cuarto
ventriculo se sella (Pérez-Figares 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 manifestacion del fenotipo hyh es heterogénea y varia con el sexo, siendo
mas severa en machos (Batiz et al. 2006). La mayoria de los animales muere a los dos
meses de edad, aunque sin embargo, algunos animales pueden sobrevivir hasta dos
afios (periodo de vida casi normal), aparentemente debido a ventriculostomias
espontaneas que permiten normalizar la presion intracraneal (Batiz et al. 2006).

Chae y colaboradores (Chae et al. 2004) reportaron marcadas anomalias de las
estructuras polarizadas de la zona ventricular en animales hyh. Algunas uniones
adherentes fueron desplazadas de la superficie ventricular y las deméas se mostraron
mucho mas difusas y perdiendo su distribucién espaciada y alineada regular. El analisis
de B-Catenina, que une la F-Actina a las uniones adherentes, present6 un patrén similar.
Por su parte, la distribucion de E-Caderina, componente primario de las uniones
adherentes, fue también alterada, presentando una marca mas difusa, sin localizacion
clara en las uniones adherentes. La localizacion de otras proteinas apicales incluyendo
aPKC e INADL (InaD-/ke) fue también anormal en neuroepitelios de las mutantes hyh.
Segun los autores, todas estas alteraciones en los complejos de unién conducen a la
denudacion del epitelio apical (Jiménez et al. 2001), ya que proponen que estos defectos
estarian también presentes en el linaje celular ependimal, lo que seria la causa del
desprendimiento de las neuronas ependimarias que ocurre en los ratones hyh.

En los animales mutantes hyh la morfologia general de las vesiculas neuropiteliales
resultd normal, pero la localizacion de las vesiculas apicales resultd severamente
anormal. Por su parte, la localizacion y la estructura del Golgi en neuronas resultaron

normales en animales hyh. En contraste, la localizacion de Vamp7 una SNARE de



vesicula 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 vié profundamente alterada en
los mutantes hyh.

La formacion de un cortex cerebral pequefio en ratones hyh ha sido atribuida a una
sobreproduccion temprana en la capa interna de neuronas corticales del cerebro, a
expensas de células progenitoras, causando la deplecién de las mismas, lo que resulta
en una subproduccién de la capa superior de neuronas corticales (Chae et al. 2004). Esto
sugiere un rol para a SNAP en la regulacion del destino celular. Dado que a SNAP es una
proteina reguladora del trafico de proteinas (Clary et al. 1990; Plschel et al. 1994), podria
regular el destino celular controlando el transporte de proteinas polarizadas en los
progenitores neurales. Los autores, por lo tanto, hipotetizan que la localizacion alterada
de las proteinas apicales es la causa de los cambios observados en el destino celular de
los progenitores neurales (Chae et al. 2004). Vale la pena sefialar que la Unica
hidrocefalia humana caracterizada a nivel molecular se debe a mutaciones en el gen de
la molécula de adhesién neuronal N -CAM L1. Esto indica que las anormalidades en la
adhesion célula- célula neuronal, que resultan de diferentes causas, pueden conducir a
fenotipos hidrocefalicos (Andreeva et al. 2006).

a SNAP podria estar afectando otros 6rganos aparte del cerebro, aunque estudios
previos demostraron que no hay hipoplasia en otros érganos en animales hyh (Bronson &
Lane 1990), quizds debido a que otros tejidos regulan su tamafio postnatalmente,
mientras que el cerebro postnatal contiene una gran cantidad de neuronas postmitéticas.
Adicionalmente, otros tejidos podrian también presentar una mayor redundancia para a
SNAP durante la embriogénesis, a través de su isoforma mas lejanamente relacionada y
SNAP, o alun mas la propia mutante a SNAP M105] en los niveles en los que se
encuentre (puede haber hipomorfismo o no), puede ser suficiente para el trafico de
membranas. Si bien es tentador pensar que ante la falla de a SNAP, por la alta
homologia y la redundancia en algunas de sus funciones, B SNAP podria cumplir un rol
compensatorio para a SNAP, esto no ocurre dado que B SNAP no se expresa hasta el
nacimiento, desde el dia postnatal 0 hasta la adultez (Plschel 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 mutacién M105I en a SNAP
Desde el punto de vista molecular, la proteina SNAP M105I resulté funcional en

términos de la capacidad de unién al complejo SNARE y su desensamblaje mediado por



NSF. Sin embargo, aunque Chae y colaboradores (Chae et al. 2004) no detectaron
ninguna diferencia en la unién de a SNAP a los complejos SNARE /n vitro para los
ratones hyh; Hong y colaboradores por su parte (Hong et al. 2004) reportaron una
disminucion en la interaccion de a SNAP con los complejos SNARE /7 vivo en ratones
hyh, ensayada por co-inmuprecipitacion de lisados de cerebro utilizando un anticuerpo
anti-Sintaxina y revelando con anti-a SNAP.

Ambos estudios (Chae et al. 2004; Hong et al. 2004) reportaron en animales hyh una
disminucion en cerebro de la expresion de a SNAP M105I a nivel de proteina, pero a nivel
de mensajero existe una discrepancia en la cual uno de los grupos de trabajo reporté una
disminucion (Chae et al. 2004), mientras que no asi el otro (Hong et al. 2004), que
informé cantidades similares de mensajero. Por lo tanto, no resulta claro si la disminucion
en la expresion de la proteina a SNAP mutada puede deberse a una inestabilidad del
mensajero y/o de la proteina. Dado que la mutacibn M105] no cambia la carga
aminoacidica (ambos son aminoacidos no polares), se sugiere que la poca cantidad de
de proteina que hay debe ser al menos parcialmente funcional, dado que se sabe que el
knockout para a SNAP es letal embrionario en raton (Chae et al. 2004) y de igual modo
para su ortélogo de levaduras Secl7-p (Giaever et al. 2002), por lo tanto, un alelo nulo
seria letal también.

La Metionina 105 (Metl05) esta expuesta en la cara convexa de a SNAP que, de
acuerdo a la homologia con Secl7-p, es la cara involucrada en la uniéon a NSF (Marz et
al. 2003). Ademas, la Met105 de a SNAP se encuentra entre dos residuos (E99 y E109)
cuyas mutaciones causaron un aumento significativo de la estimulacion del desensamble
del complejo SNARE (Fig. 1.13.a). (Marz et al. 2003). Por otro lado, es importante
destacar que la mutacion se encuentra en la cara opuesta a aquella donde se encuentran
los residuos que mutados, alteran su unién al complejo SNARE (Marz et al. 2003)
(Fig.1.13.b).

E99

cara convexa cara convexa cara céncava



Figura 1.13. Modelo de homologia de a SNAP basado en la estructura cristalina del ortélogo de levaduras
Sec17p. a. Los residuos de las posiciones 99 y 109 que se muestran en amarillo, presentan actividad normal
de unién al complejo SNARE, pero un aumento de la capacidad de estimular el desensamble cuando estan
mutados (E99A, E109A) (Marz et al. 2003). El residuo de la posicién 105 que esta mutado en los animales
hyh se muestra en naranja. b. Se muestra la superficie de la cara convexa o de atrds de a SNAP donde se
encuentra expuesta la Met105 (rojo), y la cara opuesta que es la cara concava o frontal de a SNAP, donde se
encuentran los residuos involucrados en la interaccion con las SNARE (azul). Imagen modificada de Hong et
al. 2004 (a) y Chae et al. 2004 (b).

Por estudios de dicroismo circular de UV-lejano, se demostré que el plegamiento de
la proteina no esta alterado (Chae et al. 2004). Es muy importante destacar que si bien
no hay suficientes evidencias aun, existe la posibilidad formal de que la proteina mutante
a 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 publicacion de estos trabajos se demostrdo en un contexto celular mas
complejo, que la mutante M105I1 no es completamente funcional (Bétiz, De Blas, et al.
2009). Por lo tanto, la disminucion en el nivel de expresion de a SNAP conjuntamente con
posibles cambios de la actividad /7 vivo de esta proteina podrian ser los determinantes
criticos del fenotipo hyh.

Adicionalmente se estudiaron los niveles de expresion en cerebro de las proteinas
NSF, Sintaxina y SNAP-25 que se sabe interactuan con a SNAP (Sdllner, 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 observandose diferencias entre los animales wild

typey hyh (Hong et al. 2004).

1.2.2.4.7.2. Defectos en la reaccién acrosomal en ratones hyh

Como se menciondé con anterioridad, los ratones hyh presentan una fenotipo
neuropatolégico y clinico heterogéneo (Bétiz, De Blas, et al. 2009). Cerca del setenta por
ciento de los mutantes desarrollan una progresion rapida del fenotipo (RP), y la mayoria
de ellos muere durante los primeros dos meses de vida. El otro treinta por ciento de los
animales crecen con un fenotipo mas suave o de progresion lenta (SP) y sobreviven
hasta casi los dos afos de vida (Bétiz et al. 2006). En el trabajo de Bétiz y colaboradores
(Bétiz, De Blas, et al. 2009), los animales mas afectados (RP) presentaron una dilatacién
de los ventriculos cerebrales muy marcada, testiculos significativamente menores y una
cantidad de espermatozoides dramaticamente reducida con respecto a los animales wild
type. En contraste, los animales SP presentaron una dilatacion ventricular moderada,
testiculos de un tamafio casi normal, al igual que el conteo de espermatozoides de cavada

epididimario.



A pesar de presentar espermatozoides con una morfologia y motilidad normal, los
animales mutantes hyh con fenotipo de progresion lenta presentaron una fuerte
disminucion de la fertilidad evaluada /n vivo. Es importante destacar que los ratones hyh
SP presentan una actividad motriz preservada (Batiz et al. 2006) y son capaces de
copular, lo que se comprobé por la observacién del tapon vaginal en las hembras luego
de la copula.

Incluso cuando la fecundacion se evalud /in vitro, los espermatozoides de ratones
hyh se comportaron pobremente en comparacion con los de los ratones wild fype. No
obstante, la diferencia entre genotipos fue menos dramatica en los estudios /n vitro, que
en los estudios de apareamiento /17 vivo. En consecuencia, otros defectos no evaluados
por fertilizaciébn /n vitro pueden contribuir a este fenotipo. En este contexto, puede
sugerirse que aungue los ratones SP son capaces de copular, tienen impedimentos en la
marcha y el equilibrio (Batiz et al. 2006) que podrian afectar la frecuencia y la eficacia de
la cépula, lo que no descarta otros tipo de defectos.

Los experimentos de reaccion acrosomal indicaron que el problema principal de los
espermatozoides de ratones hyh es una capacidad reducida de sufrir exocitosis, luego de
la estimulacién con progesterona e incluso con el ion6foro de Calcio A23187.
Adicionalmente los autores reportaron que el agregado de a SNAP wild fype exdgena a
espermatozoides permeabilizados de ratones hyh, pudo rescatar la exocitosis acrosomal
en estas células, mientras que la a SNAP M105] fue menos efectiva en rescatar la
exocitosis. Aun mas, la proteina mutada resultd inhibitoria cuando se le agregdé a
espermatozoides de ratdon wild type y humanos. Es importante resaltar que, como se
menciond con anterioridad un exceso de proteina a SNAP wild type resultdé también
inhibitoria, pero en una concentraciéon mucho més alta (Tomes et al. 2005).

Adicionalmente, los autores demostraron que la proteina mutada tiene una expresion
alterada en varios tejidos; tal como se observaba en cerebro en el cual hay una alteracion
de la concentracidén en el estado estacionario (Chae et al. 2004; Hong et al. 2004), los
niveles de a SNAP en testiculo y epididimo fueron significativamente mas bajos en los
animales mutantes. Sin embargo, en espermatozoides, la cantidad de proteina
encontrada fue normal. Por lo tanto, es poco probable que el defecto en la exocitosis
acrosomal sea causado por una disminucion en la cantidad de a SNAP.

En su conjunto, estos resultados constituyen una fuerte evidencia de que la proteina
a SNAP M105I tiene un mal funcionamiento intrinseco, demostrando por primera vez un
defecto funcional de la proteina mutada, ya que ha sido propuesto que la mutacién M105I
afecta a la expresion pero no a la funcién de la proteina (Chae et al. 2004; Hong et al.
2004).



Por otro lado, los niveles de expresibn de NSF fueron relativamente altos en
testiculo, epididimo y espermatozoides de ratones hyh, probablemente como una
respuesta compensatoria a la cantidad disminuida de a 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
secrecion regulada, que afecta especificamente a la reaccién acrosomal.

Por todo lo expuesto, los ratones hyh proporcionan un modelo /7 vivo excelente y
Unico para una mayor comprension de los eventos de fusion y trafico de membrana.
Ademas, los mutantes hyh proveen una valiosa herramienta para evaluar las posibles
funciones de a SNAP en la embriogénesis, el desarrollo cerebral e hidrocefalia congénita
y otros aspectos tales como las consecuencias de la mutacion en animales adultos

maduros sexualmente.

1.2.2.5. Proteina NSF

NSF (del inglés, N-ethylmaleimide-sensitive-factor. Factor sensible a N-etilmaleimida)
fue la primera proteina identificada en el trafico de membranas de eucariotas (Block et al.
1988; Malhotra et al. 1988). Es una ATPasa hexamérica, miembro de la familia de
proteinas ATPasas (AAA+) que consisten en dos anillos de ATPasas, conocidas como
AAA+ tipo Il, y estan asociadas con variadas actividades celulares (Shah et al. 2015).
Estas enzimas estdn en general involucradas en el desplegado, desensamble y/o
remodelado de proteinas y sus complejos, juegan un rol muy importante en mantener la
homeostasis, y son tipicamente pentdmeros o hexameros en su estado activo. La familia
de proteinas AAA+ ATPasas, generalmente utiliza la hidrolisis de ATP para alterar la
conformacion de una proteina sustrato (Hanson & Whiteheart 2005). En general, las
ATPasas Tipo Il AAA+ son dificiles de estudiar por la complejidad que introduce el anillo
doble de ATPasas; ademas, al ser moléculas tan grandes y complejas se dificulta la
obtencion de cristales para la determinacion de sus estructuras.

NSF es un componente esencial de la maquinaria que regula la fusién de bicapas
lipidicas. Como se menciona en la seccién 1.2.2.1.1, NSF, de forma concertada con las
proteinas SNAP, desensambla el complejo SNARE a proteinas individuales, tras la
hidrélisis de ATP (Sollner, 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 proteinas SNARE listas
para fusionarse, para una variedad muy extensa de procesos celulares, incluyendo la
liberacion de neurotransmisor, el transporte de proteinas y la secrecion de hormonas
(Wickner & Schekman 2008; Stidhof 2013; Sutton et al. 1998; Weber et al. 1998).



La mayoria de los organismos eucariotas codifican para un solo gen de NSF, siendo
la excepcion conocida la mosca, en la cual se ha reportado la existencia de dos
homologos de NSF (Boulianne & Trimble 1995; Pallanck, Ordway, Ramaswami, et al.
1995). En contraste, hay tres homélogos de proteinas SNAP en mamiferos (Whiteheart et
al. 1993; Stenbeck 1998) y docenas de diferentes complejos SNARE en una célula
eucariota tipica, dependiendo del compartimiento especifico (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 Muncl8 y Muncl3
(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 AEtiimaleimida (NEM). Desde su aislamiento original,
la NSF ha sido involucrada en mdultiples pasos de eventos fusion de membranas de tanto
la secrecién constitutiva como la regulada. Con respecto a la via secretoria constitutiva,
se sabe que NSF es requerida para la mayoria de sus pasos, incluyendo transporte ER-
Golgi, intra cisternas del Golgi y Golgi-membrana plasmatica (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 via endocitica incluyendo la fusién
homotipica de endosomas (Diaz et al. 1989), la fusibn endosoma-endosoma tardio
(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 secrecion regulada, se ha demostrado un importante rol para la
NSF en: neurotransmision (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 granulos en plaguetas (Lemons et al. 1997; Polgar & Reed 1999; Chen, A.
M. Bernstein, et al. 2000; Chen, A. Bernstein, et al. 2000; Lemons et al. 2000); exocitosis
de granulos en células neuroenddcrinas (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 exociticos (Whiteheart et al. 2001).

1.2.2.5.1. Estructura de la proteina NSF
En su estado funcional, NSF es un homohexamero con una masa molecular total de

~500 kDa. Cada mondmero de NSF tiene un peso molecular predicho de~ 82 kDa (744



aminodcidos) y comprende: un dominio N-terminal de union a sustrato (dominio-N,
residuos 1-205), esencial para la unién de a 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 elimind ya sea D1 o D2, y otros en
los cuales se mutaron sitios cataliticos 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 union del dominio D1 a ATP y su posterior hidrdlisis, 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
gue el dominio de unién a ATP de D2 es esencial para la conformacion del hexamero 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 ortélogo de
levaduras (Sec18p) (Babor & Fass 1999) como para la NSF de mamiferos (May et al.
1999; Yu et al. 1999). El dominio N tiene un forma arrifionada y puede ser subdivido a su
vez en dos sub-dominios (NSF-Nay NSF-Ng, Fig. 1.14, arriba), que estan conectados por
una region de unién, que difiere en largo para los dos ortélogos. El subdominio NSF-Na
(residuos 1-83) consiste en seis hojas plegadas-B y dos a-hélices, dispuestas en un
barril-B con dos vueltas y (barril psi beta doble) (Castillo et al. 1999). Las 2 a-hélices
estan posicionadas en el mismo extremo del barril-8, y se sabe que la segunda a-hélice
(a-2) forma parte la interfase con el subdominio NSF-Ng. Por su parte, el subdominio
NSF-Ng (residuos 87-201) estd compuesto por cuatro hojas plegadas-f y una a-hélice
dispuestas en un giro a/f3, donde las 4 hojas-$ rodean a la a-hélice.

Si bien el dominio D1 no ha sido cristalizado, su estructura D1 fue recientemente
determinada (Zhao et al. 2015) por ensayos de microscopia electronica. Como
particularidad, el dominio D1 tiene dos a-hélice caracteristicas dobladas (a0 y a2), y un
larga (a7) (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: a/f y a, que es una caracteristica tipica de todos los dominios AAA+
(Fig.1.14, abajo).

Los dominios D1 y D2 contienen sitios de unién a nucleétidos, donde los residuos
conservados de Lisina (aminoacidos 266, 549) son cruciales para la union de ATP
(Whiteheart et al. 1994; Matveeva et al. 1997). Ademas, existe una region altamente
conservada dentro de los dos sitios de unién a ATP de NSF, denominada segunda region

de homologia (SRH) que es una caracteristica Unica de las proteinas AAA+. Estos SRH



poseen dos residuos de Arginina altamente conservados, denominados “dedos de
argininas”, que en otras proteinas AAA+ son importantes para la hidrélisis de ATP (Ogura
et al. 2004). Las mutaciones en estos residuos de NSF tienen limitado efecto en la
actividad ATPasa, pero la mayoria suprimen el desensamble del complejo SNARE
(Matveeva et al. 2002).

N-terminal 1

210

a/f

490

a/f
D2

C-terminal 744

Figura 1.14. Estructura de la proteina NSF. La proteina NSF posee 3 dominios: N, D1 y D2, coloreados en
rosa, azul y violeta, respectivamente. Se muestran las estructuras cristalinas de los dominios N (cddigo
acceso PBD 1qcs) y D2 (codigo acceso PBD 1nsf) de NSF. La estructura obtenida por cryo-EM del dominio
D1 unido a ATP (cddigo acceso PBD 3j94). Las estructuras se muestran en escala, con los subdominios
seflalados. Comparado con el dominio D2, el D1 posee uaa -hélice caracteristica doblada (a2). Imagen
modificada de Zhao & Brunger 2015.

Por diversos estudios de microscopia electronica de criofractura (Hanson et al. 1997)
y de cryo-EM en complejos SNARE-a 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 conformacion adoptada por NSF

depende si el nucleétido unido es ATP o ADP. Como se describe en la seccién 1.2.2.1.1,



este cambio de conformacién es la clave de como usa NSF la hidrdlisis de ATP para

desensamblar los complejos SNARE.
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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 cristalografia 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 intrinseca de NSF es muy baja (Tagaya et al. 1993). Se ha
propuesto que el dominio N de NSF ejerce algun control sobre su actividad ATPasa, dado
gue anticuerpos contra esta region causan un incremento de dos veces la actividad
hidrolitica (Sumida et al. 1994). Como se ha mencionado con anterioridad, la unién de
NSF a a SNAP inmovilizada estimula la actividad ATPasa (Morgan et al. 1994); sin
embargo, la maxima estimulacién de la actividad ATPasa de NSF se logra con su unién a
a SNAP-complejo SNARE (Matveeva & Whiteheart 1998). La penditima Leucina de a
SNAP (L294) es critica para esta actividad (Barnard et al. 1996; Barnard et al. 1997), se
cree por interaccion directa entre NSF y la leucina en posicion 294 (o residuos
adyacentes). Consistentemente, la mutacion L294A de a SNAP es incapaz de mediar el
desensamble en el complejo 20S.

Como se mencioné anteriormente, la mayoria 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 union a ATP del dominio D1 (K266A y E329Q)
causan entre un 70 y 80 % de disminucién en la actividad ATPasa con respecto a la de
NSF wild type (Whiteheart et al. 1994). La mutante K266A afecta la capacidad de union
de NSF al complejo SNAP-SNARE, y la mutante E329Q (también llamada D1EQ) falla en



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 sélo
minimamente (Whiteheart et al. 1994).

Adicionalmente, se sabe que la mutante comatosa de NSF en Drosophila, que tiene
una mutacién en el dominio D1 cerca del sitio de unién de ATP, presenta pardlisis
(Pallanck, Ordway & Ganetzky 1995). Cuando esta mutacion fue disefiada en la NSF de
mamiferos (G282E), la proteina mutada resultante no presenté actividad ATPasa (Mdller
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 funciébn en eventos de trafico de

membrana.

1.2.2.5.3. Regulacién de NSF

Inicialmente se pensd que NSF tenia una expresién y activacion constitutiva
(proteina “house-keeping), y que no estaba sujeta a ningun tipo de regulacion. Estudios
posteriores demostraron que la actividad de NSF no es uniforme, y puede ser regulada
por diferentes mecanismos, incluyendo la fosforilacion y la S-nitrosilacion.

Se cree que PKC parece ser la responsable de fosforilar a NSF en el residuo Ser237
en el dominio D1. Esta fosforilacion se correlacioné con la liberacion de glutamato desde
sinaptosomas de cerebro de rata. La mutacion de este residuo a Alanina elimina la
fosforilacion /n vitro, y su mutacién a acido Glutdmico atenua la union a los complejos
SNARE (Matveeva et al. 2001). El efecto de la mutacién de la Ser237, sélo puede ser
entendida en el contexto espacial de la molécula, ya que la Ser237 se encuentra en la
region a1, espacialmente cercano al sitio de unioén a ATP.

NSF puede también ser fosforilada por la Serina/Treonina quinasa, Pctairel. Pctairel
fosforila a NSF en la Ser569 en el dominio D2, y esto afecta la oligomerizacién de NSF
(Liu et al. 2006). La mutacion de este residuo Ser569 a Alanina (S569A) abole la
fosforilacion y estabiliza el oligobmero de NSF. Por otra parte, la mutacion de Ser569 a
acido Glutamico (S569E) causa un defecto en la oligomerizacion. La inhibicién de la
actividad de la quinasa Pctairel por sobreexpresion de su mutante quinasa inactiva
(Pctaire1-KD) aumenta la habilidad de NSF para hexamerizar. De forma consistente con
estos resultados, la sobreexpresion de Pctairel-KD o NSF-S569A en células PC12,
aumenta la liberacion de la hormona de crecimiento en vesiculas de nucleo denso
estimuladas por Potasio. Estos resultados sugieren que la fosforilacion de NSF por
Pctairel juega un importante rol en regular la exocitosis Calcio dependiente (Liu et al.
2006).



La fosforilacion en tirosina de NSF fue demostrada por Huynh y colaboradores
(Huynh et al. 2004). Las proteinas tirosina-quinasa Fes y Fer fosforilan a NSF en Tyr83, y
la tirosina fosfatasa PTP-MEG2, remueve especificamente el fosfato. La fosforilacién en
Tyr83 incrementa la actividad ATPasa de NSF, pero previene la union a a SNAP. Esto
sugiere que la fosforilaciébn en tirosina de NSF podria ser funcionalmente inactiva y
conducir a una acumulaciéon de ¢is-SNARE “muertos o gastados” (en el sentido de que no
pueden ser reciclados a SNARE monomeéricas, disponibles para la fusidn), inhibiendo por
lo tanto la fusibn de membranas. Esta hipétesis estd 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 secrecion de vesiculas (Wang et al. 2002). Lo mismo se demostré
en reaccion acrosomal de espermatozoides humanos, donde se report6 que PTP1B
provoca la disociacion de los complejos ¢/ssSNARE en un mecanismo que involucra a
NSF (Zarelli et al. 2009). Estos trabajos indican que la fosforilacion/desfosforilacion de
NSF puede regular la dinamica del ciclo de fusion de vesiculas con la membrana
plasmaética.

Por otra parte, dado que la inhibicién de la actividad de NSF por NEM (un agente
alquilante) esta basada en la sensibilidad de cisteinas especificas a la alquilacion, NSF
es un probable farget de regulacion por S-nitrosilacion. La nitrosilacion de NSF fue
primeramente demostrada en células endoteliales (Matsushita et al. 2003) vy
posteriormente en plaquetas (Huang et al. 2005). El 6xido nitrico (NO) es un segundo
mensajero del sistema cardiovascular que limita la inflamacion vascular y la trombosis
por, en parte, afectar la exocitosis en células endoteliales y plaquetas. En estos trabajos
se ha reportado que la inhibicion de la exocitosis de granulos en estos modelos por parte
del NO puede deberse a la S-nitrosilacion de NSF, efecto que pudo ser revertido por la
adicion de NSF (Matsushita et al. 2003; Huang et al. 2005).

Mas recientemente, se ha demostrado que NSF puede ser regulada adicionalmente
por peréxido de hidrégeno. En células endoteliales, H.O; inhibe la exocitosis estimulada
por trombina; esta inhibicion 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 oxidacion del citosol aumenta.

1.2.2.5.4. Interaccidon de NSF con proteinas diferentes al complejo SNAP-SNARE

A pesar de su rol bien establecido para NSF como chaperona de las SNARE, un
namero creciente de informes sugieren gque NSF desempefia funciones celulares
adicionales a través de sus interacciones con otras proteinas (Whiteheart & Matveeva

2004). De este modo, ademas de su interaccion con el complejo SNAP-SNARE, se ha



reportado que NSF es también capaz de unirse a otras proteinas y complejos proteicos
que pueden dividirse en dos clases. La primera clase corresponde a los dominios C-
terminal citoplasmaticos de receptores de membrana. La segunda clase de interacciones
es mas diversa e incluye proteinas celulares periféricas y solubles, asi como también
elementos del citoesqueleto (Zhao et al. 2007). Las interacciones entre NSF y las colas
citoplasmaticas de varios receptores de superficie incluye: el receptor AMPA (unién a su
dominio GIluR2) (Osten et al. 1998; Nishimune et al. 1998; Song et al. 1998; Lee et al.
2002); el receptor B2-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 unién de NSF modula el
trafico de estos receptores entre la membrana plasmética y endosomas.

En la segunda clase de proteinas interactuantes con NSF, mucho mas diversa en
funcion y localizacién, se incluyen: pequefias 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 proteinas
GATE-16 que a su vez son miembros de la familia proteinas Ubiquitina-/ke (Legesse-
Miller et al. 1998) que contiene a las proteinas asociadas al receptor GABA (GABARAP) y
a las de actividad de bajo peso molecular (LMA1l) (Elazar et al. 2003; Halawani &
Latterich 2006; Sagiv et al. 2000); B PIX, un factor intercambiador de Guanina (Martin et
al. 2006); proteina tirosina fosfatasa (PTP)-MEG2 (Huynh et al. 2004); y la quinasa
Pctairel (Liu et al. 2006).

A pesar de la gran variedad de interacciones, su relevancia fisioldgica es todavia
incierta. NSF podria estar involucrada en el control de los ciclos
ensamblaje/desensamblaje de complejos conteniendo estas proteinas. Alternativamente,
por ejemplo en el caso de la interaccidén con las proteinas Rab, la interaccion podria estar
afectando el targeting de NSF a subdominios de membrana con altos niveles de fusion de
membranas (Zhao et al. 2007).

Por otra parte, estudios genéticos en Drosophila han demostrado una relacién entre
NSF y la dinamica del citoesqueleto (Laviolette 2005). La sobreexpresion en neuronas de
la mutante dominante negativa NSF-D1EQ, que tiene disminuida su capacidad de
hidrélisis 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 tradfico de membrana requerido para la
localizacion de proteinas de unidon a citoesqueleto, a regiones especificas de la

membrana pre- o post- sinaptica (Laviolette 2005), y no por la falta de liberacion de



neurotransmisor, ya que el sobrecrecimiento de las NMJ no se observo en las mutantes
nulas de Sintaxina y VAMP.

El potencial de todas estas interacciones indica un rol mas amplio para NSF en los
ciclos de ensamblaje/desensamblaje de varios complejos celulares y sugiere que NSF
puede tener efectos reguladores especificos sobre las funciones de las proteinas

implicadas en estos complejos.

1.3. El ovocito

En mamiferos, el camino de la reproduccién comienza mucho tiempo antes de la
fusion de las gametas. En las hembras, las gametas femeninas llamadas oocitos? u
ovocitos, se encuentran en el ovario antes del nacimiento. Los ovocitos son producidos
en las gonadas 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 diferenciacién para dar
lugar a los ovocitos que portara 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 biologia 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 replicacién
y recombinaciéon meidtica de su ADN, lo que asegura la diversidad genética de su
potencial progenie. Estos ovocitos se encuentran en diploteno de la profase |, donde
entran en un fase de arrestamiento que se conoce como dictiato (Hunt & Hassold 2008).
Los ovocitos continlan en esta fase de la meiosis | durante todo el proceso de
ovogénesis (formacion de la gameta femenina), hasta que, como ocurre en la mayoria de
los mamiferos, el pico de LH induce la maduracion del ovocito (véase secciénl.3.2).

Los ovocitos almacenados en el ovario son relativamente pequefios y tienen que
incrementar su tamafio a fin acumular todo el material necesario para sostener el
desarrollo del embrién temprano tras la fecundacién (Clift & Schuh 2013). Los ovocitos
llegan a alcanzar su enorme tamano?3 gracias a las células somaticas que lo acompafan,

denominadas células foliculares, las cuales le aportan nutrientes y regulan su desarrollo.

2Etimologia 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 kyfos.

3 Media del tamafio de ovocito MIl: 72 um en ratén, 120 pm en humanos, 105 um en cerdoy 79 um en
hamster (Griffin et al. 2006)



Las células foliculares junto con el ovocito forman una unidad funcional denominada
foliculo (Peters 1969).

En las primeras etapas de la ovogénesis luego de la expansion de las ovogonias, los
ovocitos se rodean de unas pocas células foliculares conformando el foliculo primordial.
Periédicamente, algunos foliculos primordiales son reclutados en cohortes para iniciar la
foliculogénesis, un proceso que dura aproximadamente dos semanas en ratbén y cerca de
seis meses en humanos. Los foliculos primordiales comienzan a crecer formando el
foliculo primario, donde las células somaticas foliculares que rodean al ovocito se dividen
intensamente incrementando su niumero y se denominan células de la granulosa, de este
modo las células de la granulosa aplanadas se convertiran en células de la granulosa
Ccubicas de una sola capa cubriendo al ovocito (Sanchez & 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
proteinas de almacenamiento y ARNm (Eppig 1991), al mismo tiempo que reorganiza la
configuraciéon de su cromatina y citoesqueleto (Mattson & Albertini 1990), y se forma la
zona pelacida (ZP).

A pesar de que los foliculos primarios ya presentan receptores para FSH en las
células de la granulosa tanto en ratébn como humanos (O’Shaughnessy et al. 1996; Oktay
et al. 1997), la transicion de foliculo primario a secundario (en el cual la cantidad de
células de la granulosa ha aumentado sensiblemente), ocurre por factores paracrinos
intraovaricos 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 foliculos preantrales proliferan a una alta tasa, dando
lugar a un foliculo con mdltiples capas de células de la granulosa donde se forman
pequefias cavidades que finalmente se funden en una gran cavidad denominada antro.
La progresion de foliculo preantral a antral es todavia primariamente basada en factores
intraovaricos, aunque son capaces de responder a hormonas gonadotrofinas. La
formacion del antro lleva a la diferenciacién entre las células de la granulosa en: células
del cumulo, que son las que se encuentran en las proximidades del ovocito, y células
murales, que son las de la periferia. Este estadio folicular se denomina foliculo antral,
siendo la hormona gonadotrofina FSH#4 el motor esencial de su desarrollo. Asimismo, la
FSH induce la expresion del receptor de LH en las células murales, el cual va a ser
requerido por los foliculos para responder a la LH4, en el proceso ovulatorio. Finalmente,
los foliculos preovulatorios contienen a los ovocitos totalmente desarrollados, listos para

ser ovulados.

*FSH y LH son hormonas gonadotrofinas secretadas por la hip6fisis.



La ovulacion es inducida por los picos preovulatorios de gonadotrofinas, y se
caracteriza por la ruptura de la pared del foliculo y la liberacién del complejo cumulus-
ovocito; para este momento el ovocito ha reasumido la meiosis, alcanzando la metafase Il
(ver seccion 1.3.2). Luego de la ovulacion, las células de la granulosa y de la teca se
vuelven células luteales, que son las responsables de la produccién de estradiol y
progesterona, esta Ultima predominantemente expresada en el cuerpo luteo (Kwintkiewicz
& Giudice 2009). Los diferentes estadios citados se resumen en la Figura 1.16.

Es importante destacar que los ovocitos dependen de las células diferenciadas del
cumulo, las cuales proveen nutrientes y sefales regulatorias para promover la
maduracion citoplasmatica y nuclear, y consecuentemente la adquisicion de competencia

para el desarrollo.
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Figura 1.16. Desarrollo del foliculo e interaccién del ovocito con las células sométicas foliculares. Los ovocitos
de mamiferos se desarrollan dentro de foliculos ovaricos, los cuales estan 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 lamina basal, que hacen contacto directo con la
superficie del ovocito. A medida que el foliculo crece, las células de la granulosa proliferan mitéticamente,
hasta que aparece una cavidad llena de liquido (el antro) en las Ultimas etapas del desarrollo del foliculo. El
foliculo preovulatorio contiene el ovocito inmaduro GV, en asociacion con sus células del ciimulo, el cual sera
competente para reasumir la meiosis hasta su segundo arresto en la metafase Il al momento de la ovulacion.
La capa mas externa de las células de la granulosa se denomina capa de células murales, que formaran
luego de la ovulacion el cuerpo lateo. Imagen modificada de Li & Albertini 2013.

1.3.1. Competencia citoplasmaticay nuclear

Los ovocitos adquieren gradualmente la maduracion nuclear y citoplasmética durante
el crecimiento. La competencia meiética es la capacidad que tiene el ovocito de reasumir
la meiosis para ser un ovocito nuclearmente maduro (reduccibn cromosdémica y
haploidizacion). Esta competencia meibtica es adquirida durante la foliculogénesis y
coincide con la formacion del antro, cuando los ovocitos han alcanzado aproximadamente

un 80% de su tamafio final (en raton, (Szybek 1972); en humano, (Durinzi et al. 1995)).



Por su parte, la competencia del desarrollo esta relacionada con la madurez
citoplasmatica del ovocito, y refiere a su capacidad de ser fecundado y desarrollar un
embrién saludable, capaz de continuar el desarrollo a término y producir un nacido vivo.
La maduracion citoplasmatica es adquirida luego de que el ovocito adquiere la
competencia meiotica, e involucra la acumulacién de transcriptos, modificaciones post-
traduccionales y modificaciones de organelas, entre otros. La maduracion citoplasmatica
es necesaria para que la meiosis pueda ser finalizada, se establezca un correcto bloqueo
de la polispermia luego de la fecundacién, y se sostenga el desarrollo embrionario
temprano (Li & Albertini 2013). Un claro ejemplo de la necesaria adquisicion en tiempo de
tanto la maduracion nuclear, como citoplasmética lo constituye el hecho de que, a pesar
gue los ovocitos aislados de foliculos preantrales son capaces de reasumir la meiosis
espontaneamente, no progresan mas alla del estadio de metafase | (MI) (Eppig 2001).
Auln mas, si estos ovocitos, provenientes de foliculos antrales pequefios, son madurados
y fecundados /in vitro, son capaces de progresar hasta la metafase Il (Mll) y ser
fecundados, pero su desarrollo temprano esta severamente comprometido (Eppig &
Schroeder 1989; Pavlok et al. 1992). Por lo tanto, un ovocito que ha adquirido
competencia meiética no necesariamente ha adquirido la madurez citoplasmética, y es
importante sefialar que ambas son necesarias para que el ovocito pueda ser fecundado y

sostener el desarrollo.

1.3.2. Maduracién meibtica

Dado que la competencia meidtica se adquiere en una etapa mas temprana, cuando
los ovocitos son todavia incompententes desde el punto de vista del desarrollo, los
ovocitos deben mantener el arresto en profase |, morgoldégicamente en estadio de
vesicula germinal (GV), antes de completar la maduracion, es decir que el arresto es
mantenido hasta el foliculo preovulatorio. Los niveles elevados de Adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) son cruciales para mantener el arresto meiético en la profase | (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 cimulo via las uniones
tipo GAP (Sela-Abramovich et al. 2006), y/o la produccion end6gena por la activacion de
receptores acoplados a proteina G 3y 12 (GPR3, 12) (Mehlmann 2005; Vaccari et al.
2008).

La maduracion meiética, involucra una cascada de procesos que es iniciada con el
pico preovulatorio de LH, que conduce a la progresion de la meiosis del ovocito
(arrestada en profase | de la primera division meiotica) hasta estadio de metafase Il, con

la extrusién del primer cuerpo polar. La progresion de la meiosis estimulada por LH es



iniciada por una drastica caida en los niveles de AMPc del ovocito, que es hidrolizado por
la activacion de la fosfodiesterasa de AMPc PDE3A (Richard et al. 2001).

En el ovocito GV de raton, el nicleo se encuentra en el centro de la célula (Brunet &
Maro 2007) donde los cromosomas se condensan alrededor del nucléolo agrupandose 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 vesicula germinal (GVBD:
del inglés germinal vesicle breakdown), y se ensamblan los microtubulos alrededor de los
cromosomas, conduciendo a la formacion del huso de la meiosis | en el centro de la
célula (Palacios et al. 1993).

Los ovocitos de ratén sufren una sorprendente remodelacion del ciclo celular,
dependiente de los centros organizadores de microtubulos (MTOC), los cuales son
acentriolares y estan compuestos por y Tubulina (Gueth-Hallonet et al. 1993), pericentrina
(Carabatsos et al. 2000) y MARCKS (Michaut et al. 2005). Estos MTOC resultan
esenciales para la formacion del huso meiotico. El ensamblaje del huso meidtico dispone
a los cromosomas condensados formando una placa metafasica (Schuh & Ellenberg
2007). Este estadio celular se distingue por la ausencia del halo central, presente en el
GVBD, y se denomina MI. El huso meidtico se traslada al cortex 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 cértex del ovocito, en un mecanismo dependiente de
microtubulos (Van Blerkom 1991; Albertini 1987). El posicionamiento excéntrico del huso
meidtico conduce a la division celular asimétrica que coincide con una reduccion en el
namero de cromosomas, a través de la extrusioén del primer cuerpo polar y la retencién
méxima del citoplasma del ovocito. Los cromosomas restantes se reorganizan generando
la segunda metafase, en lo que se denomina estadio MIl. De este modo, se completa la
maduracion hasta su arresto en la metafase Il, estadio en el cual el foliculo 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 mas de 24 h en humanos, se produce la mucificacién/expansién de
las células del camulo, que es causada por la produccion de acido hialurénico por las
células de cumulo en respuesta a gonadotrofinas. La expansion de esta matriz produce la
ruptura del foliculo, y de este modo, el ovocito maduro puede ser liberado al oviducto
(Clift & Schuh 2013). La finalizacion de la meiosis con la extrusion del segundo cuerpo
polar ocurre solo si el ovocito es fecundado. Los diferentes estadios citados se resumen

en la Figura 1.17.
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Figura 1.17. Maduracién del ovocito de mamiferos. El ovocito GV (de vesicula germinal) esta arrestado en la
profase de la primera divisibn meidtica y tiene un contenido de ADN 4C (correspondiendo a un numero
diploide (2N) de cromosomas; cada cromosoma consiste en dos cromatides hermanas). El proceso de
maduracién comienza con la ruptura de la vesicula germinal (GVBD), seguida por el ensamblaje del huso de
la meiosis |, y la migracion de los cromosomas. Esto induce la formacién del dominio cortical denominado
capuchon de Actina (rojo). Inmediatamente después de la meiosis |, ocurre la anafase y la extrusion del
primer cuerpo polar. A continuacion se forma el huso de la meiosis Il en posicidon sub-cortical, e induce la
formacién de un segundo capuchén de Actina. En este momento, el ovocito maduro MIl tiene un contenido de
ADN 2C (correspondiendo en este caso al numero de cromosomas haploides (1N); cada cromosoma consiste
en dos cromatides hermanas) mantiene el arresto en la metafase Il y la posicién asimétrica del huso. Luego
de la fecundacion (o activacion partenogenética), se reinicia la segunda divisién meiotica y como resultado se
separan las cromatides hermanas y se extruye el segundo cuerpo polar, dejando un prontcleo femenino con
un contenido de ADN 1C (correspondiendo en este caso a un nimero haploide de cromosomas (1N); cada
cromosoma consiste en una cromatide), como es también el caso del prontcleo masculino. El panel superior
muestra un esquema representativo del proceso, mientras que el panel inferior corresponde a imagenes de
microscopia confocal de ovocitos de raton en los distintos estadios, cuyo ADN fue marcado con Hoechst
33342. Imagen modificada de Li & Albertini 2013 y Qi et al. 2013.

1.3.3. Polaridad y simetria

El ovocito inmaduro GV es una célula simétrica, mientras que el maduro Mil, es una
célula altamente polarizada. Las consecutivas divisiones meioticas durante la maduracion
y posteriormente fecundacion del ovocito son caracterizadas por una extrema asimetria,
tanto en el tamafio como en el destino celular. Cada division produce un ovocito de gran
tamafio y dos células mucho méas pequefias llamadas cuerpos polares, que
eventualmente pueden degenerar. Una division asimétrica que genera dos células hijas
de distinto tamafio requiere de un posicionamiento asimétrico del huso, a fin de
especificar el plano de clivaje (Siller & Doe 2009; Morin & Bellaiche 2011). De hecho, la
polaridad celular, especialmente la polaridad cortical, a menudo precede y determina la
orientacion del huso y su posicién asimétrica.

La polaridad cortical refiere en general a la organizacion del cortex celular. En el

ovocito maduro de ratén, la polaridad cortical refiere a la presencia de un dominio cortical



caracterizado por no poseer microvellosidades en su superficie, ni granulos corticales en
la adyacencia del oolema, adicionalmente, este dominio es rico en Actina, que aparece

como un capuchén, rodeado de un anillo de Miosina Il (Li & Albertini 2013).

1.3.4. Los granulos corticales

Los granulos corticales (GC) son pequeias vesiculas secretorias derivadas del Golgi
recubiertas de membrana de 0,1 a 1 um de diametro, electdiamsas al microscopio
electrénico de transmision y que aparecen morfolégicamente homogéneas (Gulyas &
Yuan 1985; Guraya 1982; Nicosia et al. 1977; Cran 1989). Junto con el acrosoma, los GC
comparten dos caracteristicas Unicas respecto de otras organelas secretorias: son
sintetizados por células germinales y se generan por Unica vez, no siendo renovados tras
Su exocitosis.

Los GC se localizan en el cortex de ovocitos en la mayoria 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 pequefias vesiculas, originadas del aparato de Golgi,
gue posteriormente se fusionan entre si formando los granulos maduros (Gulyas & Yuan
1985). El proceso de formacion de granulos corticales en ovocitos de mamiferos es un
proceso continuo, y de hecho se sintetizan granulos hasta el momento de la ovulacion
(Liu 2011). Sin embargo, pueden observarse GC a partir de estadios muy tempranos del
crecimiento del desarrollo folicular. Tanto en ratén como en rata pueden verse GC a partir
del estadio unilaminar del foliculo, mientras que en otras especies, aparecen en etapas
mas avanzadas, como en foliculos multilaminares (Liu 2011).

Al finalizar su crecimiento, en el estadio de vesicula germinal, el ovocito presenta los
granulos corticales distribuidos uniformemente en el citoplasma. Conforme se inicia la
maduracion con la ruptura de la vesicula germinal, los granulos corticales se
redistribuyen, y migran hacia la periferia, para localizarse en la region cortical, por debajo
de la membrana plasmética (Fig. 1.18.). Varias lineas de evidencia sugieren en distintos
modelos animales que la migracion de los granulos 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 granulos corticales son excluidos de la zona adyacente
al huso meidtico de la metafase | y Il (Ducibella, Rangarajan, et al. 1988; Deng et al.
2003; Liu 2011), conformando lo que se conoce como dominio libre de granulos corticales
(CGFD: del inglés, cortical granules free domain) | y 1, respectivamente (Nicosia et al.
1977; Ducibella et al. 1994; Okada et al. 1986; Ducibella et al. 1990; Ducibella, Anderson,



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 Unicos 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).

CGFD

Figura 1.18. Los granulos corticales a. Imagen obtenida por microscopia electronica de transmision de un
ovocito MIl donde se muestran los granulos corticales de aspecto electrén-denso y cercanos a la membrana
plasmatica. La barra blanca equivale a 0,2 um. b. Arriba. Imagen de microscopia confocal de un ovocito en
metafase Il, en el cual se tifieron los granulos corticales con lectina /ens culinaris aglutinina acoplada a FITC
(LCA-FITC, verde). Abajo. Representacion esquematica de los granulos corticales en relacién a la posicion de

la metafase I, indicando el dominio libre de granulos corticales (CGFD). Imagen propia.

Diversas evidencias muestran que la formacion de estos CGFD puede ocurrir por
redistribucion de los GC y/o exocitosis. En ovocitos de raton, la redistribucion de los
grénulos parece ser el factor preponderante (Deng et al. 2003; Liu et al. 2003) y se sabe
gue es un proceso mediado por la cromatina (Deng et al. 2003). Sin embargo, también se
ha detectado EGC durante la transicidn entre la metafase | y Il (Okada et al. 1986; Okada
et al. 1993; Liu et al. 2003) durante la extrusion del cuerpo polar en el surco de
segmentacion, disminuyendo sensiblemente la cantidad de granulos corticales del ovocito
(Ducibella, Anderson, et al. 1988). Aparte de estas liberaciones de GC pre-fecundacion
anteriormente citadas, no hay procesos de EGC comparables en otros mamiferos.

Aungue la significancia biologica y las funciones de estos dominios libres de granulos
corticales y la EGC pre-fecundacién no se conocen con exactitud, existen varias hipotesis
al respecto. La primera es que la formacion de los CGFD asegura que los cuerpos
polares se extruyan con la menor cantidad de GC posible, permitiendo que queden el
mayor nimero posible para ejecutar su funcién en el momento adecuado. La segunda es
que la EGC pre-fecundacién durante la transicion entre metafase | y Il, induzca
modificaciones a nivel de ZP, espacio perivitelino y/o membrana, disminuyendo la

posibilidad de un espermatozoide de entrar por esa region, donde esta el ADN,



minimizando asi un potencial dafio del material genético materno. Esto puede ser de
particular importancia en roedores, en los cuales la superficie del ovocito es tipicamente
un 25% mas grande que en el resto de los mamiferos, y por lo tanto, hay mas riesgo de
que los espermatozoides ingresen por esa zona.

La fecundacion gatilla la exocitosis masiva de los granulos 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
modificacion de las matrices extracelulares de los ovocitos, tales como la zona pellcida
en mamiferos, 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. Composicién de los GC

La composicion de los granulos corticales de mamifero sélo 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
grénulos corticales de un ovocito de mamiferos estd estimado en el orden de los
picogramos (Liu 2011), ya que cada ovocito contiene ~20 ng de proteinas totales, y soélo
del 2,5 al 5% de estas proteinas son de granulos corticales (Gross et al. 2000). Sumado a
esto, en el caso del ratén, el modelo por excelencia para el estudio de ovocitos de
mamiferos, se obtienen en promedio de 20 a 40 ovocitos tras una estimulacion hormonal.

A continuacion se mencionan componentes hasta el momento identificados en los

granulos corticales de mamiferos:

-Componentes glicosilados: Los granulos corticales de mamiferos tienen alto contenidos
de carbohidratos (Gordon et al. 1975; Flechon 1970; Liu 2011). Aun mas, muchos de
estos carbohidratos son componentes de moléculas glicosiladas, tal es el caso de la a-D-
acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, N-acetilactosamina, acido N-acetilneuraminico,
D-N-acetilgalactosamina, N-acetilgalactosamina y el acido N-acetilglicolilineuraminico.
Mediante el uso de lectinas se ha demostrado que el contenido del GC de raton presenta
carbohidratos como: a-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).



-Proteasas: Las proteasas presentes en los GC de mamiferos sirven principalmente para
la modificacion de la zona pellcida durante la reaccion de zona (ver seccion seccién

1.5.2). Hasta el momento las proteasas asociadas a GC que han sido identificadas son:

-Ovastacina: una metaloproteasa que cliva a la glicoproteina de zona pelucida
ZP2 (Burkart et al. 2012) (ver seccion 1.5.2).

-Activador tisular de plasmindégeno (tPA): una serin proteasa, que transforma el
plasminégeno en su forma activa, plasmina. A pesar de que ha sido asociada a la
reaccién cortical (Zhang et al. 1992), hay evidencias inconsistentes que no permiten
demostrar fehacientemente que se trate de un componente de granulos corticales
(Huarte et al. 1985; Bicsak et al. 1989; Liu 2011).

-Ovoperoxidasa: una proteina implicada en catalizar la formacion de uniones covalentes
(cross-linking) de residuos de tirosina que ocurre en la zona pellcida durante el proceso
de endurecimiento (Schmell & Gulyas 1980).

-N-Acetilglucosaminidasa: una glicosidasa que participa en la hidrélisis de los residuos de
N-acetilglucosamina presentes en la ZP, que normalmente promueven la unién de
espermatozoides. De este modo, la N-Acetilglucosaminidasa contribuye a la prevencion
de la polispermia, inhibiendo la union del espermatozoide a la ZP (Miller et al. 1992; Miller
et al. 1993).

-WNT4: una proteina de sefializacion que recientemente se demostré es componente de
los GC, y estd involucrada en la regulacién del clivaje del cigoto y la embriogénesis
temprana (Liu & Yang 2016).

-Proteina p32: una proteina cuyo nombre refiere a su peso molecular de 32 kDa, presente
en el exudado de granulos corticales, pero de funcion actualmente desconocida (Gross et
al. 2000).

-Proteinas p75, p62 y p56: presentan actividad peptidil Arginina deaminasa y contribuyen
a regular el desarrollo del embrion previo a la implantacion (M. Liu et al. 2005; Hoodbhoy
et al. 2001). Estas proteinas peptidil Arginina deaminasas refieren también a sus pesos
moleculares de 75, 62 y 56 kDa respectivamente.

-Calreticulina: Una proteina chaperona de glicoproteinas, que se sugiere podria ejercer
su funcién de chaperona para otros componentes de los granulos corticales exocitados.
Las evidencias de su presencia en granulos corticales son contradictorias (Mufioz-Gotera

et al. 2001; Tutuncu et al. 2004), lo que requerird de estudios adicionales.



1.4. Fecundacién

El individuo posee un tiempo de vida limitado, sin embargo, a través de la
reproduccion es capaz de continuar la vida como especie. Asi, la reproduccion es una de
las caracteristicas fundamentales de los seres vivos que les otorga a las especies la
capacidad de autoperpetuarse y evolucionar. La reproduccion sexual es definida como un
medio de propagacién de genes por la cual se combinan genomas de diferentes
origenes, dando lugar a individuos con genotipos que no se formarian con una
reproduccion asexual. Tales individuos tienen mas chances de reproducirse y persistir a
largo plazo, lo que constituye uno de los motivos de la prevalencia de la reproduccion
sexual, a pesar de sus altos costos (Williams 1975; Hartfield & Keightley 2012).

La fecundacion es el evento culminante de la reproduccién sexual que requiere la
fusion 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 caracteristicas Unicas: una dotacion
genética haploide obtenida por recombinacion de la dotacion diploide de las células
progenitoras (Kleckner 1996).

En mamiferos, la fecundacion 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 fecundaciéon consiste en mdltiples pasos que involucran la
maduracion y desarrollo de las gametas en las gonadas, seguido de la migracion del
espermatozoide dentro del tracto reproductor femenino y que culminan con la interacciéon
ovocito-espermatozoide y su fusion dentro del oviducto (Ikawa et al. 2010).

Los ovocitos son células inméviles que poseen una cubierta protectora y gran
cantidad de material de reserva, requerido para el crecimiento y desarrollo del embrién.
Los ovarios estan dotados al nacer con un numero fijo de ovocitos contenidos en los
foliculos primordiales. Este numero disminuye como resultado de la ovulacion 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
tamafio y se convierten en las células mas grandes del cuerpo. Durante esta fase, el
ovocito forma una matriz extracelular denominada zona pellicida mediante la secreciéon
constitutiva de glicoproteinas. El crecimiento completo de esta gameta es sustentado por
las células circundantes de la granulosa que proliferan y forman mudltiples capas de
células del cimulo que rodean al ovocito. En respuesta a sefiales hormonales, uno o mas
ovocitos son ovulados y transportados a través de la fimbrias del oviducto mediante la

interaccion entre la matriz extracelular de las células del cumulo y la células del oviducto



(Talbot et al. 2003). Una vez alcanzada la region del ampula del oviducto, aguardan la
llegada de los espermatozoides para que se lleve a cabo la fecundacion (Clift & Schuh
2013; Okabe 2013).

Por su parte, los espermatozoides son células métiles capaces de trasladarse con
rapidez y eficiencia. En mamiferos, se encuentran altamente diferenciados en el
momento que abandonan los testiculos; sin embargo, ain no poseen la habilidad de
moverse progresivamente ni de interactuar o fecundar al ovocito. Parte de estas
caracteristicas son adquiridas mediante el pasaje a lo largo del epididimo donde sufren
numerosas modificaciones bioquimicas y funcionales que permiten su maduracion y
activacion de la motilidad (Busso et al. 2007; Frenette et al. 2010; Yanagimachi 1994).

Si bien los espermatozoides eyaculados han sufrido un proceso de maduracion a lo
largo de todo el tracto reproductor masculino, aiin son incapaces de fecundar al ovocito.
El proceso mediante el cual el espermatozoide se vuelve competente para fecundar al
ovocito se denomina capacitacion, y transcurre en el tracto reproductor femenino.
Durante este proceso ocurren varios cambios fisiologicos que lo preparan para la
fecundacion (Yanagimachi 1994), que incluyen: alteraciones en el metabolismo,
modificaciones de las caracteristicas fisioldgicas de la membrana, cambios en el estado
de fosforilacion de proteinas, elevaciones del pH intracelular y los niveles de Calcio y la
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica (Florman & Ducibella 2006).

En mamiferos, la fecundacion interna ocurre por la deposicion de los
espermatozoides en diferentes sitios del tracto reproductor femenino durante el coito, que
varia 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 deposicion 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 raton depositados en
la vagina son barridos a través de cérvix en el Gtero, 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 rapidamente tener acceso al oviducto (Hunter 1981).

En las especies en las cuales los espermatozoides son depositados en el Gtero
durante el coito, la unién Utero-tubérica es la principal barrera para la llegada de los
espermatozoides hacia el ampula, el sitio donde ocurre la fecundacion. Los numerosos
pliegues de la mucosa y el estrecho lumen de la unién Gtero-tubarica permiten la
migraciéon de una muy pequefia fraccion de espermatozoides dentro del oviducto. En

especies en las cuales el semen es depositado en la vagina durante el coito, los



espermatozoides deben sortear previamente la mucosa altamente plegada del cérvix
antes de entrar al Gtero. Esta mucosa esta recubierta por un mucus secretado por el
epitelio. Los espermatozoides que ingresan al cérvix intentan atravesar la microestructura
longitudinal de las glicoproteinas 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 Utero. Una vez en el (tero,
avanzan fundamentalmente gracias a la actividad contractil de la pared uterina. Aquellos
espermatozoides que pasan a través de la union Utero-tubéarica quedan retenidos en el
segmento inferior del istmo (el extremo caudal del oviducto que se encuentra junto al
Utero) hasta el comienzo de la ovulacion. Durante el almacenamiento en el istmo, el
epitelio crea un microambiente que retrasa la capacitacion y estabiliza a los
espermatozoides. Cuando la ovulacion se aproxima, los espermatozoides abandonan el
reservorio y se dirigen al ampula. Esta liberacion depende de cambios asociados con la
capacitacion 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 contractiles del oviducto posibilitan la migracion
de los espermatozoides libres desde el istmo al ampula (Figura 1.19) (Ikawa et al. 2010;
Yanagimachi 1994)
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Figura 1.19. Migracién de los espermatozoides a través del tracto reproductor femenino. Luego de que los
espermatozoides son depositados en la hembra, se vuelven metabdlicamente activos y comienzan a migrar
hacia el oviducto. a. En la fotografia se muestra el tracto reproductor femenino de raton, removido luego de 4
h de ocurrido el coito. UUT: union Gtero-tubarica; spz: espermatozoides; COC: complejos cumulus-ovocito. b.
Diagrama representativo del sistema reproductor femenino de mamiferos. Se muestra la arquitectura y los
componentes principales del tracto reproductor femenino. En humanos y roedores, la vagina es el sitio de
deposicion y el punto de inicio del camino que los espermatozoides deben seguir para alcanzar al ovocito. El
nado y las contracciones musculares de Utero permiten a los espermatozoides atravesar el cérvix y el Gtero
hasta alcanzar el istmo. En ausencia de ovocitos, los espermatozoides pueden permanecer unidos al epitelio
durante varios dias, dependiendo de la especie. El ampula o ampulla es el segundo segmento del oviducto y

constituye el sitio donde se produce la fecundacién. Durante la ovulacién, el/los ovocito/s migra/n al ampula 'y



los espermatozoides se separan del epitelio oviductal para alcanzar al ovocito. ¢. 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 pellcida y las células del cimulo. Imagen modificada de lkawa 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 quimico del estimulo, denominado quimiotaxis. Esta se define
como la reorientacion de la motilidad del espermatozoide en respuesta a un gradiente
quimico de moléculas secretadas tanto por el ovocito como por las células del cumulo
(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 concentracion (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 direccion de nado
dentro del gradiente de concentracion hacia el ovocito. Una de las sustancias
guimioatrayentes mas estudiada es la progesterona. Esta hormona es secretada por las
células del cumulo en el tracto reproductor femenino y esta presente en concentraciones
micromolares en la vecindad del ovocito (Correia et al. 2007). La distribucion radial de las
células del cumulo ayuda a formar un gradiente de concentracion de progesterona desde
el centro a la periferia (Teves et al. 2009). Este gradiente de progesterona genera un
incremento continuo en la concentracion de Calcio dentro de los espermatozoides v,
como consecuencia, se produce una alteracion 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 proteina
CRISP1, secretada por las células del camulo funciona como un quimioatractante que es
capaz de estimular la orientacion de los espermatozoides por modulaciéon de la
hiperactivacion, via regulacion de los canales CatSper. Ain més, la ausencia de CRISP1
en células del cimulus afecta la fecundacion y la penetracién del camulus por parte de
los espermatozoides (Ernesto et al. 2015).

Para lograr la fecundacion, el espermatozoide debe atravesar todas las capas de
células del cimulo que rodean al ovocito, que en un ovocito tipico de mamiferos son
alrededor de 3000 células embebidas en una matriz extracelular rica en acido hialuronico.
Los espermatozoides, atraviesan esta capa de células y alcanzan la zona pelicida del
ovocito, gracias a su motilidad hiperactivada y la accién de la enzima hialuronidasa que

permite degradar la matriz de acido hialurénico (Lin et al. 1994; Primakoff & Myles 2002).



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).
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Figura 1.20. Proceso de Fecundacién en mamiferos. Para lograr la fecundacion, el espermatozoide debe
atravesar las capas de células del cimulo del ovocito, unirse temporalmente a la ZP y luego penetra a través
de ella para alcanzar el espacio perivitelino y fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito. Sobre el
ndcleo de los espermatozoides de mamiferos existe un granulo secretorio conocido como acrosoma, que
tiene diversas enzimas hidroliticas. Cerca del ovocito, el espermatozoide libera el contenido del acrosoma por
exocitosis y penetra la zona pelucida. Sélo los espermatozoides reaccionados se fusionan con el ovocito. Las
células del cumulus estan empaquetadas junto con una matriz de acido hialurénico. ZP: zona pellcida; EPV:

espacio perivitelino. Imagen modificada de Ikawa et al. 2010.

Cuando el citosol y el nucleo del espermatozoide toman contacto con el citoplasma
del ovocito maduro, se liberan factores espermaticos, siendo la fosfolipasa C¢ (PLC) uno
de los mas importantes (Saunders et al. 2002). Estos factores activan al ovocito y
permiten la reanudacion de la meiosis; la formacion del pronucleo femenino y la
exocitosis de granulos corticales (ver seccidén 1.6). Como consecuencia de la finalizacion
de la meiosis se produce una citocinesis asimétrica, y se extruye de el segundo cuerpo
polar. Por su parte, la EGC libera enzimas hidroliticas al espacio perivitelino que
modifican la ZP haciéndola impermeable a otros espermatozoides, en un mecanismo
proceso conocido como bloqueo de la polispermia (ver seccion 1.5), que tendr4& como
objetivo, impedir que el ovocito sea fecundado por espermatozoides adicionales.
Posteriormente el nucleo del espermatozoide se descondensa formando el pronucleo

masculino (Figura 1.21). Esta descondensacion nuclear involucra dos procesos



fundamentales que son la reduccion 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 heparan sulfato funciona como un aceptor
de protaminas en la desconsensacion del ADN del nucleo del espermatozoide (Romanato
et al. 2008).
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Figura 1.21. Del ovocito al embrién. El ovocito maduro se encuentra arrestado en la metafase Il aguardando
la fecundacion. Luego de que el espermatozoide se fusione con el ovocito, el mismo extruye la mitad de las
cromatides hermanas en el segundo cuerpo polar. Como resultado de la fecundacion, el cigoto formado

contiene dos pronucleos haploides, uno materno y otro paterno. Imagen modificada de Clift & Schuh 2013.

Asi, la fecundacion es capaz de disparar una serie de cambios morfolégicos y
bioguimicos que conducen a la divisién/diferenciacion celular y conllevan a la formacién
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 reaccién acrosomal

Los espermatozoides que se aproximan al ovocito en el tracto reproductor femenino
tienen su acrosoma intacto. Previo a la fusion con el oolema, la membrana acrosomal
externa del espermatozoide se fusiona con la membrana plasmética resultando en la
exocitosis del contenido acrosomal, proceso conocido como reaccion acrosomal (RA). En
el espacio perivitelino del ovocito s6lo se encuentran espermatozoides con acrosomas
reaccionados y Unicamente este tipo de espermatozoides son los que se fusionan con el
ovocito. Por lo tanto, en algun punto durante la penetracion a través de las capas de
células del cumulo 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
gue en la superficie de la ZP sélo se encuentran espermatozoides con acrosomas

intactos, y que todos los espermatozoides observados en el espacio perivitelino tienen



sus acrosomas reaccionados (Saling et al. 1979); como asi 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 investigacion mas reciente
demostré, mediante imagenes /n vivo de espermatozoides murin0s 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
gue la RA podria ser inducida de manera diferente dependiendo de las condiciones
encontradas por el espermatozoide fecundante. En este sentido, los espermatozoides
gue alcanzan al ovocito relativamente temprano luego de la ovulacion, pasarian a través
de la masa de células del cumulus oophorus, 1o cual podria inducir la exocitosis del
acrosoma. Aquellos espermatozoides que llegan mas tarde podrian encontrar una masa
de células de cumulo mas disipada y por lo tanto requerir de la interaccion 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 contindian siendo una incégnita.

1.4.2. Interaccién espermatozoide-ovocito

Luego de que el espermatozoide atraviesa las células del cimulo y la ZP, receptores
especializados de ambas gametas median el reconocimiento y fusion de las mismas. A
pesar de su indiscutible relevancia, el mecanismo de reconocimiento y fusion de gametas
a nivel molecular sigue siendo en gran parte desconocido; en parte, esto se debe a la
escasez de ovocitos, los desafios en la solubilizacion de las proteinas integrales, y la
naturaleza a menudo transitoria de las interacciones (Wright 2009).

En distintas especies se han descripto mdultiples moléculas involucradas en el
reconocimiento espermatozoide-ovocito. Las principales moléculas en el espermatozoide
son: SLLP1 (proteina acrosomal Lisozima-/ike) (Herrero et al. 2005); 1IZUMO1 (Okabe et
al. 1988; Naokazu Inoue et al. 2011; N. Inoue et al. 2015); familia de proteinas ADAM
(Chen & Sampson 1999; Evans 2001) incluyendo: Fertilina 8, ADAM2 y ADAM3
(Klinovska et al. 2014); CD46 (Taylor et al. 1994; Inoue et al. 2003; Mizuno et al. 2004);
N-Caderina (Marin-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; Kaiji et al. 2000) y CD81
(Horvath et al. 1998; Rubinstein et al. 2006); proteinas ancladas a GPI
(Glicosilfosfatidilinositol) (Coonrod et al. 1999; Alfieri et al. 2003; Lefévre et al. 2010);



receptor de folato 4/Juno (Bianchi et al. 2014); SAS1B (proteina de union a SLLP1)
(Sachdev et al. 2012) y N-Caderina (Marin-Briggiler et al. 2008).

Si bien, como hemos mencionado, son varias las proteinas receptoras que han sido
implicadas en el proceso de reconocimiento de gametas y/o fusion, soélo tres afectan
significativamente la fertilidad /7 vivo: 1zumol 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 interactia con Izumol del espermatozoide (Fig.
1.22). El par lzumol-Juno, es el primer par de proteinas esencial para el
reconocimiento/adhesién de gametas identificado; tanto las hembras como los machos
deficientes en Juno e lzumol respectivamente son infértiles, sugiriendo que esta
interaccion es esencial para la fecundacién (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 proteinas de membrana en microdominios (Hemler 2005), su
falta podria alterar la arquitectura de las proteinas de membrana, incluida Juno,
disminuyendo la interaccion gamética, y explicando de este modo la merma en la
fertilidad (Bianchi et al. 2014; Klinovska et al. 2014).
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Figura 1.22. Complejo de adhesién que media la unién de espermatozoides a ovocitos. a. Durante la
fecundacioén, un espermatozoide se une a la membrana plasmatica del ovocito que se encuentra por debajo
de la zona pelicida. Bianchi y colaboradores reportaron que la proteina Izumol, que esta en la membrana del
espermatozoide, forma un complejo de adhesion con su receptor en la membrana del ovocito, Juno. b. Luego
de la fecundacion, Juno abandona la membrana del ovocito, siendo evacuada en vesiculas extracelulares,
previniendo de este modo la fusiébn de espermatozoides adicionales (conocido como bloqueo de la
polispermia). MP: membrana plasmatica; ZP: zona pellcida; spz: espermatozoide. Imagen modificada de
Bianchi et al. 2014

1.4.3. Zona pelicida
La zona pelucida (ZP) es una cubierta glicoproteica que rodea al ovocito
(Wassarman & Litscher 2009) y que cumple tres funciones principales: colabora en la

penetracion del espermatozoide hacia el espacio perivitelino (Clark 2011), bloquea la



poliespermia, y sustenta el desarrollo embrionario hasta su implantacion (Wassarman &
Litscher 2009). En ratén se han descripto tres glicoproteinas diferentes que conforman la
zona pelucida: ZP1, ZP2 y ZP3 (Greve & Wassarman 1985), mientras que en humano y
h&dmster se ha descripto una cuarta glicoproteina, ZP4, que posee funciones similares a
ZP3 (Gupta et al. 2009; Izquierdo-Rico et al. 2009). En el genoma de raton 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 um (Greve & Wassarman 1985) (Fig. 1.23). Las glicoproteinas de la zona pellcida
son coexpresadas a partir de genes que son activos solamente en el ovocito y durante la
ovogénesis, declinando su expresion al concluir la maduracion (Rankin & Dean 2000).

Cuando se acerca al ovocito, el espermatozoide toma contacto con la ZP donde
reconoce componentes especificos de la misma, en lo que se conoce como
reconocimiento especie-especifico (Wassarman et al. 2005). Previo a la fusion de las
gametas, los espermatozoides pueden penetrar la ZP (Braden et al. 1954). Sin embargo,
la fecundacion induce rapidos cambios en la ZP, que la transforman en una barrera fisica
que previene la uniéon de espermatozoides adicionales y su penetracion a través de la
misma (Austin 1961; Braden et al. 1954) (ver seccion 1.5.2).

Figura 1.23. Fecundacién y zona pelicida. a. 1zg.: Microscopia electrénica de barrido de un ovocito humano
rodeado por su zona pellcida, y en el recuadro una imagen de mayor magnificacion. Puede apreciarse el
entramado glicoproteico de aspecto poroso de la zona pellcida. Der.: Se muestra un espermatozoide de

humano acercandose a la superficie de la zona pellcida. Imagen modificada de Clift & Schuh 2013.

1.4.4. Las fusiones necesarias para la fecundacion

La culminacion de un exitoso proceso de fecundacion en mamiferos requiere de tres
diferentes eventos de fusiébn de membranas. En primer lugar, debe ocurrir la exocitosis
del acrosoma o reaccion acrosomal, que le permite al espermatozoide penetrar la zona
pelicida y alcanzar la membrana plasmética del ovocito. A continuacion, luego de la
unién del espermatozoide al oolema, ocurre la fusién entre las dos gametas. Finalmente,
el ovocito fecundado secreta el contenido de los granulos corticales por fusiones
exociticas, en lo que se conoce como exocitosis de granulos corticales, con el objetivo de

impedir la fecundacion por mas de un espermatozoide (Gadella & Evans 2011). Estos



tres eventos de fusién estan finamente regulados y en una precisa sincronia para lograr
una fecundacion exitosa y la formacién de un cigoto viable. Es por ello que el estudio de
los procesos de fusion es de gran interés para comprender las bases moleculares de la
fertilidad.

1.5. Bloqueo de la polispermia y reaccién cortical

Una caracteristica compartida por todos los ovocitos es que deben fusionarse con un
-y sblo un- espermatozoide. Si el ovocito se fusiona con mas de un espermatozoide, el
cigoto formado tiene una excesiva cantidad de material genético contribuida por el
macho, resultando en la formacion de un cigoto no viable. En este sentido, una
fecundacion exitosa no estd garantizada a menos que se desarrollen mecanismos
preventivos para inhibir la fecundacién por mé&s de un espermatozoide, condicion
conocida como polispermia. Si bien la polispermia fisioldgica puede ocurrir en numerosas
especies incluyendo insectos, reptiles y aves, la polispermia en mamiferos es anormal, y
conduce a fallas en el desarrollo del cigoto (Sun 2003). La polispermia en humanos
resulta en abortos espontaneos tempranos; cerca del 10 % de los abortos tienen tales
triploidias, y la mayoria de ellos, probablemente se deba a fallas en el establecimiento del
bloqueo de la polispermia. Aun asi, 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 poliploidias estan caracterizadas por severas
malformaciones y multiples 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
fisiologicas, 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 embrién (Han et al. 1999). A
pesar de esto, una defensa contra la polispermia debe establecerse rapidamente luego
de la fecundacién en mamiferos, y este bloqueo debe tener la caracteristica 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 fisiolégica en
mamiferos es cerca del 1-2 %, mientras que aumenta al 5-7% en fecundacién /in vitro
(Bianchi & Wright 2014; Ho et al. 1994).

En lineas generales, los distintos organismos han evolucionado desarrollando
diferentes mecanismos, de acuerdo a sus estrategias reproductivas y si la fecundacion es
externa o interna. En mamiferos, como hemos mencionado con anterioridad, la

fecundacion es interna, y el tracto reproductivo femenino constituye un sistema de



seleccion estricto que limita la llegada de los espermatozoides al sitio de fecundacion
(Braden 1953). En ratones, se eyaculan ~ 50 millones de espermatozoides y sélo 100 o
200 llegan a estar lo suficientemente cerca del ovocito como para fecundarlo
(Wassarman 1994). Esto apoya las observaciones de que la fecundacion 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 esta
directamente relacionada con la concentracion 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 mamiferos, el mecanismo primario en la prevencion de la polispermia involucra
modificaciones bioquimicas en la cercania del ovocito fecundado, como en la propia
gameta; dependiendo de las especies, el bloqueo de la polispermia reside en la zona
pellcida, 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 hamster, 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, ratén, 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 granulos corticales, que se exocitan
luego de la fusion de las gametas. Los GC de mamiferos residen en el cértex de los
ovocitos MIl, y luego de la fusion del espermatozoide o una activacion partenogenética,
su contenido se exocita al espacio perivitelino en lo que se denomina exocitosis de
granulos corticales (EGC). Como consecuencia de esta exocitocis se gatilla en el ovocito
lo que se conoce como reaccion cortical, que estrictamente comprende todos los eventos
que se producen tras la fusidn del espermatozoide con el ovocito que conducen al
blogueo de la poliespermia (Ducibella 1996). Sin embargo, muchos autores consideran a

la EGC y la reaccion cortical como sinGnimos.

1.5.1. Bloqueo a nivel de membrana

El blogueo a nivel de membrana en mamiferos es todavia poco conocido a pesar de
que existe evidencia demostrando su existencia desde hace muchos afios (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



clasicos experimentos en los se encontraron espermatozoides extra en el espacio
perivitelino de ovocitos fecundados, recuperados luego de apareamientos, demostrando
gue por alguna razén, 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 mamiferos, en las cuales la fecundacion 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 acuatico, requiriendo de este modo un blogueo muy rapido de la
polispermia. El mismo se logra a través de una rgpida (algunos segundos) y transitoria
despolarizacion de la membrana plasmética 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 mamiferos, el bloqueo
de membrana funciona por mecanismos diferentes a la despolarizacion de la membrana
(Tarin 2000), la cual no es observada en ovocitos fecundados de raton, hamster 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 fusién 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 blogqueo no esta
asociado a la EGC, pero si que esta vinculado a la fusion de la membrana del
espermatozoide con el ovocito (Sun 2003). Por ejemplo, cigotos de ratén obtenidos por
ICSI (inyeccidn intracitoplasmatica del espermatozoide), que fueron sometidos a
reinseminacion, no mostraron bloqueo a nivel de membrana, aunque si ocurri6 EGC
(Maleszewski et al. 1996). De manera similar, ovocitos de ratén 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 mamiferos disminuye su
receptividad a los espermatozoides luego de la fecundacion es ain 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 sefializacion del
Calcio que conducen al bloqueo a nivel de membrana (Gardner et al. 2007).

Recientemente se han reportado evidencias que apuntan a que la rapida pérdida de
Juno luego de la fecundacién, puede constituir la base mecanistica del bloqueo de la
polispermia a nivel de membrana en mamiferos (Bianchi et al. 2014). Primero, Juno esta
altamente expresada en ovocitos no fecundados, y resulta esencial para el proceso de

fecundaciéon. Segundo, Juno se vuelve indetectable en el ovocito aproximadamente 30-40



min luego de la fecundacion (Bianchi et al. 2014), lo que est4 en coincidencia con el
tiempo propuesto para el establecimiento del bloqueo a nivel de membrana (Wolf 1978).
Tercero, el blogueo de la membrana es a su vez una respuesta graduada (Gardner et al.
2007) y es asociada con la pérdida de sitios de unién a espermatozoide (Horvath et al.
1993), consistente con la pérdida gradual de un receptor de la superficie. En cuarto y
altimo lugar, la expresion 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
accion propuesto plantea que la proteina Juno que se pierde en vesiculas en el espacio
perivitelino, podria unirse a los espermatozoides reaccionados, neutralizandolos,
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 pellcida

La fecundacién induce cambios rapidos en la ZP, que inhiben la union de
espermatozoides adicionales a la ZP y obstaculizan a los que ya estan unidos a penetrar
esta matriz extracelular (Austin 1956; Austin 1961; Braden et al. 1954), bloqueando asi la
polispermia de un modo definitivo. Este proceso se conoce como reaccién de zona o
endurecimiento de zona, que confiere rigidez mecanica y resistencia a la digestion
proteolitica (Inoue & Wolf 1974; Drobnis et al. 1988) y se sabe que es dependiente de la
exocitosis de granulos corticales y su contenido. El endurecimiento de la ZP es causado
por procesamiento proteolitico de las glicoproteinas 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 demostr6 que la metaloproteasa
Ovastacina es critica para el clivaje de ZP2 y el endurecimiento definitivo de la ZP
(Burkart et al. 2012) (Fig. 1.24).

Aun mas, estudios en ratones knockout para Ovastacina mostraron que el clivaje de
ZP2 previene también la unién de espermatozoides adicionales al cigoto, indicando que
ZP2 forma parte de una estructura de unién en la ZP (Burkart et al. 2012; Avella et al.
2013). Una posibilidad es que las proteinas de la ZP adopten una estructura
tridimensional que representa un sitio de unién de los espermatozoides (Dean 2004), el
cual se pierde luego del clivaje de ZP2 tras la fecundacién (Bleil et al. 1981), proveyendo
un mecanismo adicional al endurecimiento para la prevencion de la polispermia (Clift &
Schuh 2013).
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Figura 1.24. Fecundacién y zona pellcida. Figura esquematica de la union del espermatozoide a la ZP. La ZP
consiste en glicoproteinas que son modificadas con cadenas de oligosacaridos. Los espermatozoides pueden
unirse a la ZP de los ovocitos no fecundados. Luego de la fecundacion, se produce el clivaje de la proteina
ZP2 por Ovastacina, que vuelve a la ZP no permisiva para la union de espermatozoides. Imagen modificada
de Clift & Schuh 2013.

Es sabido que ocurren bajos niveles de liberacidén de granulos corticales antes de la
fecundacion, durante la maduracién meiética y la ovulaciébn (Rousseau et al. 1977;
Ducibella, Anderson, et al. 1988). En ratones, los ovocitos GV tienen ~5400 granulos
corticales, de los cuales ~1300 son liberados durante la ruptura de la vesicula germinal
(Ducibella, Anderson, et al. 1988). Y se ha detectado también EGC durante la transicion
entre la metafase | y ll(Okada et al. 1986; Okada et al. 1993; Liu et al. 2003; Ducibella,
Anderson, et al. 1988). Sin embargo, la degranulacién parcial no induce el
endurecimiento de la ZP. El endurecimiento fisioldgico ocurre cerca de las 30 h post-
ovulacion, limitando asi la ventana temporal para la fecundacion del ovocito (Dodson et
al. 1989). Recientemente se reporté que la proteina Fetuina-B puede antagonizar la
accion proteolitica de la Ovastacina liberada de forma prematura en los granulos
corticales (Dietzel et al. 2013). Las fetuinas son proteinas plasmaticas derivadas del
higado perteneciente a la superfamilia de las Cistainas (Lee et al. 2009). Su participacién
en la fecundacion fue descubierta debido a que las hembras de ratones homocigotas
fetuB -I- (knockout) son 100% infértiles (Dietzel et al. 2013). Dado que la Fetuina-B es un
potente inhibidor competitivo de Ovastacina (IC50 = 76.4 nm) (Dietzel et al. 2013), una
probable explicacion de su accibn en el organismo es mantener a los ovocitos

fecundables (sin endurecimiento de zona), a pesar de las pequefias cantidades de



Ovastacina liberadas de ovocitos no fecundados. Sin embargo, una vez que el
espermatozoide ingresa en el ovocito, la reaccion cortical liberara grandes cantidades de
Ovastacina que colmara la capacidad de inhibicion de Fetuina-B, iniciAndose de este

modo el proceso de endurecimiento (Figura 1.25) (Stocker et al. 2014).
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Figura 1.25. Fecundacién y zona peldcida. Interaccién Ovastacina-Fetuina-B. Mecanismo propuesto para la
interaccion entre Ovastacina y Fetuina-B en el ovocito. Izg.: Las pequefias cantidades de Ovastacina (azul)
que pueden filtrarse son inhibidas por Fetuina-B, manteniendo al ovocito fecundable (rojo). Der.: cuando el
espermatozoide ingresa al citoplasma del ovocito provoca la exocitosis de granulos corticales. La masiva
cantidad de Ovastacina liberada de los granulos corticales anulara la inhibicién por Fetuina-B. Ovastacina

cliva la ZP2 y consecuentemente la ZP se endurece. Imagen modificada de Stocker et al. 2014.

Adicionalmente al clivaje proteolitico de ZP2, se ha sugerido también que, luego de
la EGC, podria haber modificaciones en el perfil de glicosilacion de la zona pellcida
(Miller et al. 1992), y que ZP3 podria sufrir algun tipo de modificacion que interfiere en la

unién del espermatozoide a la misma (Florman & Wassarman 1985).

1.6. Sefalizacién post-fecundacion y activacién ovocitaria

Una vez ocurrida la fusion del espermatozoide con el ovocito, el espermatozoide
induce un aumento en el Calcio citoplasmético del ovocito, el cual fue observado por
primera vez hace practicamente 40 afos atras en el ovocito de pez medaka (Oryzias
/atipes) y en erizo de mar, y posteriormente confirmado para todas las especies
(Ridgway et al. 1977; Steinhardt et al. 1977). En mamiferos, la fecundacién produce
multiples ondas u oscilaciones de Ca?*, que gatilla una serie de eventos temporalmente
ordenados, incluyendo la exocitosis de granulos corticales, la finalizacion de la segunda
divisibn meidtica, la traduccion de los ARNm maternos y finalmente, la transicién de
meiosis a mitosis (Ducibella et al. 2002; Horner & Wolfner 2008) (Fig. 1.26). De este
modo, la sefializaciéon del Calcio juega un rol preponderante en las etapas tempranas del
desarrollo de mamiferos, y estas oscilaciones en su concentracion en los ovocitos
fecundados induce una cascada de cambios celulares conocida colectivamente como
activacion ovocitaria (Runft et al. 2002; Maluchnik & Borsuk 1994). Esta activacion sirve

para iniciar el desarrollo embrionario y prevenir la polispermia. Las oscilaciones de Ca%*



repetitivas permiten que los diferentes eventos de la activacion estén codificados en un
orden especifico, gatilladas por el mismo estimulo rio arriba, ya que se cree que estas
ondas son “decodificadas” para generar las multiples respuestas del ovocito a la
fecundacion (Ducibella et al. 2002; Berridge et al. 2003). Mediante ensayos de
fecundacion /n vitro en ratdn, se determind que las ondas de Calcio se inician a los pocos
minutos después de la fusion gamética, y se repiten periédicamente cada 10 minutos por
mas de 6 horas (Nakano et al. 1997).

Estos incrementos en los niveles de Calcio son iniciados por la fosfolipasa CC (PLCQ)
(Saunders et al. 2002), que es introducida en el ovocito por el espermatozoide. La PLC(
promueve la produccién de inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3), que se une a sus receptores en
el RE, causando la liberacion de Ca?* de sus cisternas (Miyazaki et al. 1992; Miyazaki et
al. 1993) (Fig. 1.26).
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Figura 1.26. Activacion del ovocito por sefializacion de Calcio. Luego de la fusion de las gametas, el

espermatozoide introduce en el citoplasma del ovocito la fosfolipasa CZ (PLCC) que promueve la producion de
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), que se une a su receptor (IP3R) en el reticulo endoplasmatico (RE), provocando
la liberacion de Ca?*. Este aumento de Calcio citoplasmatico promueve la salida de la meiosis, gatilla la
exocitosis de granulos corticales, la traduccion de los mensajeros maternos y finalmente la transicion de

meiosis a mitosis. Imagen modificada de Clift & Schuh 2013.

1.7. Exocitosis de los Granulos Corticales y activacion partenogenética

La exocitosis de granulos corticales (EGC) se asemeja en cierta medida a la
exocitosis del acrosoma en que, en ambos casos, la exocitosis del granulo secretorio
tiene lugar en la superficie de la gameta. La diferencia principal entre los dos eventos
exociticos es que la EGC constituye una serie de eventos de fusion puntuales de muchos
granulos corticales con el oolema, mientras que la exocitosis acromal es un evento de

fusién de un solo granulo secretorio, el acrosoma, pero con maltiples puntos de fusion.



Durante la maduracién, los granulos corticales son translocados al cértex de los
ovocitos Ml y se ubican justo por debajo de la membrana plasmatica hasta que reciben el
estimulo de Ca?* para ser exocitados. La EGC es una exocitosis regulada, que se
produce en respuesta al elevado Calcio citoplasmatico que ocurre luego de la
fecundacion (seccion 1.6). El requerimiento del Ca?* para gatillar la EGC se demostro
debido a que iono6foros 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 (Acido (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
fusién gamética, y es uno de los primeros eventos inducidos por Ca?* (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 reaccion cortical de manera
parcial, mientras que un nivel mas alto de Ca?* es requerido para completarla (Raz et al.
1998). Como sucede en otras células secretorias, la EGC en ovocitos involucra una
cascada de sefializacion, y se ha sugerido que esta cascada requiere de proteinas
dependientes de Calcio (Abbott & Ducibella 2001).

Distintas evidencias demuestran que el incremento de Ca2* depende
fundamentalmente de la liberacion de este ion 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 adicion de agentes que activen canales
IP3R como adenofostina, un anédlogo no metabolizable de IP3 (Sato et al. 1998), o IP3
exogeno (Cran et al. 1988; Jones & Whittingham 1996).

Recientemente se ha demostrado que el influjo de Ca2* a través de la membrana
plasmética es un requisito para la activacién del ovocito, y no simplemente una entrada
de Ca?* para la reposicidén de los depdésitos en el RE (Miao et al. 2012). Actualmente, es
aceptado de modo general que tanto la liberacién de Ca?* intracelular, como el influjo de
Ca?* desde el exterior a través del oolema, son necesarios para sostener las oscilaciones
de Ca?* durante la activacion del ovocito (Carvacho et al. 2013) y para completar una
activacion exitosa en mamiferos (Kline & Kline 1992b; Miao et al. 2012; McGuinness et al.
1996). Por este motivo, es esencial un detallado estudio de las vias de entrada de Ca?*a
la célula, a fin de comprender mejor la dinamica del Calcio durante la fecundacién. 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).



El Caz* externo puede entrar a la célula a través de canales y/o transportadores. Los
canales de Ca?* regulados por voltaje tipo T (CaV 3.2; (Kang et al. 2007)) fueron uno de
los primeros canales caracterizados en ovocitos de raton (Peres 1987). Aunque su
funcidn 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 fecundacion de mamiferos son muy pequefios (lgusa et al.
1983; Jaffe & Cross 1984), y que el potencial de reposo de ovocitos es cercano al umbral
de activacion de los canales CaV; esto asegura que la mayoria de los canales estén
inactivos antes y después de la fecundacién (Lee et al. 2015). Ademas de estos canales
dependiente de voltaje, se ha demostrado que los canales TRPV3, miembros de la familia
de canales insensibles al voltaje TRPV, estan activos en ovocitos (Carvacho et al. 2013).

En los ovocitos de roedores, el SrCl; ha sido ampliamente utilizado como activador
partenogenético ya que causa oscilaciones de Ca2*y activacién ovocitaria (Whittingham &
Siracusa 1978; Roh et al. 2003). Se ha demostrado que la activacion partenogenética por
cloruro de Estroncio (Carvacho et al. 2013) y 2-APB (2-aminoetoxidifenil borato) (Lee et
al. 2015) ocurre via la activacion de estos canales de Calcio TRPV3, los cuales son
capaces de mediar el influjo de Ca?* e inducir la activacion ovocitaria. Sin embargo, estos
canales no son requeridos para sostener las respuestas inducidas por la fecundacion, por
lo que se necesitan mas estudios para dilucidar cuéles son los canales que permiten el

influjo de Ca2+ que ocurre durante el proceso de fecundacion (Lee et al. 2015).

1.7.1. Rol del citoesqueleto de Actina en la EGC

En el cortex de ovocitos de mamiferos se observa una extensa red de
microfilamentos que se extiende por debajo de la membrana plasmatica cubriendo todo el
perimetro celular (DiMaggio et al. 1997; Sun, Lai, Park, et al. 2001; Kim et al. 1996), con
una regiéon engrosada en las cercanias de la metafase Il, denominada “capuchén de
Actina” (Fig. 4.57).

En ratones, durante la maduracion ovocitaria los granulos corticales son impulsados
por los microfilamentos de Actina a moverse a la periferia, asumiendo una posicién
adyacente a la membrana plasmatica, a excepcion del &rea que esta en las cercanias del
huso meidtico (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 cortex (Connors et al. 1998; Sun, Lai, Park, et al. 2001), pero si esta involucrada en la
EGC. En este sentido, el tratamiento de ovocitos de raton o hamster con citocalasina B
(impide la polimerizacién de los filamentos de Actina), bloquea la EGC inducida por la

entrada del espermatozoide (DiMaggio et al. 1997; Tahara et al. 1996). Adicionalmente, la



estabilizacion de los microfilamentos utilizando Jasplakinolide inhibié la EGC gatillada por
activacion artificial en ovocitos de ratén (Terada et al. 2000). Estos resultados sugieren
gue la EGC requiere del citoesqueleto de Actina en estas especies (Sun 2003). Aun mas,
recientemente se ha reportado que es necesario un citoesqueleto de Actina intacto para
la funcién de los canales de Ca?* TRPVS3, lo que sugiere que los rearreglos de Actina que
ocurren durante la maduracién, podrian regular tanto la presencia como la funcion de los
canales TRPV3, y de otros canales de Ca?* involucrados en la maduracion y fecundacion
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 bioquimicos y
moleculares involucrados en la EGC, como asi también en los cambios morfolégicos que
suceden durante el proceso. Nuestro modelo de estudio posee algunas ventajas respecto
a otros modelos de exocitosis, ya que su gran tamafio permite introducir proteinas y
agentes no permeables por microinyeccion citoplasmatica.

Durante la fase de crecimiento, los ovocitos de mamifero son transcripcionalmente
activos, pero cuando alcanzan su tamafio definitivo, la actividad transcripcional cae y se
mantiene en niveles indetectables durante toda la maduracion meiética (Clarke 2012). El
hecho de ser una célula transcripcionalmente inactiva en los estadios 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 expresion de proteinas de interés para la EGC. De forma adicional a la
microinyeccion, podrian utilizarse péptidos permeables que atraviesan la membrana
plasmatica (CPPs, del inglés cell penetrating peptides). Estos CPP se utilizan en distintos
modelos como vectores de transporte para la distribucion intracelular de una variedad de
moléculas tales como nano-particulas, péptidos, proteinas y ARN de interferencia
(Bechara & Sagan 2013). Todas estas caracteristicas y posibilidades metodoldgicas

hacen del ovocito un buen modelo de estudio de la exocitosis regulada.

1.7.3. Maquinaria de fusién de la exocitosis de granulos corticales
Sin bien en la actualidad no se conoce con exactitud el mecanismo de fusion de los
granulos corticales, hay evidencias convincentes de que las interacciones entre las

proteinas SNARE y sus proteinas accesorias rigen este proceso en ovocitos de



mamiferos. Hasta el momento los componentes de esta maquinaria molecular que se han

reportado en ratones son:

SNAP-25: el ARNm vy la proteina t-SNARE SNAP-25 fue identificada en ovocitos
MIl de raton. Luego de la microinyeccion de la toxina botulinica A (Bont/A), que
cliva selectivamente a SNAP-25, la EGC inducida por la entrada del
espermatozoide fue inhibida, y la inhibicién atenuada por co-inyeccién con SNAP-
25 recombinante, sugiriendo que la SNAP-25 estd involucrada en la EGC
dependiente de Ca?* durante la fecundacion en ovocitos de raton (Ikebuchi et al.
1998).

Sintaxina 4: se detect0 la presencia del ARNm y la proteina t-SNARE Sintaxina-4
en ovocitos ovocitos MIl, donde ademas se la observd colocalizando con los
granulos corticales (lwahashi et al. 2003). No fue examinada la participacion de
Sintaxina 4 en la EGC.

Rab3A: un miembro de la familia de las pequefas GTPasas Rab, esta presente
en ovocitos MIl de raton con una localizacion cortical (Masumoto et al. 1998); sin
embargo, su requerimiento para la EGC no fue examinado.

Rabfilina-3A : Un efector citosoélico de Rab3 y Rab27, es expresado en ovocitos de
raton, y la microinyeccién de sus dominios recombinantes N- y C-terminal inhibe la
EGC de manera dosis dependiente, demostrando que Rabfilina-3A cumple un rol

mediando la reaccién cortical en ovocitos de ratéon (Masumoto et al. 1996).

Un trabajo reciente en ovocitos de porcino revela que las proteinas t-SNARE SNAP-

23 y la proteina v-SNARE VAMPL1 estan involucradas en el docking de los granulos

corticales al oolema, y las interacciones entre estas proteinas SNARE, asi como también

con la molécula Complexina, son las responsables de arrestar a los granulos corticales

en el cortex, antes de que ocurra la EGC (Tsai et al. 2011).

Si bien el mecanismo de fusién de membranas durante la EGC se encuentra todavia

pobremente caracterizado, estas observaciones sugieren que la EGC en ovocitos de

mamiferos es regulada por una via dependiente de proteinas SNARE. Sin embargo, se

desconoce si las proteinas SNAP y NSF, dos proteinas clave en la via de las SNARE,

median la EGC en algiin modelo de ovocitos.
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HIPOTESIS

La hipotesis de esta tesis doctoral es que el complejo SNAP-NSF se encuentra
presente en ovocitos de ratdn, y que participa y cumple un rol esencial en la fusién de los
gréanulos corticales con la membrana plasmatica durante la reaccion cortical. En
consecuencia, hipotetizamos también que la causa de la severa reduccion en la fertilidad
de las hembras hyh puede ser atribuida, en parte, a una EGC defectuosa por la portacion

de la proteina a SNAP mutada.

OBJETIVOS
Objetivo General

La fusion 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 vesiculas que se fusionan entre
si o con la membrana plasmatica. Por otro lado, el origen de un nuevo ser esta
mediado por tres diferentes eventos de fusion de membranas: la reaccion
acrosomal del espermatozoide —donde el acrosoma exocita su contenido-, la
fusién del espermatozoide y del ovocito durante la fecundacion, y la reaccion
cortical del ovocito- donde los granulos corticales se fusionan con la membrana
plasmatica para evitar la polispermia. Hasta el momento, se conoce con bastante
detalle el mecanismo molecular de la reaccidon acrosomal y de la fusion de las
gametas, mientras que el proceso por el cual transcurre la reaccion cortical ha
sido poco explorado. El objetivo general de esta tesis es estudiar el mecanismo
molecular por el cual transcurre la fusion de membranas durante la exocitosis de
los granulos corticales en ovocito de raton, con particular interés en definir el rol

que desempefia el complejo de proteinas SNAP-NSF.

Objetivos Especificos
1. Identificar las isoformas de SNAP en ovocitos de raton

Las proteinas SNAP son una familia de proteinas formada por tres isoformas en
mamiferos: a, B y y. Estas tres isoformas presentan una alta homologia, pero exhiben una
distribucion tisular diferencial. La a es la mas abundante y ubicua de las isoformas,
mientras que la B se encuentra principalmente restringida a neuronas. Todavia 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



ningln reporte acerca de su expresibn en ovocitos, es nuestro objetivo identificar
cudl/cudles de los transcriptos de la/s isoformas de SNAP estan presente/s en ovocito de

raton.

2. Analizar la expresion de las isoformas de SNAP durante la maduracion y activacion
ovocitaria

Una vez identificados los transcriptos de las isoformas de SNAP presentes en
ovocito de ratdén, se procedera a la deteccién de la presencia y expresion de dichas
proteinas. Los niveles de expresion y la localizacion subcelular de estas proteinas seran
analizadas utilizando estadios de ovocitos inmaduros, maduros y luego de la activacion

partenogenética y fisiologica.

3. Caracterizar el rol de las isoformas de SNAP en la exocitosis de granulos corticales

La exocitosis de los GC es de fundamental importancia ya que constituye el blogqueo
primario de la penetracidén polispérmica. Al igual que otros procesos secretorios, la fusién
de los GC con la membrana plasmatica es regulada por Calcio, sin embargo todavia no
se conoce el mecanismo molecular por el cual transcurre y los factores intervinientes soélo
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 desempefian otras

funciones en la fisiologia del ovocito.

4. |dentificar la presencia y analizar la expresibn de NSF durante la maduracién y
activacion del ovocito de ratén

NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor) es una proteina citosolica que interactia con
las SNARE a través de las proteinas SNAP. NSF es una ATPasa hexameérica requerida
en todos los procesos de fusibn 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 estéd presente en
ovocito de ratdon y en caso de estarlo, analizar su expresién durante el proceso de

maduracion y activacion.

5. Estudiar el rol de NSF en la EGC
Ademas del andlisis descriptivo planteado anteriormente para NSF, uno de nuestros

objetivos primordiales es el de poder, en caso de estar presente, analizar la funcion de



NSF durante la EGC, completando asi el estudio del complejo SNAP-NSF y su rol en la

fusién de los GC con la membrana plasmatica.

6. Analizar las posibles causas de la severa reduccién de la fertilidad de las hembras hyh

Existe una cepa de ratones denominada hyh (Aydrocephalus with hop gaif) que
presenta una mutacion puntual recesiva en el gen de a SNAP (M105I), la que ademas de
tener problemas neuroldgicos, posee severos problemas reproductivos. En 2009 nuestro
grupo reporté que los ratones machos hyh son subfértiles debido a que la proteina a
SNAP mutada altera la exocitosis acrosomal. Sin embargo, todavia se desconocen las
causas de la severa reduccion de la fertilidad de las hembras hyh, lo que constituye el
presente objetivo. Para llevarlo a cabo, contamos con la colaboracion del Dr. F. Bétiz,

quien cuenta con la cepa hyh en la Universidad Austral de Chile (Valdivia, Chile).
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales, estimulacién hormonal y coleccién 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 obtencién de ovocitos se realizé 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 estan definidos genéticamente
y presentan una alta variabilidad genética entre individuos, siempre y cuando se evite la
endocria 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 Histologia y Embriologia de
Mendoza-CONICET.

Para el desarrollo del objetivo especifico 6, los ratones utilizados fueron de la cepa
C57BL/10J, homocigotas wild type, heterocigotas u homocigotas (hyh) para la mutacion
M1051 en a SNAP. Los animales hyh son obtenidos por cruzamiento de parejas
heterocigotas para la mutacién M105I. El resultado de estas cruzas es analizado por PCR
al momento del destete para identificar los genotipos (Batiz, Roales-Bujan, et al. 2009).
Dichos animales fueron obtenidos del bioterio del Instituto de Anatomia, Histologia y
Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Austral de Chile (UACh), Valdivia,
Republica de Chile.

Durante el proceso de cria y experimentacion, los animales se mantuvieron con
ciclos artificiales automatizados de 12 horas (h) de oscuridad y 12 h de luz, que
comenzaron todos los dias a la misma hora y se mantuvieron sin interrupciones. Esto
resulta esencial, dado que el fotoperiodo es de vital importancia en la regulacién del ritmo
circadiano, y estimula y sincroniza el ciclo sexual. La temperatura promedio de la sala se
mantuvo a 22 grados centigrados (°C), controlada por sistemas de renovacion de aire.
Estos animales poseen un estado microbiolégico convencional, lo que significa que: 1)
estan libres de zoonosis; 2) poseen barreras sanitarias relativas; 3) el tipo de
instalaciones para la reproduccion, cria y experimentacion son abiertas (no aisladas del
exterior como en el caso de los animales libres de patdégenos); 4) son manejados por

personal entrenado y deben ser sometidos a controles sanitarios regulares.



3.1.1 Obtencion de ovocitos inmaduros (GV)

Para obtener ovocitos inmaduros las hembras fueron estimuladas con 10 unidades
internacionales (Ul) intraperitoneales de la hormona gonadotrofina coridnica equina
purificada (del inglés, PMSG: pregnant mare’s serum gonadotropin) (Syntex, Argentina),
que imita el efecto de la hormona enddégena foliculo estimulante (FSH), estimulando en
forma directa el desarrollo folicular. Luego de transcurrir un lapso de tiempo de entre 45y

48 h post inyeccion, se procedio al sacrificio de los animales por dislocacion cervical.

Figura 3.1. Aparato genital femenino de ratén. En la fotografia se muestra un ovario, seguido por el
oviducto donde se encuentra el ampula y uno de los cuernos del Gtero de una hembra CF1 de 8

semanas de edad.

Seguidamente, se realiz6 la extraccion de los ovarios (Fig. 3.1), y se procedio a la
disrupcién mecanica de los mismos. Para ello, se colocé cada ovario en una gota de 200
ul del medio de coleccion. 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 antibidtico de amplio espectro; 0,9 mM piruvato de
Sodio (Sigma) y 25 mM de buffer (del inglés, buffer. solucion tampdén) HEPES (Sigma),
pH 7,3. Este medio de coleccion y manipulacion de ovocitos sera identificado de ahora en
mas como MEM/HEPES. Para trabajar con ovocitos inmaduros, el medio fue
suplementado con 2.5 pM de Milrinone (Sigma) para inhibir la maduracién ovocitaria. El
AMPc es un conocido inhibidor de la maduracion (Sirard & First 1988), y s6lo cuando sus
niveles decaen es posible la maduracion ovicitaria. Por su parte, el Milrinone es un
inhibidor de la fosfodiesterasa de AMPc PDE3A (Richard et al. 2001), es decir que impide
la accion de la enzima que degrada a este nucleétido ciclico. En este sentido, la
utilizacion de Milrinone garantiza altos niveles AMPc, y por ende una eficaz inhibicion de

la maduracién ovocitaria.



La disrupcion mecanica se llevé a cabo utilizando una aguja de tuberculina calibre 25
G (Terumo) para punzar el tejido (Fig. 3.2.a). Luego se colectaron los complejos cumulus-
ovocito (COC) con una pipeta Pasteur de vidrio estirada, cuyo diametro oscila entre 100 y
120 um. Sélo los ovocitos GV con un diametro de aproximadamente 80 um de diametro y

con sus células del camulo intactas (minimo 3 capas) fueron seleccionados para su uso.

' “'ovocito
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Figura 3.2. Coleccién de ovocitos GV. En esta fotografia se muestra el procedimiento para la extraccion y
coleccién de ovocitos GV. El ovario extraido es sujetado por una pinza y se punza con una aguja (a), nétese
la salida de liquido folicular como consecuencia de la puncién. En el liquido resultante de la puncién, los
complejos cumulus-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
cumulus fueron removidas mecanicamente como consecuencia de una serie de pasajes a
través de gotas de 30 pl de medio MEM/HEPES, utilizando una pipeta de menor diametro
gue el utilizado para la coleccién (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 pl) de medio M16 pH
7,2-7,4 (NaCl 94,66mM; KCI 4,78 mM; CaClz -2H.0 1,71 mM; KH2PO4 1,19 mM; MgSO,
-7 H20 1,19 mM; NaHCO3; 25 mM; lactato de Sodio 23,28 mM; piruvato de Sodio 0,33
mM; glucosa 5,56 mM; Albumina Sérica Bovina (BSA) 0,4 %; Gentamicina 0,001% vy
PVA 0.01%). La gota fue cubierta con vaselina de uso medicinal extra densa (Ewe), y los
ovocitos fueron incubados en la estufa a 37°C, en atmoésfera humidificada con un

porcentaje de CO; del 5% en aire, hasta su utilizacion.

3.1.2 Obtencion de ovocitos maduros (Mll)

Para obtener ovocitos maduros, las hembras fueron estimuladas con 10 Ul
intraperitoneales de la hormona PMSG (Syntex, Argentina), y 48 h después fueron
estimuladas con 10 Ul de la hormona gonadotrofina coriénica humana (hCG) (Syntex,
Argentina), que posee la misma accion biologica que la hormona enddgena luteinizante
(LH), por lo cual induce la ovulacién. Entre 13 y 17 h luego de la segunda estimulacion

hormonal, se procedié al sacrificio de los animales por dislocacion cervical.



Luego se realiz6 la extraccion de los oviductos del animal, y se los coloc6 en gotas
de 40 pul de Hialuronidasa al 0,04% (Sigma) en medio M2 pH 7,2-7,4 (NaCl 94,66mM; KClI
4,78 mM; KH2PO4 1,19 mM; MgSO.-7 H20 1,19 mM; lactato de Sodio 23,28 mM; piruvato
de Sodio 0,33 mM; glucosa 5,56 mM; NaHCO3 4,15 mM; CaCl, -2H,0 1,71 mM; HEPES
20,85 mM; suplementado con Gentamicina 0,001% y 0.01% PVA). Bajo lupa
estereoscopica modelo SMZ 1000 (Nikon) con 16-20x de magnificacion, se realiz6 una
incisiéon del ampula (la parte del oviducto mas cercana al ovario) donde se encuentran los
foliculos que fueron ovulados. Esta incision permite la liberacion de los COC, que seran
expuestos a la accién de la Hialuroinadasa (Fig. 3.3). La Hialuronidasa es una enzima
presente en el espermatozoide que es capaz de disgregar la matriz de acido hialurénico
que existe entre las ceélulas del camulo de ovocitos maduros, a fin de que el
espermatozoide pueda atravesar el cimulus, y sea de este modo posible el proceso de
fecundacion. Utilizando este principio fisiologico, la Hialuronidasa se utiliz6 durante
aproximadamente 2 minutos (min) a 37°C, para disgregar las células del cuamulo del
ovocito. Una vez terminada la incubacién con Hialuronidasa, se procedié a una serie de
pasajes sucesivos a través de gotas de 30 pl de medio MEM/HEPES a fin de realizar una
limpieza exhaustiva de los ovocitos MIl. Finalmente se incubaron en medio M16, como se
describié anteriormente para los GV, en la estufa a 37°C, bajo atmdésfera humidificada

con un porcentaje de CO; del 5% en aire, hasta ser utilizados

a

Figura 3.3. Coleccién de ovocitos MIl. En esta figura se muestra el procedimiento para la extraccion y
coleccion de ovocitos MII. El oviducto extraido (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 Mll con las
células del cuimulus (d). Las mismas seran removidas por exposicion a la accién de la enzima

Hialuronidasa.



A continuacion se presenta, a modo de resumen, un esquema general de trabajo de
los protocolos de estimulacion hormonal utilizados para la coleccion tanto de ovocitos GV
(Fig. 3.4.a) como Ml (Fig. 3.4.b).

a b
PMSG PMSG
l 48 h
45-48 h hCG
l 1317h
Ovario Oviducto

G N

| |
96%

ovocitos GV ovocitos MII

Figura 3.4. Esquema general de trabajo para la obtencién de ovocitos GV y MIl. a. Para la obtencién de
ovocitos GV se estimulé a las hembras con PMSG y 45-48 h post-inyeccion se procedié al sacrificio y
colecta de ovocitos por puncién del ovario. b. Por su parte, los ovocitos maduros Ml se obtuvieron de
animales superestimulados con 2 hormonas: una primera inyeccion con PMSG, y 48 h después con

hCG. Los animales fueron sacrificados 13-17 h luego de la inyeccion con esta dltima hormona.

3.2. Analisis por RT-PCR

Esta técnica fue llevada a cabo con el objetivo de determinar la expresion génica de
las isoformas de SNAP y NSF en ovocito de raton. Como control positivo se utiliz6 ADN
copia (ADNc) de cerebro de ratdn que expresa constitutivamente las tres isoformas de
SNAP (a, By YY)y NSF.

3.2.1. Consideraciones generales del trabajo con ARN

El &cido ribonucleico (ARN) es un material extremadamente sensible, es por ello que
deben tomarse las maximas precauciones para evitar la contaminacion con ribonucleasas
(ARNasas) y su ulterior degradacion. Las ARNasas son enzimas muy estables y activas,
que hidrolizan el ARN y no requieren de cofactores para su funcion.

Debido a que juegan un rol importante en el metabolismo de los acidos nucleicos, las
ARNasas se encuentran tanto en procariotas como en eucariotas, y en practicamente
cada tipo celular. El cuerpo humano utiliza a las ARNasas como un arma para defenderse

de microorganismos, secretando estas enzimas en fluidos como lagrimas, saliva, mucus y



transpiracion. Asimismo, estas enzimas estan presentes en grandes cantidades en la piel,
siendo la misma una de las mayores vias de contaminacion 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 particulas de polvo pueden traer consigo este tipo de microorganismos. Sumado a
ello, en un laboratorio de Biologia Molecular los problemas de contaminacién por
ARNasas estan exacerbados, dado que, los microorganismos y productos derivados de
ellos, como por ejemplo enzimas de restriccion, 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
proteinas pequefias y compactas conteniendo varios residuos de cisteina que forman
numerosos puentes disulfuro intramoleculares. Como resultado, las ARNasas
desnaturalizadas tienden a recuperar su estructura nativa y su funcién en forma parcial
luego de ser expuestas a temperatura ambiente (TA) en ausencia de algun 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 decontaminacién estandar, siendo muy
dificiles 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 eliminacién. Los siguientes cuidados fueron tomados a
fin de ayudar a prevenir la contaminacion 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 vias de contaminacién con ARNasas. Por ello, se utilizaron guantes durante
toda la manipulacion de reactivos, materiales y muestras, a fin de prevenir la
contaminacion. Los mismos fueron cambiados con alta frecuencia y luego de estar en
contacto con lugares de uso comun. Asimismo, los tubos se mantuvieron cerrados
siempre que fue posible.

Las muestras de ARN y reactivos especificos fueron manipulados en una mesada
destinada exclusivamente para el manejo de ARN, al igual que la pipetas utilizadas, que
fueron de uso especifico para ARN. Sumado a ello, las superficies, pipetas y gradillas
utilizadas fueron previamente tratadas primero con una solucién 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 plastico descartable

utilizado fue estéril y certificado libre de ARNasas (Axygen). El material de vidrio



(Erlenmeyers, frascos, vasos de precipitado, probetas, etc.) utilizado fue incubado en el
horno a 300C durante 4 h. El material de plastico 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 solucion 10% H-0;, 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 um (Barnstead),
con una concentracion de ARNasas estipulada segun fabricante del filtro, menor a 0,01
ng/ml. Las muestras de ARN se mantuvieron siempre en bloque frio, a menos que

estuvieran disueltas en un solvente orgénico.

3.2.2. Extraccién del ARN

En primera instancia, se procedio a la extraccion del ARN tanto de ovocitos, como de
cerebro de ratdn que, con posterioridad, fueron utilizados para la obtencion del ADNCc.
Durante la extraccion de ARN se trabajé de manera rapida, a fin de minimizar la

exposicion con ARNasas Yy evitar asi la degradacion del ARN.

3.2.2.1. Extraccién 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
continuacion, a excepcion del etanol absoluto (Merck), fueron provistos por el kit Se
trabajé en bloque frio a menos que se indique lo contrario.

Se utilizaron ovocitos GV, debido a que es el estadio con la maxima concentracion
de ARN. El ARN materno se acumula en los ovocitos durante el proceso de crecimiento,
llegando a su méaximo en ovocitos GV (Li et al. 2010). Durante la maduracion meiotica,
aproximadamente unas 12 h antes de que ocurra la ovulacion, desaparecen la mayoria
de los ARN poliadenilados en el ovocito (Clegg & Piké 1983; De Leon et al. 1983).

En el menor volumen de medio posible, se colectaron 50-100 ovocitos en estadio
celular GV de acuerdo al procedimiento descripto con anterioridad (seccion 3.1.1).
Inmediatamente se procedio a la ruptura de las células agregando 100 pl de buffer de lisis
a 4°C, seguido de lo cual se agit6é vigorosamente con vortex. La solucion de lisis contiene
tiocianato de Guanidina, un agente caotropico que destruye las membranas celulares y
rapidamente inactiva las ARNasas. Al lisado celular se le agregaron 50 pl de etanol 100%
(Merck) y se agité en vértex brevemente a maxima velocidad, luego de lo cual se
centrifugd 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



por centrifugacion a maxima velocidad durante 10 segundos (s). Al finalizar este paso, el
ARN estara unido a la membrana del filtro de Silica.

Luego se procedié a una serie de 3 lavados consecutivos. El primer lavado consistio
en agregar un volumen de 180 pl de la solucion de lavado | en la columna, seguida de
una centrifugacion a 13.000 x g durante 10 s. Procediendo de igual modo, los lavados
subsiguientes se realizaron con 180 pl de solucion de lavado I/l a temperatura
ambiente. El eluido de los mismos fue descartado y, finalmente, la columna se centrifugo
a 13.000 x gdurante 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 pl de solucién de elucién precalentada a 75 °C, se incub6 2 min a TAy
se centrifug6 a 13.000 x g durante 30 s, para eluir el ARN del filtro. Se repiti6 este dltimo
paso y se colecté en el mismo tubo utilizado con anterioridad, colectandose asi un
volumen de 10 pl finales.

A fin de remover cualquier traza de ADN gendémico que pudiera haber quedado, se
realizé un tratamiento con la enzima ADNasa: DNAsa |. Para ello se agregaron 2 pl de
buffer de DNAsa | 10X y 1 ul de la enzima DNAsa | (2 U) a la muestra de ARN y se
mezclé breve pero vigorosamente en vortex. La mezcla fue incubada a 37 °C durante 20
min.

Luego de transcurrido el tiempo de incubacion, la DNAsa | fue removida agregando
2ul del agente inactivante de la DNAsa I. La mezcla fue incubada 2 min a TA, luego de lo
cual se centrifugdé a 13000 x g durante 1,5 min, a fin de obtener un precipitado con la
resina que remueve la DNAsa. Finalmente se recuperd y transfirid el sobrenadante a un

tubo nuevo, y se almacend a -80 °C hasta su uso.

3.2.2.2. Extraccién ARN de cerebro de raton

Este procedimiento fue llevado a cabo utilizando el reactivo comercial Trizol
(Invitrogen), que es una solucién monofasica 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 inihibicion de la accién de ARNasas.
Dado que el fenol es toxico y corrosivo, y el isotiocianato de Guanidina es irritante, se
trabajo bajo campana y utilizando los elementos de proteccidén correspondientes, como
guardapolvos, guantes y anteojos de seguridad.

El primer paso realizado consistié en la homogeinizacion del tejido por sonicacion.
Para ello se agregd 1 ml de Trizol por cada 50-100 mg de tejido, teniendo en
consideracion que el volumen de la muestra no debe exceder el 10% del volumen de

Trizol utilizado para la homogeinizacion. Dado que la muestra presenta alto contenido de



proteinas, grasas, polisacaridos y material extracelular, luego del proceso de
homogeinizacion se removié el material insoluble por centrifugacién a 12.000 x g durante
10 min a 4 °C. El precipitado resultante contiene membranas extracelulares,
polisacéridos, 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
purificacion del ARN. Para ello se incubé durante 5 min a TA para completar la
disociacién de los complejos nucleoproteicos. Luego se adicionaron 200 ul de cloroformo
(Merck) por cada 1 ml de Trizol utilizado en la homogeinizacion. Con posterioridad se
agito durante 15 s en vortex, seguido de una incubacion de 3 min a TA. A continuacién se
centrifugd a 12.000 x g durante 15 min a 4 °C. Como consecuencia de esta
centrifugacion la mezcla se separ6 en 2 fases: la organica inferior y la acuosa superior,
separadas por una interfase. La fase organica de color rojo claro contiene ADN y
proteinas, mientras que el ARN se encuentra exclusivamente en la fase acuosa incolora,
cuyo volumen correspondio aproximadamente al 60% del volumen usado de Trizol.

El paso siguiente consistio en la precipitacion del ARN, para lo cual se transfiri6 con
extremo cuidado la fase acuosa a un tubo nuevo, evitando el mas minimo contacto de la
punta de la pipeta con la interfase o la fase orgénica. Seguidamente, se agregaron 500 pl
de alcohol Isopropilico (Merck), guardado a -20°C, por cada 1 ml de Trizol utilizado
durante la homogeinizacion inicial. Luego se incubd la muestra durante 10 min a TA 'y se
centrifugd a 12.000 x g durante 10 min a 4°C. El ARN precipitado forma un gel visible a
los costados y en el fondo del tubo.

Con el fin de remover impurezas, se procedié a la etapa de lavado. Para ello, se
removié el sobrenadante por inversion sobre un papel absorbente y se lavo el precipitado
con 1 ml de etanol 75% por cada 1 ml de Trizol utilizado para la homogeinizacién inicial.
Luego se agitd la muestra en vortex y se centrifugd a 7.500 x g durante 5 min a 4 °C.

Antes de proceder a la resuspension del ARN, se descartd el sobrenadante y el
precipitado se dejé secar durante 10 min a TA. Es de vital importancia evitar la
deshidratacion total dado que esto disminuye la solubilidad del ARN. Finalmente se
resuspendié el precipitado de ARN en 30 pl de agua libre de ARNasas (Biodynamics), se

incubo a 55 °C durante 10 min y finalmente se guardé a -80 °C hasta su uso.



3.2.2.3. Determinacioén del rendimiento de la extraccion: cuantificacion y determinacion
del grado de pureza del ARN
3.2.2.3.1. Cuantificacién

Para realizar la reaccién de retrotranscripcion del ARN, y obtener consecuentemente
el ADNCc, es necesario hacer una cuantificacion previa del ARN que servira como molde
para la sintesis.

Los acidos nucleicos, al igual que muchas otras sustancias, tienen la propiedad de
absorber luz en una longitud de onda especifica. Las bases nitrogenadas presentes en
los &cidos nucleicos tienen su maxima absorcion de luz a 260 nanometros (nm) de
longitud de onda. Debido a esta propiedad enunciada, pueden ser cuantificados por
espectrofotometria midiendo absorbancia de la muestra con una fuente de luz ultravioleta
(UV) a 260 nm (HeAios, Unicam). De acuerdo a la ley de Beer, una unidad de
absorbancia (Azs0=1) equivale aproximadamente a 40 ug/ml de ARN simple cadena, en
una cubeta de camino éptico de 1 centimetro (cm). Asumiendo esta relacion lineal, se
determind la concentracién en la muestra incégnita. Es importante aclarar, que esta
relacion es valida so6lo para mediciones realizadas en agua como solvente. La cubeta
utilizada para las mediciones espectrofotométrica de acidos nucleicos es de cuarzo
(Hellma Analytics), debido a que este material no absorbe luz UV como el vidrio o el

plastico.

3.2.2.3.2. Determinacioén del grado de pureza

La pureza de una solucion de &cidos nucleicos puede ser determinada calculando la
relacion de las lecturas espectrofotométricas a 260 y 280 nm (Azso/Azs0). Como fuera
dicho con anterioridad, los acidos nucleicos tienen su maximo de absorcién a 260 nm,
mientras que las proteinas, uno de los principales contaminantes que absorben luz en el
rango UV, lo presentan a 280 nm. De este modo, la relacion Azso/Azso €S un indicador de
la contaminacién principalmente con proteinas, aunque no pueden descartarse
contaminaciones con reactivos residuales del protocolo de extracciébn como fenoles y
Guanidina. ElI ARN purificado debera exhibir una relacion Azso/Azso mayor a 1,8 y cercano
a 2, en el caso de utilizar agua como solvente. Si la muestra contiene proteinas, la
relacion serd menor debido al incremento de la absorbancia a 280nm. Cabe destacar que
esta relacién de absorbancias estd considerablemente influenciada por el pH. Desde el
momento que el agua no tiene capacidad buffer, el pH y la resultante relacion Azso /Azs0
puede variar ampliamente. Un bajo pH puede resultar en una relacién Azso /A2s0 menor y
una reducida sensibilidad a la contaminacién proteica. Para obtener valores mas

confiables de esta relacion, las mediciones de absorbancia para el ARN de cerebro se



realizaron adicionalmente en 10 mM Tris-Cl, pH 7,5, solvente en el cual el ARN puro debe
presentar una relacion Azeo/Azso comprendida entre 1,9 y 2,1. Dada la escasa cantidad de
muestra, para el caso de ARN total extraido de ovocitos, se realiz6 una Unica lectura en
agua Milli-Q, debiendo exhibir el ARN purificado una relacion Az /Azso mayor a 1,8 y

cercano a 2, segun lo enunciado anteriormente.

3.2.2.3.3. Determinacion de la integridad del ARN purificado

La absorbancia a 260 nm vy la relacidn Azeo/Azs0 SOI0 nos da un indicio de la cantidad
de ARN y del grado de contaminacion con impurezas organicas e inorganicas, pero no
nos dice nada sobre el nivel de degradacion de ARN.

Uno de los métodos mas utilizados para determinar el grado integridad del ARN, es
el andlisis de la relacion entre las bandas ribosomales 28S y 18S que se observan en un
gel de agarosa luego de una separacion electroforética. La relacion 28S/18S en un ARN
integro es cercana a dos. Se recomienda como minimo estandar de calidad partir de una
relacién 28S/18S = 1,2 a fin de garantizar resultados ulteriores exitosos.

Con el objetivo de juzgar rapidamente la integridad y la calidad del ARN extraido se
realizo una electroforesis en gel de agarosa nativo. Dado que el gel de agarosa utilizado
es no desnaturalizante, la estructura secundaria del ARN altera su patron de migracion,
razon por la cual no van a migrar de acuerdo a su tamafio real. Por lo general las bandas
no suelen ser tan definidas como en los geles desnaturalizantes, y el ARN simple cadena
puede migrar como multiples bandas, representativas de diferentes estructuras.

Una de las ventajas que representa la utilizacion de geles nativos, ademas de no ser
necesario disponer de reactivos especiales tales como soluciones tampén 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 utilizacion de soluciones de siembra con
Formaldehido, y la necesidad de realizar todos los procedimientos durante la corrida
electroforética bajo campana. En este tipo de geles, para ARN total de mamiferos se
observan 2 bandas mas intensas que corren aproximadamente a 4,5 y 1,9 kilobases (kb).
Estas bandas representan el ARN ribosomal (ARN r) 28S y 18S. La relaciéon de la
intensidad de estas bandas debe ser aproximadamente de 2 a 1 (1,5-2,5 a 1). Para
muestras que han sufrido degradacion, esta relacion se invierte, dado que el ARNr 28S
es caracteristicamente degrado en especies 18S-/ike. Las bandas del ARNr 28S y 18S
deben ser lo mas discretas posibles, es decir, con poco “chorreado”, dado que uno de los
primeros signos de degradacién de ARN en los geles no deshaturalizantes es un

“chorreado” comenzando desde las bandas de ARNr extendiéndose hacia el area de



fragmentos de menor peso molecular. EI ARN que presenta este grado de degradacion
es todavia adecuado para posteriores procedimientos, como la obtencion 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 separacién electroforética, el porcentaje de agarosa utilizado fue del 1% en
buffer Tris base/Acido Borico/ EDTA (TBE) 0,5X (45 mM Tris base, 45 mM Acido Borico,
1 mM EDTA pH 8,0).

Se sembraron 0,5 pug de marcador de peso molecular de 1kb (New England Biolabs)
al que previamente se le adicionaron 2 pl 5x Green GoTaqg Reaction Buffer (Promega)
como buffer de siembra y cantidad suficiente de agua libre de ARNasas para alcanzar un
volumen final de 10 pl. Para las muestras de ARN se sembraron 10 pg de ARN de
cerebro, 1 pl (40 unidades (U)) de inhibidor de ARNasas Recombinant RNasin®
Ribonuclease Inhibitor (Promega), 2 ul 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 pl.

Una vez cargadas las muestras en el gel, se procedi6 a la realizaciéon de la
separacion electroforética en buffer de corrida TBE 0,5X. Se conectd la cuba de
electroforesis a la fuente de poder Power Pac HC (Biorad) y se corrié 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 mas altos a fin de
prevenir la degradacién del ARN durante la electroforesis.

Una vez concluida la separacion electroforética, se realizé la tincibn con SYBR®
Safe (Molecular Probes, Invitrogen). Para ello, se diluyo el stock de SYBR® Safe
1:10.000 en TBE 0,5X vy, dentro de un contenedor plastico cubierto de papel aluminio
para mantener el reactivo protegido de la luz, se sumergio el gel en solucién de tincién y
se procedié a una incubacion en agitacion a TA durante 20-30 min.

Finalmente se realiz6 el revelado con el fotoanalizador de fluorescencia
ImageQuant LAS-4000 (Fujifilm).

3.2.3. Sintesis de ADNc
3.2.3.1. Reaccion de Retrotranscripcién

Una vez cuantificado el ARN y analizado su grado de pureza e integridad, se
procedié a la reaccidén de retrotranscripcion. En un primer paso se mezclaron 2 ug de
ARN con 1 ug del oligonucleétido Oligo dT (Biodynamics). Para el caso de muestras de

ARN provenientes de ovocitos se utilizé el volumen total de ARN extraido. Se llevo la



mezcla de reaccién a un volumen final de 15 pl con agua ARNasa free (Biodynamics). La
mezcla se incubd a 70°C durante 5 min para desarmar las estructuras secundarias que
pudiera tener el ARN. Luego de transcurridos los 5 min se colocé el tubo inmediatamente
en hielo para prevenir que se reformen las estructuras secundarias y se centrifugd
brevemente para colectar la solucién en el fondo del tubo. Posteriormente, se agregaron
9 ul de una master mix para RT conteniendo 5 pl de buffer de reaccion 5x de la
transcriptasa reversa (RT) de Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) (Promega)
(250mM Tris-HCI (pH 8,3), 375mM KCI, 15mM MgCI2, 50mM DTT); 0,5 pl de un stock de
los 4 desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs) (Promega) en concentracion 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 pl.

La mezcla se incub6 a 42°C durante 2 min. Finalmente se agregaron 200 U de la
transcriptasa reversa (RT) de Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) (Promega), se
mezclo suavemente y se incub6 a 42°C durante 1 h.

Se realiz6 un control en el cual se incluyeron todos los componentes de la reaccion a
excepcion de la transcriptasa reversa (control “- RT”), a fin de garantizar que el ADNc

producto de esta reaccion no es debido a contaminacion por ADN gendmico.

3.2.3.2. Determinacién del rendimiento de reaccién de retrotranscripcién: cuantificacién y
determinacién del grado de pureza del ADN
3.2.3.2.1 Cuantificacién del ADNc

Previo a la amplificacién por PCR debio6 realizarse una cuantificacion, que, al igual
gue para el ARN, se realizo espectrofotométricamente. Para ello, se realiz6 una medicion
de la densidad optica (DO) de la muestra a 260 nm. En este caso, una unidad de

absorbancia (A2s0=1) equivale aproximadamente a 50 ug ADN/ml.

3.2.3.2.2. Determinacioén del grado de pureza

Al igual que lo expuesto para el caso del ARN, el grado de pureza del ADN se
determind calculando la relacion de los valores espectrofotométricos de absorbancia a
260y 280 nm (Aze0/Az2g0). Para ser considerada como “pura”, una solucion de ADN debera

exhibir una relacion Azso/Azgo cercana a 1,8, utilizando agua como solvente.



3.2.4. Amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en punto final
3.2.4.1. Eleccién de cebadores o primers especificos

Para la amplificacion 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) especificos para las isoformas a, B y 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 caracteristicas de los primers.

La longitud 6ptima elegida fue de entre 18 y 24 nucleétidos (nt). Este recaudo se
debe a que si los primers son muy largos puede haber errores en la sintesis y fallas en el
apareamiento, lo que resulta en un bajo rendimiento, mientras que si los primers son muy
cortos pueden resultar inespecificos, ya que la especificidad de un primer depende en
gran medida de su longitud. En este sentido, los primers cortos pueden tener un pegado
inespecifico si hay una homologia corta en el extremo 3" a bajas temperaturas de
apareamiento. Por otra parte, cuanto mas 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 mefting (Tm) es aquella temperatura a la cual la mitad de las
bases del primer estan apareadas con el ADN molde, la cual dependera principalmente
de la longitud del primer, el % de GC y la concentracion molar del ién Sodio. Su formula
mas simplificada esta representada por la ecuacion: Tm = 2¢(A+T) + 4¢(G+C); donde A es
Adenina, T es Timina, G es Guanina y C es Citosina. Segun se desprende de esta
férmula, la Tm aumenta con la longitud del primery 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
55y 70 °C. En base a la Tm de los primers luego se elige la temperatura de
apareamiento del programa PCR, siendo en general de 5 °C por debajo de la Tm mas
baja del par de primers, y de al menos 50 °C. Dado que ambos primers trabajan a la
misma y Unica temperatura de apareamiento, es de critica 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 union es mas débil (dos puentes de
hidrégeno en complementariedad A-T), pudiéndose separar el complejo primertemplado
en esa zona, lo que se conoce como brecha, que tiene como consecuencia la

disminucion de la eficiencia de amplificacion. Por su parte, si en la secuencia del primer



hay PoliG, PoliC o PoliC/G la unién al templado serd mas fuerte (tres puentes de
hidrégeno en complementariedad C-G), lo que puede promover un apareamiento no
especifico.

Otra caracteristica de critica importancia a destacar en el disefio o eleccion de los
primers es una perfecta union 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 inclusién 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
interaccion puente de Hidrogeno entre residuos G-C. A su vez ayuda a incrementar la
eficiencia de la reaccién, minimizando cualquier brecha que pudiera ocurrir. Es importante
remarcar que deben evitarse mas de dos residuos GC ya que, como fue expuesto con
anterioridad, esto puede llevar a un apareamiento no especifico.

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 méas 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 formaran dimeros de primers que disminuyen la
formacion del producto de PCR por competencia.

Dado que en la actualidad no existen métodos de purificacion de ARN que puedan
garantizar la ausencia de ADN, la seleccion de primers para la RT-PCR juega un papel
crucial para minimizar la posibilidad de amplificacion de ADN gendmico contaminante, en
el caso de que lo hubiera.

Para ello, existen dos estrategias principales de disefio de primers. La primera
consiste en disefar o elegir primers que hibridicen en una unién exén-exén o cicatriz del
intron en el ARNm target. De este modo una parte del primer hibridiza en el extremo 3"de
un exon, y la otra parte en el extremo 5" del siguiente exdn (primers que se pegan en el
sitio de empalme y corte luego del splicing del ARN). Los primers disefiados de este
modo no hibridizardn en el ADN gendmico, pero si lo hardn 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 intron de gran tamafo, es decir
que el primer sentido hibridice en un exoén, y el antisentido en otro exén, teniendo en
cuenta que el (o los) intron que los separe en el ADN gendmico sea de tamafio
considerable. De este modo, en condiciones de ciclado estandar, no ocurrira la
amplificaciébn a partir del ADN gendmico por la insuficiente procesividad de la ADN

polimerasa utilizada, o si ocurre, existiran dos productos de amplificacion distinguibles:



uno de mayor tamafo proveniente del ADN gendmico, si es que hubiera contaminacion, y
otro amplicdn mas pequefio proveniente del ADNc de interés. Todos los pares de primers
elegidos estadn basados en alguna de estas dos estrategias.

Todos los andlisis de las caracteristicas de los primers fueron realizados utilizando el
software CLC Sequence Viewer (CLC Bio, Qiagen). El estudio del plegado de los primers
y la verificacion 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 verificoO 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 comprobo
que los 3 pares de primers no formen dimeros de primers utilizando valores de score
(matches — missmatches) adecuados (entre 7 y 8), ni inclusive con valores de score mas

bajos, y por ende mas restrictivos (Vallone & Butler 2004).

3.2.4.2. Primers utilizados

Los primers utilizados para amplificar el ADNc de a SNAP fueron el “a SNAP
sentido” 5-AGGCTGCCCAACTACACCTA-3" (Tm: 62,5 °C; % GC: 55; largo: 20 nt;
localizacién en la secuencia codificante: 200-219) vy el “a SNAP antisentido” 5°'-
ATCAGACAGTTAATGGCCTCTTG-3" (Tm: 60 °C; % GC: 43,48; largo: 23 nt; localizacion
en la secuencia codificante: 314-292) (Fig. 3.5), PrimerBank ID: 13385392a2. El tamafio

esperado del amplicon generado por este par de primers es de 115 pares de bases (pb).
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Figura 3.5. Alineamiento de los primers para a SNAP. El azul corresponde al ADN gendémico de a

SNAP, el verde indica los exones, y el amarillo la secuencia codificante. En violeta delineado por rojo se
encuentra sefialada la localizacion del primer en cuestion. a. Primer a SNAP sentido hibrida en el exén
3 del gen. Izg.: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der: Acercamiento de

localizacion y secuencia del primer. b. Primer a SNAP antisentido hibrida en la unién del exén 3 con el



exon 4 del gen. Izq.: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der: Acercamiento

de localizacién y secuencia del primer.

Los primers utilizados para amplificar el ADNc de B SNAP fueron el “B SNAP sentido”
5- GGAATGCGTTTTGTCAAGCTG -3 (Tm: 60,6 °C; % GC: 47,62; largo: 21 nt;
localizacion en la secuencia codificante: 185-205) y el “B SNAP antisentido” 5'-
ATTGTGAACCTCCCCATGTCT-3 (Tm: 60,8 °C; % GC: 47,62; largo: 21 nt; localizacion
en la secuencia codificante: 356-336) (Fig. 3.6), PrimerBank ID: 29789104a2. EIl tamafio

esperado del producto de PCR generado por este par de primers es 172 pb.
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Figura 3.6. Alineamiento de los primers para B SNAP. El azul corresponde al ADN genémico de
SNAP, el verde indica los exones, y el amarillo la secuencia codificante. En violeta delineado por rojo se
encuentra sefialada la localizacion del primer en cuestion. a. Primer 3 SNAP sentido hibrida en el exén
3 del gen. Izq.: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.: Acercamiento de
localizacion y secuencia del primer. b. Primer 3 SNAP antisentido hibrida en la unién del exén 4 con el
exon 5 del gen. Izq.: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.: Acercamiento

de localizacién y secuencia del primer.

Los primers utilizados para amplificar el ADNc de y SNAP fueron el “y SNAP sentido”
5- GAGAAAGCCAGCATGATGTACC -3 (Tm: 61 °C; % GC: 50; largo: 22 nt; localizacion
en la secuencia codificante: 295-316) y el “y SNAP antisentido” 5'-
CCCTCGTACCAGCAGTCTG -3" (Tm: 61,4 °C; % GC: 63,16; largo = 19 nt; localizacion
en la secuencia codificante: 501-483) (Fig. 3.7). PrimerBank ID: 12845594a2. El tamafio

esperado del amplicon generado por este par de primers es de 207 pb.



ACE TGGAGAACGGCACCCCGGACACAGCAGCCA

TTGAACTCCTAGGAAAGGCCTCEAGA SOTAECAOGCGGAGGTTTGATGAAG

Figura 3.7. Alineamiento de los primers para y SNAP. El azul corresponde al ADN gendmico de y
SNAP, el verde indica los exones, y el amarillo la secuencia codificante. En violeta delineado por rojo se
encuentra sefialada la localizacion del primer en cuestion. a. Primery SNAP sentido hibrida en el exén
6 del gen. Izg: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.: Acercamiento de
localizacion y secuencia del primer. b. Primery SNAP antisentido hibrida en exén 8. Izq.: alineamiento
del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.: Acercamiento de localizacion y secuencia del

primer.

Los primers utilizados para amplificar el ADNc de NSF fueron el “NSF sentido” 5°-
AGGAGGCTTGGTGCTAACAG-3" (Tm del oligonucleétido = 61,5; % GC: 55; largo = 20
nt; localizaciébn en la secuencia codificante: 940-959) y el “NSF antisentido” 5'-
TCTGGTCTATTGGTCATTCCGA-3" (Tm del oligonucleétido = 60,3; % GC = 45,45; largo
= 22 nt; localizacion en la secuencia codificante: 1130-1109) (Fig. 3.8). PrimerBank ID:
31543349a. El tamafio esperado del producto de PCR generado por este par de primers
es de 191 pb.
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Figura 3.8. Alineamiento de los primers para NSF. El azul corresponde al ADN gendmico de NSF, el

verde indica los exones, y el amarillo la secuencia codificante. En violeta delineado por rojo se
encuentra sefialada la localizacion del primer en cuestion. a. Primer NSF sentido hibrida en la unién del
exoén 9 con el exon 10 del gen. 1zq: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.:

Acercamiento de localizacion y secuencia del primer. b. Primer NSF antisentido hibrida en la unién del



exon 10 con el exdn 11 del gen. 1zqg: alineamiento del primer mostrando toda la secuencia del gen. Der.:

Acercamiento de localizacion y secuencia del primer.

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

La reaccion de PCR necesita repetidos cambios de temperatura, llamados ciclos que
permitan pasos de: desnaturalizacion del ADN doble cadena en simple cadena;
apareamiento de los primers en su secuencia complementaria y sintesis o extension del
ADN que se esta copiando. En este ultimo paso del ciclo la ADN polimerasa afiade
nucleétidos 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 repeticion de los ciclos de PCR logramos una amplificacion
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 nimero de copias final estard dado por la formula 2", siendo n el nimero de
ciclos. Teniendo en cuenta esto, se considera que el nimero de ciclos entre 25y 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 estan estabilizadas
por uniones puente de hidrégeno en sus bases complementarias. Para ello, debe
aumentarse la temperatura del sistema por encima de la temperatura de mefting del ADN
a amplificar. Cuando la reaccién ocurre en buffers con fuerza iénica menor a 150 mM, la
Tm es generalmente menor a 100 °C, es por este motivo que las temperaturas de
desnaturalizacion se eligen entre 91 y 97 °C. Normalmente el tiempo de desnaturalizacion
en cada ciclo es de 1 min, y suele realizarse una desnaturalizacién 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 °C, lo que constituye uno de los motivos por los cuales no debe extenderse el nUmero
de ciclos mucho més alla de 30.

Como fuera mencionado en la seccion 3.2.4.1, la temperatura de apareamiento del
programa PCR dependera directamente del largo y la composicion de los primers
elegidos, y es por lo general 5 °C inferior a la Tm mas baja del par de primers, y de al
menos 50 °C. Teniendo en cuenta estas consideraciones, el tiempo de apareamiento no

es muy largo y la mayoria de los primers hibridara eficientemente en 30 s 0 menos.



En cuanto a la temperatura y tiempo de elongacion, normalmente se realiza a 70-72
°C durante 0,5-3 min, pero dependera fundamentalmente de la velocidad de sintesis de la
enzima ADN polimerasa elegida. En nuestro caso, segun el fabricante, la velocidad de
sintesis de la Taq es de 1 kb/min y la temperatura recomendada de 72 °C, lo que significa
gue 1 min de extension seria suficiente para amplificar de forma confiable un producto de
1000 pb. Si bien nuestros productos de amplificacion esperados son bastante menores,
los tiempos de elongacién que fijamos fueron de entre 1 y 1,5 min debido a que esto
puede ser muy util en los ultimos ciclos del programa de PCR, cuando la concentracion
de producto excede la concentracion de la enzima, y cuando los dNTPs y/o primers se
vuelven un reactivo limitante de la reaccion. Luego de terminados todos los ciclos se
realizd una extension final o elongacion final de entre 5y 10 min a 72 °C para completar

las copias que eventualmente hubieran quedado incompletas.

3.2.4.4. Reaccién de PCR en punto final

El volumen final de la reaccion de PCR fue de 25 ul. Se mezclaron para ello: 5 ul de
buffer 5x para la enzima Tag polimerasa Green GoTaq Reaction Buffer (Promega) (pH
8,5; 7,5 mM MgCI2, concentracion final en volumen de reaccion: 1,5 mM MgCI2); 2ul de
mezcla de dNTPs 25 mM; 1 ul de 25 mM de oligonucledtidos sentido y antisentido; 1 U
(0,2 ul) de Taq ADN polimerasa, 5 ul de la dilucion de correspondiente de ADN y cantidad
suficiente de agua libre de ARNasas para alcanzar el volumen final. Luego se centrifugé a
maxima velocidad durante 10 s, y se coloc6 la mezcla de reaccidén en un termociclador
Mastercycler Personal (Eppendorf).

Las condiciones de reaccion para la amplificacion de las isoformas de SNAP
consistieron en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min, seguida por 30 ciclos
de: desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, apareamiento a 55 °C durante 30 s, y
elongacién a 72 °C durante 1 min. La elongacién final, para permitir que aquellas
moléculas que no hayan terminado de polimerizarse en los ciclos anteriores sean
completadas, se realizé a 72 °C durante 5 min.

El programa de PCR seguido para la amplificacion de NSF incluyé una
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min, seguida por 32 ciclos de:
desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, apareamiento a 55,3 °C durante 45 s, y
elongacién a 72 °C durante 1,5 min. La elongacién final se realiz6 a 72 °C durante 10 min.

Luego de finalizada la reaccién de PCR, en todos los casos las muestras se
conservaron a 4°C hasta su separacion electroforética.

Con el objetivo de analizar los productos de la PCR, se sembraron en un gel de

agarosa al 2%, 10 pl de cada uno de los productos de amplificacién y 0,5 ug de marcador



de peso molecular de 100 pb (New England Biolabs) al que previamente se le
adicionaron 2 ul 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 pl. Si
bien la composicién exacta del mencionado buffer no es revelada por la compaifiia, 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 mas
rapida que los dimeros de primers (<50bp), permitiendo asi monitorear el proceso de
migracion.

La separacion electroforética se realiz6 en buffer TBE 0,5X a 65V durante 1 h 15
min. Una vez concluida la corrida electroforética, se realizé la tincion del gel con SYBR
safe DNA gel stain (Invitrogen) o Bromuro de Etidio (BrEt) segun se indique en la figura.

Para la tincién con SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen), se diluyé el stock de dicho
reactivo 1:10.000 en TBE 0,5X, se cubri6 el gel con la solucién de tincion dentro de un
contenedor pléstico cubierto de papel aluminio de modo de mantener el reactivo
protegido de la luz, y se procedio a una incubacion en agitacion a TA durante 20-30 min.
Finalmente se realiz6 el revelado en el fotoanalizador de fluorescencia ImageQuant LAS-
4000 (Fujifilm).

En el caso de la tincién con BrEt, el mismo se agregé en una concentracién final 0,5
pug/ml a la solucién de agarosa a una temperatura aproximada de 55 °C, antes de que
ocurra la solidificacion. La deteccion de las bandas se realiz6 utlizando un
transiluminador de luz UV con una fuente de 302 nm (UVP), y fotografiado con una
camara PowerShot G6 (Cannon) con f/8 y 6 s de exposicion, 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 ingestion, toxico por inhalacién e irritante para los ojos, la piel y
las vias respiratorias. Por ello se tomaron todos los recaudos posibles durante la
manipulacion, contando con todos los elementos de proteccidn necesarios para el usuario

y el ambiente.



3.3. Proteinas Recombinantes
3.3.1. Preparacién de bacterias competentes obtenidas por tratamiento quimico con
cloruro de Rubidio

La competencia de una bacteria refiere a su capacidad de incorporar ADN exdgeno
del ambiente. Esta competencia puede ser natural en algunas cepas bacterianas o
artificial, es decir, inducida en el laboratorio por agentes fisicos o quimicos, como en el
caso de Escherichia coli (E. coli). Para hacer a las bacterias competentes de forma
artificial suelen realizarse tratamientos quimicos utilizando cationes divalentes o
multivalentes (Calcio, Magnesio, Manganeso, Rubidio), que alteran la permeabilidad de la
pared y membrana celular de la bacteria, favoreciendo asi el ingreso del ADN. La adicién
de cationes ayuda a neutralizar las interacciones desfavorables (fuerzas electrostaticas
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 periodos prolongados de tiempo, incluso de hasta
més de un afio, 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 antibidtico con E. coli BL21 (Stratagene) provenientes de un glicerol stock
guardado a -80 °C, y se dej6 crecer overgnight (ON) (del inglés, overnight: durante toda la
noche) en agitacién a 37 °C. Posteriormente se transfirieron 400 ul del cultivo a 20 ml de
LB sin antibidtico y se incub6 a 37 °C en agitacion 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 /og) para hacerlas competentes. El cultivo se centrifugd
a 2.885 x g durante 10 min a 4C. Se descartd el sobrenadante por inversion y el
sedimento o pellet fue resuspendido en 6,64 ml de solucion RF1 (RbCl 100 mM, MnCl,
50 mM, CHsCO2K 30 mM, CaCl, 10 mM, glicerol 15%, pH 5,8), recientemente preparada
y refrigerada. Se incubd durante 1 h a 4C, luego de lo cual las bacterias se centrifugaron
a 2.885 x g durante 10 min a 4C. Se descartd el sobrenadante por inversion, y el pellet
obtenido fue resuspendido en solucion RF2 (NaMOPS 10 mM, RbCI 10 mM, CacCl, 75
mM, glicerol 15%, pH 6,8) recientemente preparada y refrigerada, seguido de una
incubacién a 4 °C 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.



3.3.2. Plasmidos

El ADNc que codifica para a SNAP wild type (del inglés, wild type. salvaje) y la
mutante a SNAP L294A, insertos en el plasmido pET28a (Stratagene), fue amablemente
cedido por la Dra. Claudia Tomes (Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina).
El plasmido pGEX-4T-1 (Amersham) que codifica para y SNAP fue generosamente
provisto por el Dr. M. Tagaya (Department of Molecular LifeSciences, Tokyo University of
Pharmacy and Life Sciences, Japan). El plasmido pET28a (Stratagene) que codifica para
NSF wild fype fue gentiimente cedido por el Dr. D. Fasshauer (Max-Planck Institute for
Biophysical Chemistry, Gottingen, Germany). EI 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 plasmido pQE9 (Qiagen).

La etiqueta de purificacion para a SNAP wild type, a SNAP L294A, NSF wild type 'y
NSF D1EQ fue de polihistidinas (etiqueta 6xHis), mientras que la etiqueta de purificacion

para y SNAP fue la de glutation S-transferasa (etiqueta-GST).

3.3.3. Antibi6ticos

Los vectores de expresion pGEX-4T-1 y pQE-9 codifican para una resistencia
bacteriana al antibiotico Ampicilina, mientras que el pET28a lo hace para el antibiotico
Kanamicina.

Tanto en medio liquido (LB) como en medio sélido (LB-agar), la concentracion de
Ampicilina fue de 100 pg/mly la de Kanamicina 50 pug/ml. Para preparar LB agar selectivo
se tomé la precaucion de agregar el antibiético cuando todavia el agar estuviera liquido,
pero a una temperatura tal que el recipiente contenedor pudiera ser sostenido a mano
desnuda durante mas de 10 s (aproximadamente 45 °C). Esto evita que el antibidtico se

degrade por exposicion a altas temperaturas.

3.3.4. Transformacién de las bacterias competentes E. co/iBL21

El primer paso para la expresibn de una proteina de fusibn consiste en la
incorporacién del ADN plasmidico de interés en las bacterias competentes, proceso
denominado transformacion.

En condiciones de esterilidad, se mezclaron en un tubo de 1,5 ml: 100 ul de células
competentes, descongeladas en hielo durante 20-30 min, con 5-10 pl del ADN
plasmidico, el cual fue purificado utilizando el kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps

DNA Purification System (Promega), segun especificaciones del comerciante.



Esta mezcla de células competentes y ADN se incubd durante 30-45 min en hielo
para estabilizar los lipidos de membrana y permitir las interacciones de los cationes y los
componentes cargados negativamente de las células.

Luego se procedié a un shock térmico, que consistié en una incubacién a 42 °C,
durante 55 s. El cambio de temperatura altera la fluidez de la membrana semicristalina
gque se habia alcanzado en la incubacién a 0 °C, permitiendo de este modo el ingreso del
ADN plasmidico. Inmediatamente luego de la incubacion a 42 °C, se regresé el tubo al
hielo para evitar el dafio de las células, y permanecié alli durante aproximadamente 2-10
min. Posteriormente se agregaron 900 ul de medio LB con la modificacién de Miller
(Merck) sin antibidtico y se incub6 a 37 °C, en agitacion de 300 rpm en un ThermoMixer®
Comfort (Eppendorf), durante 1 h 15 min. Esta incubacion permite a las bacterias
recuperarse luego de la transformacion, reestabilizando su membrana celular, y expresar
las proteinas de resistencia a antibioticos codificadas en el plasmido (en caso de haberlo
incorporado), lo que les permitira crecer una vez plaqueadas en el LB agar con la
modificacion de Miller (Merck) selectivo, conteniendo el antibiotico correspondiente.

Las colonias que apareceran en el agar se habran originado de células Unicas
transformadas portadoras de la resistencia al antibiético por haber incorporado el
plasmido. Cada colonia contendra 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 procedié a sembrar las bacterias en placas de LB agar por rastrillado,
para lo cual se colocaron 100 pul de cultivo en el centro de la placa y se esparcieron con
un rastrillo microbiol6gico 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 asi pueda elegirse un Unico clon para su posterior uso, se
sembraron 2 concentraciones diferentes: 100 ul del cultivo tal cual sale de la incubacion,
y 100 ul del cultivo concentrado. Para concentrarlo, el cultivo fue centrifugado 3 min a 600
X gy se descartd el sobrenadante, dejando aproximadamente 100 ul de medio para
resuspender el pellet de bacterias.

Paralelamente se plaquearon bacterias competentes BL21 sin transformar en LB
agar selectivo (con el antibiético correspondiente) y no selectivo (sin antibiético). El primer
plaqueo constituye un control de sensibilidad de las bacterias competentes al antibiotico,
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 debera observarse

un crecimiento bacteriano en forma de césped.



Todas las placas se incubaron invertidas en estufa a 37 °C 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 induccién de la expresién de las
proteinas de fusién

Se inocularon 10 ml de LB suplementado con el antibidtico correspondiente (LB
selectivo) con 1 colonia transformante o una ansada de glicerol stock y se dej6é crecer ON
a 37°C en agitacion a 200 rpm. Entre 14 y 16 h después, se realiz6 la expansion del
cultivo para lo cual se llevaron 5 ml del precultivo a 100 ml finales con LB selectivo y se
dejé incubando a la misma temperatura durante aproximadamente 2 h — 2,5 h, hasta
alcanzar una DO s00nm de 0,6-0,8, momento en el cual se procedié a inducir el cultivo para
la produccién de la proteina de interés. Es de fundamental importancia que la induccion
se realice en un cultivo en fase exponencial, el cual posee un adecuado numero de
células, las cuales son saludables y metabdlicamente activas.

La induccion de la expresién de la proteina de interés se llevé a cabo utilizando
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG), que es un analogo no hidrolizable de la
alolactosa, un metabolito de la lactosa que gatilla la transcripcion del operdn lac. Por este
motivo el IPTG es utilizado para inducir la expresion cuando un gen esta 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 formulacion), el represor lac (/ac/) se une a la secuencia del operador
bloqueando el acceso de la polimerasa al promotor, previniendo de este modo la
transcripcibn de los genes codificados en el operador. En plasmidos que tienen
promotores basados en el operén lac y que codifican para /ac/ (los plasmidos utilizados
pGEX-4T-1, pQE-9 y pET28a estan comprendidos en este grupo), el IPTG se une al /ac/
liberando asi el represor del operador lac en una forma alostérica. De esta forma el
agregado de IPTG al medio de cultivo permite la induccion de la transcripcién 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 concentracibn permanecera
constante durante toda la induccién.

La induccion fue llevada a cabo con 0,75 (para NSF wild type) o 1 mM IPTG (para a
SNAP wild type, a SNAP L294A, y SNAP y NSF D1EQ), incubandose durante 3 h (a
SNAP wild type, a SNAP L294A y y SNAP) 6 4 h (NSF wild type y NSF D1EQ) en
agitacion a 200 rpm a una temperatura de 37°C. Finalmente, se cosecharon las células

por centrifugaciéon a 2.885 x g durante 20 min a 4 °C. Los sobrenadantes fueron



descartados, y los pellets bacterianos obtenidos se guardaron a -80°C durante al menos

1 h antes de continuar con el procedimiento de purificacion.

3.3.6. Purificacién de proteinas recombinantes fusionadas a 6xHis
3.3.6.1. Extraccién de la proteina de interés: obtencion 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 resuspendi6é en buffer de lisis (20 mM Tris pH 7,4, 200
mM NacCl, 10 mM Imidazol) suplementado en el momento con un coctel 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 proteinas NSF wild fype y NSF
D1EQ, el buffer de lisis contiene adicionalmente a lo reportado 5 mM ATP, 5 mM MgCl, y
2 mM B-mercaptoetanol (Whiteheart et al. 1994).

El volumen de buffer de lisis utilizado fue de 2 ml por cada 1 g de pellet, y la
resuspension 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 incubé 1 min, se repiti6 el procedimiento, y
seguidamente se agregd 4-(1,1,3,3-Tetrametilbutil) fenil-polietilen glicol (Triton X-100)
(Sigma) al 1% y volvié a sonicarse con otro pulso de 20 Hz durante 10 s. Finalmente se
procedio a una incubacion en agitacion 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 proteinas

solubles, entre ellas nuestra proteina de interés, y un sedimento con restos celulares.

3.3.6.2. Purificacién en lote (batch) de la proteina de interés bajo condiciones nativas por
cromatografia de afinidad

En una cromatografia de afinidad, la purificacion esta basada en la interaccion de
una secuencia especifica de aminoécidos en la proteina de interés y un determinado
sustrato. En el caso de la purificacion de proteinas recombinantes fusionadas a 6xHis, tal
como su nombre lo indica, las proteinas de interés tienen una etiqueta de 6 Histidinas que
han sido adicionadas por ingenieria genética. El tipo especifico de Cromotagrafia de
Afinidad utilizada en estos casos es por Metales Inmovilizados (IMAC).

En este trabajo, el sustrato o beads elegidas son de agarosa cubiertas con Niquel
(Fig. 3.9.a). Las Histidinas fusionadas a la proteina de interés se uniran 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 aromatico heterociclico, altamente polar, la etiqueta 6xHis

presenta una muy alta afinidad (del orden micromolar) por los iones de Niquel cargados



positivamente. La proteina unida a las beads via su etiqueta puede luego ser liberada o
eluida con un exceso de Imidazol libre que desplaza a la etiqueta de Histidinas de la

coordinacion con los iones de Niquel.
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Figura 3.9.a. Ligando quelante Acido nitrilotriacético cargado con Niquel (Ni-NTA), unido covalentemente a
sefarosa CL-6B, una matriz de agarosa 6 % crosslinkeada, 1o que mejora su estabilidad. Nétese que el NTA
ocupa 4 (circulos celestes) de los 6 sitios de unién a ligando (lineas punteadas) en la esfera de coordinacion
del ion Ni2*, dejando asi 2 sitios libres para interaccionar con la etiqueta 6xHis. b. Interaccion entre residuos
de la etiqueta 6xHis (azul) y la matriz Ni-NTA (rojo). Imagen modificada de (Anon 2003).
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Imidazol Histidina
Figura 3.10. Estructuras quimicas del Imidazol y la Histidina. Imagen modificada de (Anon 2003).

Por su parte, la purificacion en batch o lote se refiere a que las beads estan
suspendidas en una solucién en un tubo, en vez de estar empacadas en una columna,
razon por la cual el clarificado debe ser incubado directamente con la soluciébn que
contiene las beads de afinidad.

Previo a la incubacion 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 ul de Tris 50 mM cada vez y se centrifugd durante 5 min a 1000 x
g, con posterior descarte del sobrenadante. Es importante remarcar que cuando
trabajamos con la resina, las velocidades de centrifugacion fueron siempre bajas, del
orden de los 1000 x g, de modo de evitar dafiar a las beads.

Luego de los lavados, un volumen de resina equivalente a la cuarta parte del

volumen de lisado inicial se incub6 con el clarificado total obtenido. A esta mezcla se le



agregd un coctel de inhibidor de proteasas (P2714, Sigma), y se dejé en un agitador
orbital Nutator Mixer (Clay Adams) con movimiento suave durante 1 h a 4 °C, a fin de que
la proteina de interés pueda interactuar y unirse efectivamente con la resina. Luego de la
incubacioén, se centrifugd a 4 °C durante 5 min a 6.500 x g. El sobrenadante es la
fraccion a la que llamamos FT (flow through) que fue guardada hasta verificar por SDS-
PAGE que no contuviera proteina de interés.

Posteriormente, se realizaron 3 lavados de la resina. Para ello, se coloco un volumen
de buffer de lavado (20 mM tris pH7.4, 200 mM NaCl, 20 mM Imidazol) equivalente al
volumen de lisado, se mezcld por inversion y se centrifugé 4 min a 6.500 x g. Cada
lavado duré 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 proteinas
NSF wild type y NSF D1EQ, el buffer de lavado contiene adicionalmente a lo reportado
0,5 mM ATP, 1mM MgClz, 2 mM B-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 proteina de interés.

La elucion de la proteina recombinante se realizdé en 5 pasos, utilizando el mismo
buffer de elucion (20mM Tris pH 7.4, 200 mM NacCl, 250 mM Imidazol). Para ello, se
coloco un volumen de buffer de elucion equivalente a 1/8 del volumen de lisado, se
resuspendié suavemente con un chasquido, se incub6 en hielo durante 15 min y
finalmente se centrifug6 a 4 °C durante 5 min a 6.500 x g. Se repitié el procedimiento 5
veces. Se recogieron 5 fracciones a las que llamamos E1, E2, E3, E4 y E5
respectivamente. Para el caso de las proteinas NSF wild type y NSF D1EQ, el buffer de
elucion contiene adicionalmente a lo reportado 0,5 mM ATP, 1mM MgCl,, 2 mM -
mercaptoetanol y 5 % glicerol (Whiteheart et al. 1994; Nagiec et al. 1995), como

cofactores y estabilizadores.

3.3.7. Purificacién de proteinas recombinantes fusionadas a GST
3.3.7.1. Extraccién de la proteina de interés: obtencion del clarificado del lisado de E.coli
Los pellets bacterianos obtenidos fueron descongelados en hielo durante 15 min y
posteriormente se los resuspendié en 10 ml de co/d buffer (50mM trisHCI pH 7,5; 150 mM
NaCl; 1 mM EDTA) refrigerado en hielo, suplementado en el momento con 0,1 mM PMSF
y un coctel de inhibidores de proteasas (P2714, Sigma). Luego las células fueron lisadas
por sonicacién con un pulso de amplitud 20 Hz durante 10 s en hielo, se esper6 1 miny
se repitid el procedimiento 3 veces. A continuacion se agrego Triton X-100 (Sigma) al 1%,
y se incub6 en agitacion durante 60 min en hielo, luego de lo cual los lisados se

centrifugaron a 13.500 x g durante 20 min a 4 €. Se obtuvo de este modo el



sobrenadante al que llamamos “clarificado”, donde se encuentra nuestra proteina de

interés, y un sedimento con restos celulares.

3.3.7.2. Purificacion en lote de la proteina de interés bajo condiciones nativas por
cromatografia de afinidad

En este caso, la proteina recombinante de interés tiene fusionada una etiqueta
proteica de Glutation S-Transferasa (GST). La GST es una proteina de 26 KDa que se
encuentra naturalmente presente en células eucariotas, siendo una enzima capaz de
catalizar la conjugacién del glutatién reducido (GSH) a compuestos electrofilicos, con el
proposito de detoxificar a la célula. El gen de la GST del parasito helminto Schistosoma
Japonicum fue utilizado para el desarrollo de los vectores pGEX (Smith & Johnson 1988),
gue son los plasmidos de fusion a GST.

Como se menciondé con anterioridad, en una cromatografia de afinidad, la
purificacion esta basada en la interaccion de una secuencia especifica de aminoacidos en
la proteina de interés y un determinado sustrato. En este caso, la purificacién se basa en
la gran afinidad del GST por el GSH (Fig 3.11), razén 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 proteina de interés fusionada a GST quedard unida, permitiendo
aislarla del resto (Fig. 3.12.b). Como la unidon es reversible, la proteina puede eluirse
utilizando una solucién con un exceso de GSH libre, que desplazara por competencia al

glutation reducido de las beads, liberando asi la proteina.
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Figura 3.11. Estructura quimica del glutatién reducido: GSH. El glutation es un tripéptido constituido por
3 aminoacidos: Cisteina, Glutamato y Glicina, que contiene un enlace peptidico inusual entre el

grupo amino de la Cisteina y el grupo carboxilo de la cadena lateral del Glutamato.



Glutation proteina
S-transferasa clonada

Figura 3.12. a. El ligando glutation esta unido a una matriz de agarosa 4% crosslinkeada, la Sefarosa
4B, por acoplamiento con el grupo oxirano utilizando activacién epoxi (a través de grupos hidroxilo). b.
La estructura del glutation es complementaria al sitio de union de la glutation S-transferasa. Imagen
modificada (Amersham 1997).

Previo a la incubacion con el clarificado y con el objetivo de equilibrar la resina y
eliminar el etanol de la soluciéon 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, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 10 mM, KH2PO4
1,8 mM) suplementado con un céctel de inhibidores de proteasas. Finalizada la
incubacion se centrifugd 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
centrifugacion 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 ul por cada 100 ml de cultivo bacteriano, durante 1 h a 4 °C en
agitacion orbital con Nutator Mixer (Clay Adams). En este paso la proteina de interés se
une a la matriz.

Luego de la incubacion, se centrifugd a 4 °C durante 4 min a 1.000 x g. El
sobrenadante es la fraccion a la que llamamos FT (flow through), la cual fue guardada
hasta verificar por SDS-PAGE que no contuviera proteina de interés.

Posteriormente, se realizaron 4 lavados de la resina, con una duracion de menos de
1 min cada uno. Para ello, se coloco un volumen de 1 ml de la solucion de lavado
correspondiente, se mezclé por inversion y se centrifugdé 5 min a 500 x g. EIl primer
lavado se realiz6 con PBS refrigerado en hielo; el segundo con una solucién de Triton X-
100 al 1% y 1 mM EDTA en PBS, para eliminar lo que se hubiera pegado
inespecificamente a las beads, el tercer lavado se realiz6 con NaCl 1M en PBS, para
aumentar la fuerza ionica y que la proteina permanezca unida a la resina; y el cuarto y
ultimo 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 proteina de interés.



La elucion de la proteina recombinante se llevo a cabo utilizando un buffer de elucion
preparado en el momento (50mM Tris pH 8, 10 mM Glutation reducido). Para ello, las
beads fueron resuspendidas con un volumen de buffer de elucion equivalente a 3/4 del
volumen de resina utilizado y se incubaron a TA durante 10 min en agitacion. Finalmente,
se centrifugd a 500 x g durante 5 min y se colectd el sobrenadante. El procedimiento se
repiti6 3 veces, obteniéndose de este modo 3 fracciones de eluido a las que

denominamos E1, E2 y E3 respectivamente.

3.3.7.3. Clivaje de la etiqgueta GST con Trombina

Debido a su gran tamafo, cercano a 26 kDa, la etiqueta de GST debe en muchos
casos ser removida de la proteina de fusion, de modo de no interferir con su posterior
aplicacion. A tal fin, los vectores pGEX poseen, entre el GST y la proteina de interés,
secuencias codificantes para sitios de clivaje de distintas enzimas. Al momento de elegir
un vector para clonar la proteina de interés, o de clivar el GST con determinada enzima si
el vector fue cedido por otro laboratorio, es muy importante verificar que la proteina no
contenga ningun sitio de reconocimiento interno para la enzima elegida para que
remueva la etiqueta.

En este trabajo, la unica proteina de fusion a GST utilizada fue la y 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
verifico que la proteina y SNAP no tuviera un sitio interno de clivaje para Trombina. Este
control fue realizado utilizando la aplicacién PeptideCutter (Expasy, Bioinformatics
Resource Portal).

La etiqueta GST fue removida de la proteina de fusién y SNAP-GST utilizando 10 U
de Trombina (MP Biomedicals) por cada 1 mg de proteina purificada. La mezcla se
incubd en agitacion de 500 rpm a 22 °C ON, utilizando un agitador termostatizado
ThermoMixer® Comfort (Eppendorf). La reaccion fue detenida por la adicion de PMSF en

una concentracion final de 1 mM.

3.3.8. Monitoreo de la purificacién de proteinas fusionadas a 6xHis y GST mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
Para seguir el proceso de purificacion proteica mediante SDS-PAGE, se tomaron
alicuotas de todas las fracciones obtenidas durante la purificacion de las distintas
proteinas. Esto permite adicionalmente analizar el grado de pureza de las proteinas

recombinantes obtenidas.



Las muestras fueron guardadas en buffer de siembra para electroforesis
desnaturalizante 5X (Laemmli 1970), conteniendo 315 mM Tris-HCI, pH 6,8; 10 % SDS,
un detergente anionico que desnaturaliza a las proteinas y les confiere carga negativa;
50% dglicerol, que aporta densidad a las muestras; 0,0125 % azul de bromofenol, un
colorante que indica el frente de corrida y 25% B-mercaptoetanol, un agente reductor que
rompe los puentes di-sulfuro, separando asi las distintas subunidades proteicas. Al
momento de usarse, las muestras fueron calentadas a 95 °C durante 4 min.

El porcentaje de acrilamida utilizado para el gel resolutivo fue del 12%, y del 5% para
el concentrador o sfacking. Se sembraron 10 pl finales de cada una de las fracciones en
buffer de siembra y 2 pl de marcador de peso molecular (PM) comercial segun
disponibilidad: Rainbow full range (RPN80OE, 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 procedi6 a la realizacién de la
separacion 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 corrié 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 lleg6 a la parte inferior del gel.

Luego de la corrida electroforética, se tifid el gel con azul de Coomassie (50%
metanol (Merck), 10% &acido acético glacial (Merck); 0,25 % Coomasie® Brilliant Blue G-
250 (MP Biomedicals) durante 1 h, se recupero la solucion de tincién, y luego se procedié
a destenir el gel con solucion decolorante (acido acético 7% (Biopack) y metanol 5%
(Biopack) en agua bidestilada ON. Finalmente, los geles fueron secados con papel

celofan durante 24 h para su conservacion y digitalizacion.

3.3.9. Cuantificacion de proteinas recombinantes purificadas

La determinacion de la concentracion de proteinas fue realizada indistintamente por
2 métodos: por comparacion con estandares de BSA en geles de poliacrilamida o
utilizando el método de Bradford (Bradford 1976). Para la comparacién con estandares de
BSA se utilizaron estandares de 0,1 a 50 pg de BSA sembrados en geles de
poliacrilamida al 12 %, sometidos a SDS-PAGE vy tefiidos con solucion de azul de
Coomasie, tal como se explicitd en la secciéon anterior. Por su parte, el método de
Bradford fue realizado en un volumen final de 200 ul en microplacas de 96-well, utilizando

BSA como estandar y un reactivo comercial de Bradford (500-0006, Biorad). Las



muestras fueron cuantificadas utilizando un lector de placas Multiskan FC (Thermo

Scientific).

3.4. Determinaciones inmunolégicas
3.4.1. Anticuerpos utilizados
3.4.1.1. Anticuerpos primarios y péptidos control comerciales

El anticuerpo anti-a/f SNAP utilizado es un anticuerpo monoclonal de raton, 1gG
subtipo 1 purificado (clon 77.2, 112 111 Synaptic Systems), especifico para a SNAP y B
SNAP, no presentando reactividad cruzada con y SNAP. El inmundégeno de este
anticuerpo primario es la proteina recombinante a SNAP de rata. Su concentracion es de
1 mg/ml en PBS.

El anticuerpo anti-y SNAP utilizado es un anticuerpo policlonal de conejo (112 303,
Synaptic Systems), purificado por afinidad y especifico para y SNAP. El inmundgeno de
este anticuerpo primario es el péptido sintético AAQKINEGLEHLAKAEK (residuos 2 -18
en y SNAP de rata). Su concentracion es de 1 mg/ml en PBS. Para los ensayos de
especificidad del anticuerpo se utilizo el péptido utilizado para la inmunizacion (112-3P,
Synaptic Systems). Su concentracion es de 1 mg/ml en PBS.

El anticuerpo anti-NSF utilizado es un antisuero de conejo (123 002, Synaptic
Systems), especifico para NSF. El inmundgeno es el péptido sintético REEGASPLDFD
(residuos 733 — 744 en NSF de rata). Para los ensayos de especificidad del anticuerpo se
utilizé el péptido utilizado para la inmunizacion (123-OP, Synaptic Systems). Su
concentracion es de 1 mg/ml en PBS.

El anticuerpo anti-B Actina utilizado es un anticuerpo monoclonal de raton, IgG
subtipo 1 purificado (clon AC-15, A1978, Sigma-Aldrich), que reconoce un epitope
localizado en la region N-terminal de la isoforma B Actina. El inmundgeno es el péptido
sintético DDDIAALVIDNGSGK del N-terminal de (B de Actina citoplasmatica. Su
concentracion es de 2 mg/ml en PBS suplementado con 15 mM de azida de Sodio.

El anticuerpo anti-B Tubulina utilizado es un anticuerpo monoclonal de ratén, IgG
subtipo 1 (clon TUB 2.1, T4026, Sigma-Aldrich), que reconoce un epitope localizado en la
region C-terminal de las 5 isoformas de 3 Tubulina (B1- B5), entre los residuos 281-446.

Esta suministrado como fluido ascitico con 15 mM de azida de Sodio.

3.4.1.2. Anticuerpos secundarios
El anticuerpo secundario anti-lgG de ratbn hecho en cabra, conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP) (Jackson ImmunoResearch Laboratories) utilizado

tiene una concentracién de 0,8 mg/ml en PBS, y estabilizado con 15 mg/ml de BSA. El



inmundgeno de este anticuerpo secundario es la region pesada y liviana (H+L) de
Inmunoglobulina G (IgG) de ratén.

El inmundégeno del anticuerpo secundario anti-lgG de conejo hecho en cabra,
conjugado con HRP (7074, Cell Signaling Technology) utilizado, es la region pesada y
liviana (H+L) de IgG de conejo.

Los anticuerpos secundarios anti-lgG de ratén y anti-IgG de conejo, ambos hechos
en burro, conjugados con DyLight™488 (Jackson ImmunoResearch Laboratories) tienen
una concentracion 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
inmundgeno para estos anticuerpos secundarios es la regién pesada y liviana (H+L) de
IgG de ratdn y conejo respectivamente.

Los anticuerpos secundarios anti-IgG de raton y anti-lgG de conejo, ambos hechos
en burro, conjugados con Cy™3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories) tienen una
concentracion 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
inmundgeno para estos anticuerpos secundarios es la regioén pesada y liviana (H+L) de
IgG de ratdn y conejo.

Los anticuerpos secundarios anti-lgG de raton hechos en burro, conjugados con
Alexa Fluor® 594 6 Alexa Fluor® 633 (Termo Fisher Scientific) tienen una concentracion
de 2 mg/ml en PBS pH 7,5, preservados con 5mM de azida de Sodio. El inmundgeno
para estos anticuerpos secundarios es la regidn pesada y liviana (H+L) de

Inmunoglobulina (IgG) de raton.

3.4.2. Andlisis de expresion proteica por ensayos de Western blot
3.4.2.1. Obtencién de las muestras a analizar
3.4.2.1.1. Proteinas totales de ovocitos de ratén

Se colectaron entre 150 y 300 ovocitos de cada estadio celular a analizar segun lo
expuesto en la seccion 3.1. Luego de su coleccién y limpieza, los ovocitos fueron
colocados en un tubo conteniendo buffer de siembra Laemmli (composicion: ver seccion
3.4.2.2), con 200 mM del agente reductor DTT y guardadas a -80 °C hasta su uso.

La cantidad de ovocitos utilizados varié segun la proteina a detectar, a fin de obtener
una sefal 6ptima, siendo de 150 ovocitos por calle en el caso de la deteccion de a SNAP,
300 para el caso de y SNAP y 200 para NSF.



3.4.2.1.2. Homogenato de cerebro de ratén

El homogenato de cerebro de raton fue utilizado como control positivo, dado que
todas las proteinas a analizar por Western blot se expresan constitutivamente y en altos
niveles en dicho tejido.

Para la obtencion del homogenato se utilizo el cerebro de un animal sacrificado para
otros fines, de modo de optimizar y reducir el uso de animales. Se trabaj6 en frio durante
todo el procedimiento, a fin de disminuir la accion de proteasas. El érgano fue extraido,
lavado en PBS frio, 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 extraido. Se homogeniz6 y se centrifugd
a una velocidad de 10.000 x g a 4°C, durante 4 min. Se colect6 el sobrenadante, se lo

alicuotd y guardo a -80 °C hasta su uso.

3.4.2.1.3. Proteinas recombinantes
Como control positivo adicional para el ensayo de Western blot se utilizaron las
proteinas recombinantes correspondientes a cada ensayo. Las mismas fueron

expresadas en E. coliy purificadas de acuerdo a lo enunciado en la seccién 3.3.

3.4.2.1.4. Lisado de células del cimulus

Las células del cumulus fueron colectadas luego de la limpieza de los ovocitos, y
centrifugadas a 600 x g durante 10 min. Finalizada la centrifugacién, se quité el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 10 ul de buffer de lisis RIPA (10 mM Tris-Cl
(pH 8),1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1% Triton X-100, 0.1% desoxicolato de Sodio, 0.1%
SDS, 140 mM NaCl, coctel de inhibidor de proteasas 1x) y se lo guard6 a -80 °C hasta su
uso. Se retiraron alicuotas para la cuantificacion de proteinas utilizando el reactivo DC
Protein Assay (Biorad), derivado del método de cuantificacion 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-HCI 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 utilizacion de este buffer, las proteinas quedan cargadas

negativamente de manera uniforme y desnaturalizadas, de esta manera van a correr solo



de acuerdo a su peso molecular. Luego del agregado de buffer de siembra, fueron
calentadas a 95 °C durante 5 min para asegurar su completa desnaturalizacion.

Las distintas fracciones fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) tal como fue expuesto en la seccion
3.3.8. El porcentaje de acrilamida utilizado para el gel resolutivo fue del 12% para los

ensayos de las proteinas a SNAP y y SNAP y del 15 % para NSF.

3.4.2.3. Transferencia

Una vez concluida la separacion electroforética, las proteinas 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-HCI pH 8,5, 0,2 mM glicina y 20% metanol para el caso de a SNAP y y SNAP o
10 % metanol para NSF) durante 10 min.

El procedimiento se inicié 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 embebié 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 catodo (-)
y la membrana hacia el anodo (+). De este modo, y debido a la carga neta negativa de las
proteinas aportadas por el SDS, las mismas migraron de catodo a anodo, es decir del gel

a la membrana (Fig. 3.13.)

catodo (-)

————__ papel defiltro

__gel
— membrana

~—— — papel de filtro

anodo (+)

Figura 3.13. Esquema representativo del “blotting sandwich’. Imagen modificada del manual Immobilon
Western (Millipore 2005).



La electrotransferencia se realizdé en buffer de transferencia, utilizando el sistema
hamedo Mini Trans Blot (Bio-Rad) a una corriente constante de 90V durante 2 h, con
agitacion magnética.

Una vez finalizada la transferencia, el gel se tifid con azul de Coomassie (50%
metanol (Merck), 10% acido acético glacial (Merck); 0,25 % Coomasie® Brilliant Blue G-
250 (MP Biomedicals) durante 1 h en agitacion, y luego destefiido con solucion
decolorante (acido 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 celofan durante un dia completo para su conservacion y digitalizacion.

Es importante destacar que durante todo el procedimiento de Western blot, pero
fundamentalmente durante proceso de transferencia y manipulacién de la membrana
anterior al bloqueo, se tuvo especial cuidado en la utilizacion de guantes y profundo
lavado de todo el material a utilizar, a fin de disminuir la contaminacion 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. Deteccioén inmunoquimica

Posteriormente a la transferencia, se realizo el bloqueo de la membrana con 20 ml
de una solucién bloqueante (2% de solucion 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 a SNAP; 2 % BSA en TBS-T para y SNAP y NSF), durante 1 h en
agitacion a TA, para prevenir la unién no especifica del anticuerpo primario a la
membrana, reduciéndose de este modo el ruido de fondo o “background’ y los falsos
positivos. Luego se realizé un breve lavado de la membrana en 15 ml de TBS-T y se
incubd la membrana con el anticuerpo primario correspondiente: ratén anti-a/8 SNAP (0,2
ng/pl); conejo anti-y SNAP de (1 ng/pl) o conejo anti-NSF (dilucion 1:1000), diluidos en
TBS-T, en agitaciébn suave durante toda la noche a 4°C. Con el objetivo de eliminar el
exceso de anticuerpo, a continuacién se realizaron 3 lavados de 10 min con 15 ml de
TBS-T. Se procedi6 luego a la incubacion con el anticuerpo secundario correspondiente:
cabra anti-IgG de raton-HRP (80 pg/ul) o cabra anti-lgG de conejo-HRP (1:10.000), en
agitacion durante 1 h a TA, en 10 ml de TBS-T. Una vez finalizada la incubacién con el
segundo anticuerpo, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con solucién 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 realizd el revelado con reactivo quimioluminiscente ECL Advance (GE

Healthcare), un sistema de revelado con un sustrato de peroxidasa luminiscente. Se



mezclaron partes iguales de los dos reactivos del kit, Lumigen TMAG solution A y B
respectivamente, a fin de obtener un volumen final de 1 o 2 ml, dependiendo el tamafio
de la membrana a revelar. Se incub6 la membrana con dicha mezcla durante 5 min.
Luego se descartd el exceso de solucion, y los resultados fueron procesados en un
fotoanalizador de quimioluminiscencia ImageQuant LAS-4000 (Fujifilm). El analisis
densitométrico de las bandas se realiz6 utilizando el programa Image J (version 1.42l;
NIH, MD).

3.4.2.5. Controles de carga

Para realizar el control de carga de proteinas el primer paso realizado fue un
stripping suave de las membranas incubadas anteriormente con el anticuerpo primario
contra la proteina de estudio. Este procedimiento se llevé a cabo a fin de despegar de la
membrana, por medio de un bajo pH, los anticuerpos pegados en la anterior ronda de
deteccidn proteica.

Para ello, se coloc6 la membrana con 40 ml de strijpping buffer (25 mM glicina-HCI,
pH 2, 1% SDS) en agitacién durante 20-30 min a TA. Luego se realizaron 2 lavados en
agitacion durante 10 min a TA con un volumen de 50 ml de PBS. Posteriormente se
continud con el bloqueo de la membrana y se procedié de igual manera que lo expuesto
anteriormente en la seccidn 3.4.2.4 para detectar la proteina de interés, con la diferencia
que se utilizé como anticuerpo primario: raton anti-B Tubulina (diluciéon 1:2000) o raton
anti-B Actina (1 ng/pl) en TBS-T y la incubacion se realizo en agitacion 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 inespecifico del anticuerpo a proteinas diferentes al antigeno puede
ocurrir con frecuencia debido a mdultiples causas como una concentracion 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 ultimo punto, los sueros
policlonales o los anticuerpos no purificados contienen otros anticuerpos menos
abundantes que pueden unirse a proteinas celulares abundantes y comunes.

Para determinar cuales bandas son inespecificas y cuales especificas, debe
realizarse el ensayo utilizando el anticuerpo bloqueado con un exceso del péptido o
proteina inmunizante, que corresponde al epitope reconocido por el anticuerpo. De este
modo, el anticuerpo “neutralizado” que esta unido al péptido/proteina bloqueante no
estard mas disponible para pegarse al epitope presente en la membrana del Western

blot. Por comparaciéon del patron de marcado utilizando el anticuerpo blogueado y sin



bloguear se puede observar cudl es la marca especifica: la que desaparece cuando el
Inmunoblot se realiza utilizando el anticuerpo neutralizado. Si desaparece mas de una
banda en el ensayo de bloqueo del anticuerpo, es posible que esas bandas contengan el
determinante antigénico, pudiéndose tratar de fragmentos del antigeno completo, o de un
complejo proteico conteniendo el antigeno.

Los agentes bloqueantes de los anticuerpos primarios fueron sus inmundgenos: la
proteina a SNAP recombinante (producida de acuerdo a lo expuesto en seccién 3.3.6)
para el anticuerpo anti-o/B SNAP; el péptido sintético comercial AAQKINEGLEHLAKAEK
para el anticuerpo anti-y SNAP vy el péptido sintético comercial REEGASPLDFD para el
anticuerpo anti-NSF (ver seccién 3.4.1.1).

El Western blot fue realizado segun el protocolo expuesto en seccion 3.4.2.1-5, con
la modificacion que se enuncia a continuacion. Antes de su incubacion con la membrana,
el anticuerpo primario correspondiente fue incubado con su agente bloqueante en una
relacion de masa 1.5, en 1 ml de solucién bloqueante. La mezcla fue incubada en
agitacion suave durante 2 h a TA. Se utilizé inicialmente un volumen de incubacion
pequefio de modo de favorecer el encuentro antigeno-anticuerpo. Posteriormente se
diluy6 esta mezcla en el volumen final de incubacion de la membrana, y se continu6é con
el protocolo de Western blot anteriormente descripto.

Finalmente se realizé la comparacion con la membrana incubada con el anticuerpo

primario sin bloquear.

3.4.3. Andlisis de localizacién 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 MIl fueron
sometidos a distintos tiempos de activacion partenogenética (seccion 3.6) y otros a
fecundacion /n vitro para la obtencion de embriones de 1 célula (seccién 3.5). El
procedimiento seguido para el ensayo de inmunofluorescencia indirecta de todas estas
células se realiz6 de igual modo, como se enuncia a continuacion.

Se les retird la zona pellcida con la solucién &cida de Tyrode (NaCl 130 mM, KCI 2
mM, CaCl, 2 H.O 1,6 mM, MgCl, 6 H.O 0,4 mM, Glucosa 5 mM, PVP K 29 a 32 4%, pH
2,2). El procedimiento se realizd colocando gotas de 30 ul de solucion &cida de Tyrode,
en las cuales se carg6 un grupo reducido de ovocitos, y se los fue pasando de una gota a
la otra r@pidamente para que no se dafien, ni se activen partenogenéticamente (Johnson
et al. 1990). Luego de retirada la zona pellcida, las células fueron lavadas en sucesivas

gotas de MEM/HEPES de modo de retirarles completamente el medio 4cido.



Posteriormente, fueron fijadas durante 1 h a TA, en 100 ul de Paraformaldehido
(PAF) (Merck) al 3,7% en PBS Dulbecco (DPBS) (PBS suplementado con CaCl,*2H,0 1
mMy MgCl;*6H20 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 fijacién, se realizaron 3 lavados
en solucion de bloqueo (BS) (3 mg/ml BSA, 100 mM glicina y 0,01 % Tween 20 en
DPBS), seguidos por una incubacion en 100 pl de solucion de permeabilizacion (Triton X-
100 al 0,1% en DPBS) durante 15 min a TA. Se realizaron 3 lavados en BS, siendo el
ultimo de 15 min para establecer un blogueo efectivo, anterior a la adicion del anticuerpo
primario. El buffer utilizado, cuya composicion se detalld anteriormente, contiene BSA
para bloquear los sitios de pegado inespecifico del anticuerpo, un detergente no ionico
como el Tween-20 para reducir las interacciones hidrofébicas no especificas y Glicina
para bloquear o quenchear|os grupos aldehido reactivos que no fueron fijados, los cuales
podrian unirse al anticuerpo y aumentar asi el background de fluorescencia.

A continuacién del bloqueo, los ovaocitos fueron incubados con el anticuerpo primario
correspondiente: raton anti-a/f SNAP (50 ng/pl); conejo anti-y SNAP de (100 ng/ul) o
conejo anti-NSF (dilucién 1:20), diluido en BS, ON a 4°C. La incubacion se realizé en una
placa de Petri de 60 mm de didmetro, donde se coloco una gota de 20-30 pl de la dilucién
del anticuerpo. Al lado de esta gota, se colocé una gota mas pequefia con la misma
dilucién 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 ul, donde permanecieron ON. Las gotas de la
dilucion de anticuerpo, fueron cubiertas con vaselina liquida extradensa (Ewe) a fin de
prevenir su evaporacion.

Luego de la incubacion con el anticuerpo primario se realizé una serie de 3 de
lavados de 15 min con BS, y se procedié a la incubacion con el anticuerpo secundario
correspondiente segun el ensayo y el anticuerpo primario utilizado: anti-ratéon unido al
fluorocromo DyLight 488 6 Cy3, o anti- conejo unido al fluorocromo DyLight488 o Cy3,
todos utilizados en una concentracion 3 ng/ul, diluidos en BS. La incubacion con el
anticuerpo secundario se llevé a cabo durante 1 h a TA y en oscuridad a fin de evitar el
photobleaching del fluoréforo. Finalizada la incubacion, se realizaron 3 lavados de 15 min
en BS.

En los ensayos que se indica, adicionalmente a la inmunomarcacion, se realizé la
tincién 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 a-D-manosa y a-D-glucosa y se une al contenido de los

granulos corticales del ovocito.



Para realizar este proceso de tincién de los granulos, las células fueron incubadas
con 25 pg/ml de LCA-Rodamina en BS, durante 30 min a TA en condiciones de
oscuridad, y posteriormente lavadas 3 veces en BS, con una duracion de 5 min por
lavado.

Finalmente se procedio al montaje de las células. Para ello se armé una cadmara en
un portaobjetos, constando de 2 lineas de vaselina sélida espaciadas entre si
aproximadamente 4 mm. Dentro de la camara las células fueron colocadas en una gota
de 4 ul de medio de montaje para fluorescencia Vectashield (Vector Laboratories)
adicionado con 1,5 pg/ml Hoescht 33342 (Molecular Probes). Finalmente, se dejo caer el
cubreobjetos sobre la gota, y se presioné suavemente. A fin de sellar la cAmara se colocé
esmalte alrededor del perimetro del cubre objetos. El preparado fue guardado a 4 °C en
oscuridad hasta el momento de su observacion.

Paralelamente a la realizacion de los preparados experimentales, se realizd el
control del anticuerpo secundario. Este control es realizado siguiendo el mismo
procedimiento descripto anteriormente, pero omitiendo la incubaciéon con el anticuerpo
primario. Sin anticuerpo primario al que se una el anticuerpo secundario, no deberia
observarse marca. En este sentido, este control demuestra que la marca observada en
los preparados experimentales es debida sélo a la union del anticuerpo secundario con el
primario, y no a una unién inespecifica (Burry 2011).

Las imagenes fueron obtenidas en el plano ecuatorial de las células utilizando un
microscopio de fluorescencia confocal Olympus Fluoview FV1000 (Olympus) con una
lente objetivo de inmersién en aceite PLAPON 60x/NA1.42, con una resolucion de
512x512 pixeles. Las imagenes correspondientes al control de anticuerpo secundario
fueron tomadas utilizando los mismos pardmetros que para las muestras experimentales.
El procesamiento de las imagenes se realizé utilizando el software ImagedJ (version 1.42I;
NIH, MD).

3.5. Fecundacién /n Vitro (FIV)

En el ensayo de Fecundacién In vitro se coincuban ovocitos y espermatozoides en
condiciones de laboratorio, y posteriormente se evalla el porcentaje de fecundacién. De
forma adicional al estudio de la fecundacion, la técnica de FIV fue utilizada como
activador fisiol6gico del ovocito en diversos ensayos.

El cauda o cola epididimario es la region del epididimo donde se almacenan los
espermatozoides maduros hasta la eyaculacion. 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 porcion del



epididimo. 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
dislocacion cervical. Se realizé una incisidn en el escroto y se retir6 hacia afuera el
testiculo y epididimo (Fig. 3.14.a), seguido de lo cual se extrajo el cauda epididimario
(Fig. 3.14.b,c). El mismo fue lavado rapidamente en medio MEM/HEPES a 37 °C para
retirar restos de tejido adiposo y sangre. Se repitid el procedimiento realizado para la

extraccién del segundo cauda epididimario del animal.
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Figura 3.14. Escisiéon del cauda epididimario para la obtencién de espermatozoides. a. Esquema
representativo del lugar de incision para retirar el testiculo y epididimo (izq.) y de la anatomia del
aparato reproductor del macho, incluyendo las 3 zonas que componen el epididimo: 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 ul de medio human tubal fluid (HTF) (Quinn et al. 1985)
(NaCl 101,6 mM, KCI 4,69 mM, MgSO4-7H20 199,59 uM, KH2PO4 370,34 uM, CaCl-H20
2,04 mM, NaHCOs 25 mM, D-glucosa 2,78 mM, piruvato de Na 331,8 uM, lactato de Na
40,27 mM, penicilina 201,34 pM, estreptomicina 34,31 puM y 1% rojo fenol) suplementado
con 5 mg/ml BSA (HTF-BSA), cubierta por vaselina liquida. Este medio se utilizé para
permitir la capacitacién de los espermatozoides. Inmediatamente, se realizaron bajo lupa
estereoscopica 3 0 4 cortes en cada cauda, para dejar salir los espermatozoides, técnica
que se conoce como swim ouf. Se incubd la placa en estufa a 37 °C durante
aproximadamente 15 min, hasta que los espermatozoides se dispersaran. Luego se retird

el epididimo y se procedi6 a contar en camara de Neubauer el numero de



espermatozoides en la suspension. Seguidamente se transfirid6 un volumen
correspondiente de la suspensién de espermatozoides a gotas de 300 ul de HTF, de
modo de ajustar a la concentracibn Optima capacitante, que para el caso de
espermatozoides de ratén es de 5 x 10 spz/ml. Las gotas de medio fueron cubiertas por
vaselina de uso medicinal extradensa (Ewe), y los espermatozoides fueron incubados
para su capacitacion durante 2 h en la estufa a 37°C, en atmoésfera humidificada con un
porcentaje de CO; del 5% en aire, hasta su utilizacion.

Por otra parte los ovocitos MIl fueron colectados y limpiados segun seccion 3.1.2. y
se incubaron en medio EmbryoMax® CZB suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB)
5%, incubados en la estufa a 37°C, en atmdsfera humidificada con un porcentaje de CO;
del 5% en aire, por al menos 30 min antes de la coincubacion con los espermatozoides.

Posteriormente se arma la placa de fecundacién en la cual se colocaron gotas de 90
ul de HTF-BSA cubiertas por vaselina liquida (Ewe). Se dispusieron 10-20 ovocitos por
gota y se insemin6 con 10 pl de suspensién de espermatozoides capacitados. De este
modo, con un volumen final de coincubacion de 100 pl, la concentracién espermatica en
la gota de coincubacion resulté de 5 x 10° spz/ml, que es la concentracion optima (1-5 x
105 spz/ml) para un ensayo de fecundacion /n 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 didmetro pequefio, antes de ser fijados y proseguir con el protocolo

correspondiente.

3.6. Activacion partenogenética de ovocitos Mll

La activacion partenogenética se llevé a cabo utilizando ovocitos de entre 17-20 h
post HCG, utilizando el ionéforo de Calcio A23187 o SrCl..

Para la activacion con el iono6foro, los ovocitos fueron incubados en 20 yM 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, KCI 4,83 mM, , KH,PO4 1,18
mM, EDTA.2Na 110 uM, NaHCOs; 25,12 mM, piruvato de Na 270 uM, 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 SrCl, los ovocitos fueron sometidos a 4 lavados en medio CZB libre de Calcio y
Magnesio, e incubados con SrCl, (10-30 mM segun 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 liquida (Ewe),

en estufa a 37°C, con atmdésfera humidificada y un porcentaje de CO; del 5% en aire.



Finalizada la activacién, los ovocitos utilizados para ensayos funcionales de EGC,
fueron inmediatamente procesados para su tincién. En el caso de ser utilizados para
inmunofluorescencia indirecta, algunos ovocitos fueron procesados inmediatamente
(condicion 1h SrCl,) y otros fueron incubados por 6 h adicionales (condicion 7h SrCly) en
medio M16.

3.7. Tratamiento con AEtilmaleimida (NEM)

El NEM es un compuesto organico que modifica covalentemente residuos de de
Cisteina en proteinas, particularmente es un agente sulfhidril alquilante. Se lo ha
reportado como inhibidor de la exocitosis en distintos modelos celulares por inactivacion
de la proteina NSF (Hanson et al. 1995; Michaut et al. 2000).

Los ovocitos Ml fueron expuestos a 10 o 50 uM NEM en medio M16 por 5 min en
estufa a 37°C, con atmésfera humidificada y un porcentaje de CO. del 5% en aire,

lavados exhaustivamente y luego procesados para los ensayos de EGC.

3.8. Microinyeccién de ovocitos

Los ovocitos MII fueron microinyectados con 10 uM de las proteinas recombinantes
purificadas (a SNAP wild type, a SNAP mutante L294A, NSF wild type y NSF mutante
D1EQ), que fueron diluidas en PBS si su concentracion luego de la purificacion resultd
mayor a 10 uM.

Para ser microinyectadas, fue necesario eliminar las sales y principalmente el
Imidazol del buffer de elucién de la purificacion proteica. Para ello, las proteinas 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 propésito, siguiendo instrucciones del
fabricante, y finalmente fue resuspendida en PBS suplementado con 0,5 mM ATP, 1mM
MgCl,, 2 mM B-mercaptoetanol y 5 % glicerol.

Los anticuerpos anti-a /8 SNAP, anti-y SNAP y anti-NSF fueron microinyectados a su
méxima concentracion posible. El vehiculo de los anticuerpos fue PBS, sin otros agentes
conservantes y/o estabilizantes, lo que lo hace inocuo para la microinyeccién. Anti-a/f
SNAP, anti-y SNAP, y los controles de isotipo de IgG de ratén y conejo (Novus
Biologicals) fueron microinyectados a una concentracién de 1 pg/ul. Estos controles de
isotipo se encontraban originalmente en una concentracion 10 mg/ml en PBS, por lo que
se realizé una dilucion correspondiente en PBS.

Es importante mencionar que todos los valores de concentracion anteriormente

mencionados para la microinyeccion de las distintas proteinas, anticuerpos e



inmunoglobulinas control corresponden a la concentracion de la solucién en la aguja de
inyeccion.

La placa de microinyeccién se armo con gotas de 5 pl de MEM/HEPES, y 1 pl de la
solucion a inyectar y se la cubri6 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 microinyeccion, para minimizar los
efectos deletéreos de la exposicion a TA y luz de la solucién a microinyectar.

Las agujas de microinyeccion se realizaron estirando capilares de vidrio borosilicato
de 0,75 mm de didmetro interno, 1,50 mm de didmetro externo y 10 cm de largo (BF 150-
75-10, Sutter Instrument Co., Novato, CA), utilizando un estirador mecanico o puller
modelo P-97 (Sutter Instrument Co., Novato, CA) (Fig. 3.15). Los pardmetros utilizados
fueron: P=200, Heat=811, Pull=40, Vel=75, Time= 250.

El parametro Presion (P) controla la presion del aire frio suministrado al filamento. A
una presion mas alta la pipeta sera mas 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 enfria més rapido que el de paredes gruesas o estandar, 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 dependera del filamento
instalado y el tamafio y composicién de la pieza de vidrio a utilizar. Para la fabricacion de
agujas de microinyeccion se debe elegir un valor de Heat que derrita el vidrio en
aproximadamente 7 segundos 0 mas.

El valor de Pul/ (rango 0-255) controla la fuerza del estiramiento del capilar. En lineas
generales, a mayor Pull, el diametro del #jp de la micropipeta sera menor, y la misma sera
més ahusada. Para obtener agujas para microinyeccion se recomiendan valores de Pul/
de 40-75.

El pardmetro 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 estd determinado por la viscosidad del
vidrio, que es en definitiva una funcién de la temperatura del mismo. El valor de velocidad
tipico para agujas de microinyeccion es de 50-80.

El parametro 7ime (rango 0-255) controla la duracion del tiempo en el cual se
suministra aire frio al filamento en el momento en el que se esta formando el #p de la
pipeta; de este modo, tiempos mas cortos llevaran a obtener agujas mas ahusadas. Una

unidad de tiempo es equivalente a %2 ms.



Todos estos parametros fueron ajustados de modo de obtener una aguja de
microinyeccion lo suficientemente fina como para no dafiar al ovocito inyectado, con el
compromiso de que no sea extremadamente fina, y esto impida su correcto llenado y
descarga. Este dltimo punto no es de importancia menor, ya que el problema de la
obstruccién de las agujas va en detrimento del tiempo de inyeccion, el cual se alarga

mucho cuando constantemente deben cambiarse las agujas.
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Figura 3.15. Fabricacién de agujas de microinyeccion. Los capilares de vidrio fueron colocados uno a uno en

el estirador automatico (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 &ngulo apropiado de la aguja de microinyeccién 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 angulo de inclinacién de 35°.

=

Figura 3.16. Obtencién del angulo de las agujas de microinyeccién. (a) Imagen de la microforja MF-79

(Narishige). Las agujas de microinyeccion se colocaron en la microforja (b) y al acercarse el bulbo

incadenscente se les dio el angulo deseado (c).

Las microinyecciones fueron realizadas utilizando micromanipuladores (Narishige)
acoplados a un microscopio invertido modelo 1X-51 (Olympus) (Fig. 3.17.a.1.). Las agujas
de microinyeccion fueron cargadas con la solucién a inyectar, y se inyecté en la célula un
volumen de entre 7 y 10 pl en el citoplasma del ovocito MIl. El volumen de inyeccion es

regulado por un equipo picoinyector (modelo PLI-100, Harvard Apparatus, Holliston, MA)



(Fig. 3.17.a.5), que permite entregar de forma precisa y reproducible pequefios
volimenes (de femtolitros a microlitros) a través de las pipetas aplicando presiones
reguladas por un periodo de tiempo definido por el operador (McCaman et al. 1977;
Palmer et al. 1980). La presion aplicada es neumatica, utilizando Nitrégeno gaseoso
comprimido. El pulso de inyeccién en la célula se visualiza como un halo claro que

moviliza el citosol.

Figura 3.17. Microinyeccién. a. La imagen muestra el equipo de microinyeccion que consta del microscopio
invertido Olympus IX51(1), en el cual estan montados las agujas Aolding (2) y de microinyeccion (3), cuyos
movimientos son regulados por los macromanipuladores y micromanipuladores que regulan los movimientos
micrométricos de las agujas holding y de microinyeccién (4 y 4’ respectivamente). El picoinyector PI-100 (5)
esta conectado al portagujas de la aguja de microinyeccién (3). Todo el sistema 6ptico y de manipulacion se
encuentra asentado sobre una mesa antivibratoria M-tec (Microvisién) (6). b. En esta Imagen se muestra
cémo la aguja de holding (izg.) mantiene inmévil por succién de aire al ovocito, mientras que la aguja de

microinyeccion (der.) permite introducir la solucién a microinyectar.

Los ovocitos microinyectados que fueron utilizados en ensayos de EGC se incubaron
al menos 1 h en M16 en estufa a 37 °C, con atmosfera humidificada y un porcentaje de
CO2 del 5% en aire.

3.9. Tincién y cuantificaciéon de granulos corticales en ensayos de EGC

Para los ensayos de EGC, luego de su tratamiento correspondiente, se removio la
zona pelucida de los ovocitos MlI utilizando solucién &cida de Tyrode pH 2,2, tal como se
indico en seccion 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 pl de
PAF 3,7% en DPBS. Finalizada la incubacion se realizaron 3 lavados en BS, seguidos
por una incubacion en 100 pl de solucién de permeabilizacién durante 15 min a TA, y 3
lavados adicionales en BS. A continuacion, los ovocitos fueron incubados durante 30 min
a TA y en condiciones de oscuridad con 25 pg/ml de LCA conjugada con Isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Sigma), a fin de marcar los granulos corticales, y posteriormente



lavados 3 veces en BS. Finalmente se procedié al montaje de las células que se realizé
sobre una gota de 8 ul de medio de montaje para fluorescencia Vectashield (Vector
Laboratories) adicionado con 1,5 pg/ml Hoescht 33342 (Molecular Probes, Invitrogen) o 1
pg/ml ioduro de propidio (Molecular Probes, Invitrogen). Finalmente, se dejo caer el
cubreobjetos sobre la gota. A fin de sellar la camara se colocd esmalte alrededor del
perimetro del cubre objetos. El preparado fue guardado a 4 °C en oscuridad hasta el
momento de su observacion.

El aplastamiento de las células permite obtener campos opticos planos donde se
encuentren los granulos corticales (Ducibella et al. 1990; Ducibella et al. 1994). En esos
planos del cortex, resultantes de la compresion parcial realizada por el cubreobjetos, se
adquirieron las imagenes con un microscopio de fluorescencia confocal Olympus
Fluoview FV1000 (Olympus), utilizando una lente objetivo de inmersion en aceite
PLAPON 60x/NA1.42, con una resolucion de 512x512 pixeles. Todos los parametros de
adquisicion de imagenes permanecieron constantes para las imagenes capturadas dentro
de un mismo experimento. El procesamiento de las imagenes se realizé utilizando el
software ImagedJ (version 1.421; NIH, MD).

Se realizaron apilamientos de las imagenes de una misma condicién o tratamiento al
que se le denomina stack. El trabajar con sfacks agiliza la tarea y evita el sesgo
operacional de trabajar con cada imagen por separado, dado que el tratamiento o
cuantificacién que se realice comprendera de igual forma a todas las células o imagenes
que componen el sfack.

A cada uno de esos sfacks luego se les aplicd lo que se denomina treshold, una
herramienta muy Util en la cuantificacién de particulas, que se utiliza a fin de aumentar el
contraste en imagenes binarias, facilitando y haciendo més confiable el proceso de
cuantificacion. Como resultado del procedimiento, el sfack de escala de grises se
convertird a un stack de imagenes binarias en medio tono. De este modo, cada una de

las imagenes de tono continuo se divide en puntos sélidos de diferente tamafio (Fig.3.18).

mostrada en a, aplicando un determinado #eshold. Imagen tomada de la pagina web:

https://en.wikipedia.org/wiki/Halftone.



Para ello, el operador elije un punto de corte o valor de tfreshold, a partir del cual los
valores de gris que estén por encima de ese umbral seran negros, y los que estén por
debajo seran blancos. De este modo, se obtienen imagenes binarias en las que los
granulos corticales se identifican como puntos negros. Al elegir un valor de treshold, se
busca que las imagenes resultantes sean el fiel reflejo de las imagenes en escala de gris,
es decir que no se genere nueva informacion. En este caso puntos nuevos que no
correspondan a granulos corticales, ni perdiendo la ya existente. Es muy importante
destacar que una vez elegido el freshold, se aplicd el mismo para todos los sfacks de un
mismo experimento.

A continuacion se procedié a la cuantificacion de granulos corticales propiamente
dicha. La densidad de granulos corticales por 100 pm? (GC/100 pm?) para cada célula fue
determinada como el conteo promedio de al menos 4 areas de coértex de 100 pm2,
distribuidas al azar y no solapadas entre si (Ducibella, Anderson, et al. 1988; Ducibella et
al. 1993) (Fig. 3.19). Esta cuantificacion fue realizada utilizando la herramienta de analisis

de particulas del software ImageJ (version 1.42[; NIH, MD).

a b

Figura 3.19. Cuantificacién de Granulos corticales. a. Imagen esquematica del procedimiento de montaje de
un ovocito MIl. En verde se representan los granulos corticales. Entre lineas cortadas violetas estan los 2
campos planos donde se observan ovocitos. b. Imagen confocal representativa de un ovocito MIl en campo
plano, mostrando la mayor area conteniendo granulos corticales (izg.). Una vez aplicado el treshold se
seleccionan las 4 areas de 100 pm2 (cuadrados rojos) (der.), se realiza la cuantificacion por asistencia
computacional y se calcula la densidad de GC/100 um2 como el promedio de los 4 conteos para todas las

células analizadas.

Para cada grupo experimental se calculd la densidad de GC/100 pm?2 por
comparacion del promedio del grupo tratado con el promedio del grupo sin tratar, segun
la siguiente ecuacioén: [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 Cumulus-Ovocito (COC)
El ensayo de TUNEL (7erminal deoxynucleotidyl trasnferase dUTP Nick End
Labeling) es un método utilizado para detectar fragmentacion del ADN que ocurre como

resultado de las cascadas de sefializacion de la muerte celular programada. Este proceso



finamente regulado es conocido como apoptosis en células animales, y uno de sus sellos
caracteristicos es la fragmentacién del ADN. EI ADN es clivado por endonucleasas
especificas denominadas CAD (caspase activated DNase), que clivan el ADN
cromosomico de un modo caspasa dependiente. El corte del ADN ocurre en las regiones
intranuclesomales (Wyllie 1980), lo que puede dar lugar a fragmentos multiplos de 180 pb
(tamafio aproximado de una unidad nuclesomal). El clivaje del ADN genémico durante la
apoptosis puede dar lugar a distintos productos de fragmentacion, 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 marcacion del extremo 3°-OH libre con
nucleodtidos modificados, en una reaccion enzimética catalizada por la desoxinucleotidil
Transferasa Terminal (TdT). Esta enzima es capaz de catalizar la polimerizacién de
dUTPs (marcados para su deteccidn) al extremo 3-OH libre del ADN de una manera
templado-independiente (Fig. 3.20). De este modo, las células apoptéticas que han
sufrido la fragmentacion de su ADN pueden ser facilmente reconocidas.

Es de suma importancia destacar que en la actualidad y gracias al mejoramiento de
la técnica, la reaccion de TUNEL marca preferencialmente las rupturas de ADN
generadas durante la apoptosis. Esto permite la discriminacion entre procesos de
fragmentacion ocasionados por muerte celular programada, de aquellos dafios en el ADN
generados por necrosis, drogas citostaticas o radiacion (Gorczyca et al. 1993; Gold et al.
1994).

Para la realizacion de este ensayo se utilizo 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 modificacion en el nucle6tido
dUTP es la incorporacion del compuesto organico fluoresceina, que tiene un rango de
exitacion de 450-500 nm y uno de emisién de 515-565 nm (verde), lo que permite su

visualizacién por microscopia de fluorescencia y/o ser cuantificado por citometria de flujo.
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Figura 3.20. Esquema representativo del Ensayo de TUNEL. La fragmentacion del ADN por parte de las
endonucleasas durante la apoptosis dejan sitios 3-OH libre, que seran los sitios donde la enzima TdT

incorporara a los dUTP marcados con fluoresceina, permitiendo asi su visualizacién por microscopia de



fluorescencia, a fin de detectar células apoptéticas. Imagen tomada de la pagina web:

http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/product/apoptosis/dna.html.

Los complejos cumulus-ovocitos o COC fueron colectados de acuerdo al
procedimiento expuesto en secccion 3.1.1, a excepcién de que los ovocitos GV no fueron
denudados, es decir que las células del camulus 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 fijacion, se realizaron 3 lavados en PBS/BSA 1 % y seguidamente se
realiz6 una permeabilizacion durante 1 h a TA con 0,1 % Tritén X-100 (en 0,1 % citrato de
Sodio). Seguidamente a la permeabilizacion se realizaron 3 lavados en PBS/BSA 1%
previos a la incubacion con la mezcla de reaccion. Los viales del kit comercial fueron
abiertos y utilizados justo en el momento de la marcacion, y cabe destacar que la
manipulacion de todos los reactivos y mezclas previos a la incubacion fueron realizadas
en hielo. A fin de obtener 500 ul de solucién de reaccién de TUNEL se mezclaron 50 pl de
la solucién con la enzima (vial 1) con 450 pl de solucion de marcacion (vial 2), y el
volumen fue repartido en las condiciones a analizar (50-100 pl por wel). Se incubo
durante 1 h en oscuridad en ambiente himedo a 37 °C. Finalizada la incubaciéon se
realizaron 3 lavados en PBS/BSA 1% y se procedié al montaje de los COC, el cual se
realizé sobre una gota de 8 ul de medio de montaje para fluorescencia Vectashield
(Vector Laboratories) adicionado con 1 pg/ml ioduro de propidio (Molecular Probes,
Invitrogen). Finalmente, se dejo caer el cubreobjetos sobre la gota y con el objetivo de
sellar la cAmara se colocé esmalte alrededor del perimetro del cubreobjetos. El preparado
fue guardado a 4 °C en oscuridad hasta el momento de su observacion.

Las muestras fueron analizadas con un microscopio de fluorescencia confocal
Olympus Fluoview FV1000 (Olympus), utilizando una lente objetivo de inmersion en
aceite  PLAPON 60x/NA1.42, con una resolucion de 512x512 pixeles. Todos los
parametros de adquisicion de imagenes permanecieron constantes para las imagenes
capturadas dentro de un mismo experimento. EIl procesamiento de las imagenes se
realizé utilizando el software ImagedJ (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, sélo que se utilizaron 50 pl de solucion
de marcacion (sin enzima TdT), en lugar de la mezcla de reaccién de TUNEL. En el
control positivo, con la finalidad de inducir dafios en el ADN, los COC fijados y

permeabilizados fueron tratados con 5U/ ml de DNAsa | (Omega) en buffer Tris-HCI 50



mM pH 7,5; 1 mg/ml; 0,1 % BSA y 1 mM MgCl;, durante 10 min a TA. Posteriormente se
procedié a la incubacion con la mezcla de reaccion de TUNEL y se procedié como fue

enunciado anteriormente para las condiciones experimentales.

3.11. Microscopia Electrénica de Transmision

La microscopia electronica de transmision permite el andlisis de células a nivel
ultraestructural. El protocolo que se enuncia a continuacion ha sido modificado del
publicado por Anguish y Coonrod (Anguish & Coonrod 2013).

Los ovocitos MIl fueron colectados y limpiados de acuerdo al procedimiento
expuesto en la seccion 3.1.2. A continuacién se realiz6 una fijacioén rapida durante 15
min a TA en PAF (Merck) al 2% en DPBS y se procedié a 3 lavados rapidos en DPBS.
Posteriormente se colocaron los ovocitos en el fondo de un tubo de 0,2 mly se los cubrié
con 100 ul de agarosa al 2 % a 40 °C, se centrifugd durante 2 min a 700 x g, y se lo dejo
enfriar en hielo. Es importante destacar que no se colocaron mas de 10 ovocitos por tubo.
Posteriormente, con una jeringa cargada con agua refrigerada en hielo se desmoldoé el
taco de agarosa en el cual se encontraban incluidos los ovocitos, y se procedi6 a tallar
bajo lupa con hoja de afeitar de modo que las células quedaran incluidas en un cubo de
no mas de 2 mm de lado. Una vez obtenido el cubo se lo coloc6 en tubo de 1,5 mly se
realizé un fijacion durante 3 h a TA en 1 ml de fijador primario para preservar las
estructuras proteicas (2,5 % glutaraldehido; 4 % PAF; 0,1 % acido tanico; 0,01 M MgCly,
pH 7,4), con agitacion orbital. Finalizada la fijacion primaria se procedié a realizar 4
lavados de 15 min con PBS en frio y agitacion suave. Seguidamente se realiz6 una
fijacién secundaria con 1 % tetroxido de Osmio (Ted Pella, Inc) ON a 4 °C. Luego de esta
fijacidn secundaria, que tiene como objetivo fijar lipidos y dar contraste, se realizaron 3
lavados de 15 min en PBS, y 2 lavados adicionales de 10 min con H.0 Milli-Q a fin de
remover el fosfato, dado que el mismo precipita con la acetona, que fue utilizada a
continuacion. Todos los lavados se realizaron en frio y agitacién suave. A continuacién se
realizaron las deshidrataciones con porcentajes crecientes de acetona (Merck) en Hz0
Milli-Q. Todos los pasos de deshidratacion fueron llevados a cabo durante 15 min. Los
primeros 3 pasos de deshidratacion: acetona al 30 %, al 50 % y al 70 % fueron realizados
en hielo. Luego se realizaron a TA, una deshidratacion con acetona al 80 %, seguida por
otra al 95 %. A continuacion se realizaron 3 deshidrataciones finales con acetona 100 %.

Una vez finalizadas las deshidrataciones, se realizo una incubacion con una mezcla
de acetona y resina Epon (Ted Pella, Inc.) 1.1 durante 3 h a TA, seguido de lo cual se
cambio esta mezcla por resina al 100 %, y se dejé infiltrando ON. Luego se pasoé el cubo

de agarosa a una capsula de embedding BEEM (Ted Pella, Inc.) y se lo cubrié con resina



al 100% nueva, asegurandose de que no queden burbujas. Las muestras fueron
rotuladas con etiquetas de papel incluido en la resina. Finalmente se llevo las capsulas al
horno (M19, THELCO) precalentado a 60 °C, a fin de remover la humedad, y se
polimerizé la resina durante 36 h a esta misma temperatura.

Los cortes ultrafinos se obtuvieron en un ultramicrétomo (EM, Leica) y se montaron
sobre grillas de cobre descubiertas de 200 mesh (Ted Pella, Inc.).

El contraste se realizé con 1 % de acetato de uranilo durante 10 min, 3 lavados con
H2.0 Milli-Q, seguida por una incubaciéon de 5 min en solucion de Reynolds (Reynolds
1963) y 5 lavados posteriores con H20 Milli-Q.

Los cortes contrastados fueron examinados con un microscopio electrénico de
transmision JEM 1200 EX II (JEOL Ltd., Tokio, Japon) y se fotografiaron con una camara
Erlangshen ES1000W, Modelo 785 (Gatan Inc., Pleasanton, California, USA) del Servicio

Central de Microscopia Electrénica de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP.

3.12. Andlisis estadistico de los datos

El analisis estadistico de los datos fue realizado utilizando el software Kyplot 5.0
(KyensLab Inc). Las pruebas estadisticas realizadas para los diferentes ensayos se
encuentran especificadas en cada seccion de resultados en particular. En lineas
generales los resultados se expresaron como la media + el error estandar de la media
(SEM) para cada serie de experimentos. Para la comparacién de 2 condiciones se utilizd
el test “t” de Student pareado en el caso estar balanceadas las muestras, o no pareado si
no lo estan. Cuando se compararon 3 0 mas condiciones los datos fueron analizados
mediante ANOVA de un factor, y de ser significativo el andlisis del ANOVA, se realizé una
prueba de contraste a posteriori por el método de comparaciones multiples de todos los
pares de Tukey. Cuando se quiso realizar un prueba de multiples comparaciones de
diversos tratamientos contra un solo control se utilizo el test de Dunnett. Estos analisis
estadisiticos se realizaron con el cumplimiento de un muestreo aleatorio, distribucion
normal de los datos y la homogeneidad de las varianzas. El andlisis estadistico de las
frecuencias se realiz6 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 resulté menor a 0,05 (p<0,05).
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RESULTADOS

4.1. OBJETIVO ESPECIFICO 1: Identificar las isoformas de SNAP en ovocitos de ratén
Debido a que hasta el momento no existe ningun reporte acerca de la expresion de
las proteinas SNAP en ovocitos, nuestro primer objetivo de trabajo fue determinar la

expresion génica de las isoformas de SNAP por RT-PCR.

4.1.1.1. Extraccion de ARN. Determinacién del rendimiento de la extraccion:
cuantificacién y determinacién del grado de pureza del ARN

Luego de la extraccion del ARN de ovocitos y de cerebro de ratdn, segun fuera
expuesto en las secciones 3.2.2.1y 3.2.2.2 respectivamente, se realizo la cuantificacion y
la determinacién del grado de pureza del ARN utilizado como molde para la sintesis del
ADNc.La cuantificacion espectrofotométrica del ARN extraido determiné una
concentracion de 0,2 pg/ul para el ARN de ovocitos y una concentracién de 9,645 g/l
para el ARN de cerebro.

De acuerdo a lo expuesto en la seccion 3.2.2.3.2, para ser considerado con un alto
grado de pureza, el ARN purificado debera exhibir una relacion Azeso/Azso 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 relacidn Azso/Azso
comprendida entre 1,9y 2,1. Para el ARN de ovocitos la relacién Azso/Azs0 0Obtenida fue de
1,12 medida en agua, mientras que para el ARN de cerebro la relacion fue de 2,1 medida
en 10 mM Tris-Cl, pH 7,5.

4.1.1.2. Determinacion de la integridad del ARN purificado

De acuerdo a lo expuesto en la seccion 3.2.2.3.3 y con el objetivo de evaluar
rapidamente la integridad y la calidad del ARN extraido se realiz6 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 mas intensa la banda de
mayor peso molecular. Esto indica que el ARN extraido posee la integridad y calidad
adecuada para ser utilizado en la reaccién de retrotranscripcion. Algo importante a
remarcar es gque ninguna muestra presenté contaminaciéon por ADN gendmico, lo cual se
determind por la ausencia de tincion en los pocillos de carga, ya que el ADN gendmico,
por su gran tamafio no penetra en los geles de agarosa al 1 %. Para el caso de ARN de
ovocitos, como la purificacion se realiza en microescala con un kit comercial, y la cantidad

de muestra es muy escasa, no se realizaron este tipo de controles.



4.1.2. Sintesis de la primera cadena de ADNc. Reaccién de Retrotranscripcion

Luego de la reaccion de retrotranscripcion (ver secciéon 3.2.3.1) y previo a la
amplificacién por PCR se realizé una cuantificacion espectrofotométrica del ADNc, de
acuerdo a lo enunciado en la seccion 3.2.3.2.1. La concentracion medida por este método
fue de 1,1 pg/pl para el ADNc de ovocitos, y de 2,1 pg/pl para el ADNc de cerebro. Es
importante sefialar que en el caso de ovocitos no se trabaja con concentraciones netas,
sino con el concepto de embrio-equivalentes. EI mismo hace referencia a cuéntos
ovocitos, de los inicialmente utilizados para el procedimiento, equivale un determinado
volumen de muestra.

Por otra parte, se analiz6 el grado de pureza de acuerdo a lo expuesto en la seccion
3.2.3.2.2. La relacién Azso/Azs0 Obtenida fue de 1,55 para el ADNc de ovocitos y de 1,8

para el ADNc de cerebro.

4.1.3. Amplificacion por PCR en punto final

En mamiferos, las SNAP son una pequefia familia de proteinas con 3 isoformas
identificadas a, B and y SNAP respectivamente (Clary et al. 1990). A fin de determinar
cuales de las isoformas de SNAP estan presentes en el ovocito de raton, se analizé por
RT-PCR la presencia de los ARNm para las 3 isoformas en cuestion. Para ello, y tal como
se expuso en las secciones anteriores, el ARNtotal ais/ado se retrotranscribié a ADNc, el
cual fue utilizado para la amplificacion (ver seccion 3.2.4.4), utilizando primers especificos
para cada una de las isoformas (ver seccion 3.2.4.2). El tamafio esperado de los
amplicones generados por los pares de primers utilizados fue de 115, 172 y 207 pb para
las isoformas a, B y y SNAP, respectivamente.

Para las muestras de ovocitos se observaron productos de amplificacion en las
calles correspondientes a a SNAP (Fig. 4.1, calle 2) y y SNAP (Fig. 4.1, calle 8). Por su
parte, en la calle correspondiente a la isoforma  de SNAP no se observé producto de
amplificaciéon (Fig. 4.1, calle 5). Estos resultados demuestran que los ARNm de a SNAP y
y SNAP estan presentes en ovocitos GV, pero no asi el ARNm correspondiente a (3
SNAP.

Dado que la expresién y funcion de las SNAP ha sido bien estudiada en exocitosis
neuronal y es sabido que el cerebro de ratdn expresa constitutivamente las tres isoformas
(Whiteheart et al. 1993), ADNc de cerebro fue utilizado como control positivo. Se observé
la amplificacién de las 3 isoformas en cuestion en las muestras de ADNc de cerebro (Fig.
4.1, calles 1,4y 7).

De acuerdo a lo esperado en su condicién de controles negativos, no se observaron

productos de amplificacion cuando la PCR fue realizada reemplazando el ADNc por agua



(Fig. 4.1, calles 3, 6 y 9) o cuando en la reaccién de retotranscripcion fue omitida la

adicion de la enzima transcriptasa reversa (Fig. 4.1, calles 10y 11).
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Figura 4.1. Expresién génica de las isoformas de SNAP en ovocitos de ratén. En las calles 1-3 y 10-11 la
reaccion de PCR se realiz6 utilizando primers para a SNAP; calles 4-6 utilizando primers para 3 SNAP, y en
las calles 7-9 utilizando primers para y SNAP, todos bajo el mismo procedimiento experimental. El gel de
agarosa al 2% fue tefiido con bromuro de etidio. Calles: M. Marcador de peso molecular de 100-1000 pb; 1, 4
y 7. ADNc de cerebro (10 ng); 2, 5y 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 realizé la puesta a punto y amplificacion en sistema multiplex, es
decir poniendo los 3 pares de primers en el mismo tubo de reaccion. 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 observo la amplificacion de las 3
isoformas en cuestion (Fig. 4.2, calle 1), mientras que para las muestras de ADNc de
ovocitos pueden observarse las bandas correspondientes a la isoforma a y y, y no asi la
(Fig. 4.2, calle 2). Cabe destacar que todos los productos de amplificacion generados

coinciden con el tamafo esperado para los mismos.
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Figura 4.2. Expresién génica de las isoformas de SNAP en ovocitos de ratdn analizada por RT-PCR
multiplex. En todas las calles para la reaccion de PCR se utilizaron simultaneamente los pares de primers de
las 3 isoformas de SNAP. El gel de agarosa al 2% fue tefiido 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);



5. Control negativo RT ovocitos (sin transcriptasa reversa). La imagen que se muestra es representativa de 3

experimentos independientes.

Al igual que en la reaccién anterior, y de acuerdo con su condicion de controles
negativos, no se observaron productos de amplificacién cuando se reemplaz6 el ADNc
por agua en la reaccion de PCR (Fig. 4.2, calles 3) o cuando en la reaccion de

retotranscripcion fue omitida la enzima transcriptasa reversa (Fig. 4.2, calles 4 y 5).

4.2. OBJETIVO ESPECIFICO 2: Analizar la expresién de las isoformas de SNAP durante
la maduracién y activacién ovocitaria

Una vez identificados los transcriptos de las isoformas de SNAP presentes en
ovocito de ratén, a SNAP y y SNAP respectivamente, se procedioé a la deteccion de la
presencia y expresion de tales proteinas. Sus niveles de expresion y la localizacion
subcelular fueron analizados durante la maduracién, utilizando estadios de ovocitos
inmaduros (GV), maduros (Mll) y luego de la activacion, tanto partenogenética (SrCl.)

como fisioldgica (FIV).

4.2.1. Andlisis de la expresion de a SNAP durante la maduracién y activacioén ovocitaria
4.2.1.1. Andlisis por Western blot

Se realiz0 la técnica de Western blot con el objetivo de corroborar que la proteina a
SNAP se encuentra presente en ovocito de ratén y a fin de analizar el nivel de su
expresion durante la maduracién ovocitaria y la activacion partenogenética. Este ultimo
propésito esta fundado en antecedentes de una tesis doctoral realizada en el laboratorio,
reportando proteinas involucradas en exocitosis que modifican su expresion durante la

maduracion y activacién (Bello, datos no publicados).

4.2.1.1.1. Purificacién de a SNAP recombinante

Con el objetivo de tener un control positivo adicional al del homogenato de cerebro
para el analisis de la expresion de a SNAP en ovocitos de raton por la técnica de Western
blot, la proteina recombinante a SNAP acoplada a la etiqueta 6xHis fue expresada en E.
coli'y purificada de acuerdo a lo expuesto en seccién 3.3.6.

Todas las fracciones correspondientes a la elucién de la proteina 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 proteina de interés, dando cuentas de una exitosa produccion de a SNAP
recombinante en alta concentracion (15 uM para el eluido 1, Fig. 4.3 calle 4) y con un alto

grado de pureza. Ademas, cabe sefialar que no se perdié proteina durante el proceso de



purificacion, lo que se evidencia con la ausencia de banda a la altura del peso molecular
de a SNAP en las fracciones de lavado previas a la elucion de la proteina recombinante

(Fig. 4.3, calles 2y 3) y para el flow through (FT, datos no mostrados)

Figura 4.3. Analisis de distintas fracciones de la purificacién de a SNAP recombinante: M. Marcador de peso
molecular (kDa); 1. Lisado; 2. W1 (lavado 1); 3. W2 (lavado 2); 4. E1 (eluido 1) 5. E2 (eluido 2); 6. E3 (eluido
3) 7. E4 (eluido 4) 8. E5 (eluido 5).

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

Se realizd un Western blot de a SNAP utilizando distintas concentraciones de
homogenato de cerebro (Fig. 4.4, calles 1-6) y proteina recombinante a SNAP-6xHis (Fig.
4.4, calles 7-9), a fin de establecer la cantidad de proteina Optima 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 proteina 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 proteina en la muestra de interés, donde no
es mayoritaria.

En base a los resultados obtenidos, se utilizaron 1,25 pg de proteinas totales de
cerebro (Fig. 4.4, calle 1) y 5 ng de proteina recombinante a SNAP-6xHis (Fig. 4.4, calle
8).
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Figura 4.4. Western blot para a SNAP, puesta a punto de concentraciones de homogenato de cerebro y
proteina recombinante: Izq. Marcador de peso molecular (kDa); 1. Homogenato cerebro (1,25 pg proteinas
totales); 2. Homogenato cerebro (2,5 ug proteinas totales); 3. Homogenato cerebro (2 pg proteinas totales); 4.
Homogenato cerebro (0,25 pg proteinas totales); 5. Homogenato cerebro (0,75 ug proteinas totales); 6.
Homogenato cerebro (0,15 pg proteinas totales); 7. a SNAP-6xHis (2,5 ng) 8. a SNAP-6xHis (5 ng); 9. a
SNAP-6xHis (10 ng).

4.2.1.1.3.1. Andlisis de la expresiéon de a SNAP por Western blot durante la maduracién y
activacion ovocitaria

Analizamos la expresion de a SNAP por Western blot durante la maduracion
ovocitaria y la activacion temprana. Para ello se utilizaron ovocitos inmaduros (GV),
maduros (MIl) y activados artificialmente con SrCl, segun lo descripto en seccion 3.6.

Tal como se expuso en la seccion 3.4.2, las proteinas fueron sometidas a SDS-
PAGE, electrotransferidas a una membrana de PVDF y expuestas al anticuerpo anti a/8
SNAP. En las muestras correspondientes a ovocitos GV, MIl y MIl activados
artificialmente con SrCl, (Fig. 4.5.a panel superior, calles 2, 3 y 4), fue detectada una
Unica banda inmunoreactiva correspondiente a a SNAP, en el peso molecular esperado
(33,059 kDa para Mus musculus), coincidente con la de los controles positivos de cerebro
de raton (Fig. 4.5.a panel superior, calle 1) y la proteina recombinante a SNAP-6xHis (Fig
4.5.a panel superior, calle 5). Estos resultados reafirman que la proteina a SNAP esta
presente en ovocitos de ratén.

El anticuerpo reconocié una Unica banda para todas las condiciones, excepto para el
caso de cerebro de ratén, que presentd una doble banda, dado que este tejido expresa
simultaneamente a SNAP y B SNAP. A pesar de haber sido producido utilizando a SNAP
recombinante de rata como inmundgeno, el anticuerpo es capaz de reconocer ambas

isoformas debido a la alta homologia de secuencias que presentan (Whiteheart et al.



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 a SNAP, debido a que sabemos que la isoforma
B no esta presente en ovocitos de raton. 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 corresponderia a la
isoforma a de SNAP, mientras que la de mayor peso molecular podria corresponder a la
isoforma B de SNAP. Esto es coincidente con los pesos moleculares de las isoformas en
Mus musculus, ya que la isoforma 3 tiene un peso molecular de 33,426 kDa, mayor por
0,367 kDa que el de a SNAP, presentando consecuentemente una menor movilidad
electroforética.

En el control de carga realizado (Fig. 4.5.a panel inferior), pueden observarse niveles
similares de expresion de B Tubulina (52 kDa) para las 3 calles correspondientes a
ovocitos (Fig. 4.5.a, panel inferior calles 2, 3 y 4 respectivamente). Nétese que no se
observa banda de B Tubulina en la calle donde se sembré a SNAP recombinante (Fig.

4.5.a panel inferior, calle 5), ya que en ese extracto proteico s6lo contenia proteina

purificada.
a b 1,2 I
S 1l |
1. 2 5 4. 5. «wa P I [
o 081 l
o SNAP N s S s T 1 E 06l
= o4l
BTUb D s — — -52 N 02
5 02
Cerebro GV MII SrCl, o SNAP 0
rec Gv Ml SrCl,

Figura 4.5. La proteina a SNAP se expresa en ovocitos de ratén. a. Analisis por Western blot de a SNAP.
Calles: 1. 1,25 ug proteinas totales de cerebro (control positivo); 2. 150 ovocitos GV; 3. 150 ovocitos Mll; 4.
150 ovocitos MII activados partenogenéticamente con 10 mM SrClz; 5. 5 ng a SNAP-6xHis. En el panel
superior se muestra la membrana de PVDF revelada por Western blot utilizando un anticuerpo primario
monoclonal anti-a/ SNAP, y un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con HRP. En el panel
inferior se observa la deteccion del control de carga. Se muestra la membrana de PVDF revelada por
Western blot utilizando un anticuerpo primario monoclonal anti-B Tubulina. Las bandas inmunoreactivas
fueron detectadas utilizando un anticuerpo secundario anti-IgG de ratén acoplado a HRP. Las imagenes son
representativas de cuatro experimentos independientes. b. Cuantificacion de la expresion de a SNAP en la
maduracion y activacion del ovocito de raton. El nivel de expresion de la proteina a SNAP fue realizado por
un analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas detectadas por Western blot. Las cuantificaciones
son presentadas como la relacién a SNAP/B Tubulina y relativizadas a la expresion en GV determinado como
valor de referencia igual a 1. Se muestra la media + SEM de la intensidad relativa para cada condicion
experimental de 4 réplicas. N.S. p >0.05 (ANOVA de 1 factor).



Los resultados de 4 experimentos independientes fueron analizados para su
cuantificacion (Fig 4.5.b). Las bandas fueron cuantificadas utilizando el programa de
andlisis de imagenes ImageJ. La intensidad de cada banda de a SNAP fue relativizada
con su control de carga 8 Tubulina. El tratamiento estadistico de los datos se realiz6 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 cuantificacion no present6 diferencias
significativas (p=0,60 > 0,05) en la expresion de a SNAP en los 3 estadios 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
especifica, se realizé el ensayo de Western blot utilizando el anticuerpo bloqueado con la
proteina a SNAP recombinante, segun se expuso en seccion 3.4.2.6.

En el control presentado no se observan bandas a la altura del peso molecular
esperado para a SNAP (Fig. 4.6) indicando que la banda inmunoreactiva presentada en

la seccion anterior es especifica, correspondiendo la misma a la proteina a SNAP.
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Figura 4.6. Experimento de bloqueo del anticuerpo anti-a/B SNAP, control de especificidad del mismo. Calles:
1. 0,65 pg proteinas totales de cerebro (control positivo); 2. 150 ovocitos GV; 3. 150 ovocitos MIl; 4. 150
ovocitos MII activados partenogenéticamente con 10 mM SrClz; 5. 3,3 ng a SNAP-6xHis. En el panel superior
se muestra la membrana de PVDF revelada por Western blot utilizando un anticuerpo primario monoclonal
anti-a/B SNAP blogueado con a SNAP recombinante, y un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado
con HRP. En el panel inferior se observa la deteccion del control de carga. Se muestra la membrana de
PVDF revelada por Western blot utilizando un anticuerpo primario monoclonal anti-B Tubulina. Las bandas

inmunoreactivas fueron detectadas utilizando un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén acoplado a HRP.

Asimismo, la minima deteccion observada en la calle correspondiente a a SNAP
recombinante (Fig. 4.6, calle 5), podria deberse a un remanente de moléculas de

anticuerpo no bloqueadas, en combinacion con un exceso de proteina recombinante.



4.2.1.2. Andlisis de localizacién subcelular de a SNAP por Inmunofluorescencia Indirecta

La localizacion de la proteina durante la maduracion y activacion ovocitaria fue
determinada por microscopia de fluorescencia confocal. Para los estudios de
inmunolocalizacion, ademas de los estadios analizados por Western blot, ovocitos GV,
MIl 'y MII activados 1 h con SrCl,, se incluyeron dos estadios adicionales de desarrollo
embrionario, uno partenota de 7 h post activacion con SrCl, (seccion 3.6), el cual
presenta 1 pronucleo formado por condensacién de la cromatina del ovocito, y otro
fisiologico, un embridén de una célula obtenido por FIV (seccién 3.5), el cual presenta 2
pronucleos (2PN), uno materno proveniente del ovocito y otro paterno, proveniente del
espermatozoide fecundante.

Las imégenes de microscopia confocal resultantes de la inmunofluorescencia
indirecta y la tincion con lectina se presentan a continuacion en la Figura 4.7. Se observo
la presencia de la proteina a SNAP en todos los estadios celulares analizados, con una
localizacion mayormente concentrada en la region cortical del ovocito. La distribucion de
los granulos corticales (GC) coincide con lo que reportado en la bibliografia (Ducibella et
al. 1994; Hoodbhoy & Talbot 1994). Se observo una distribucion en todo el citoplasma
incluido el cortex en el estadio GV, y una migracion hacia la region cortical durante la
maduracion del ovocito, localizandose exclusivamente en dicha region en el estadio MII.
Como consecuencia de la activacion tanto fisiologica como partenogenética, puede
observarse una disminucién en la marca de la lectina, la cual es mas pronunciada luego
de 7 h de activacion con SrCl, o fecundacion 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 sélo a la unién del anticuerpo secundario al primario, y no a una unién

inespecifica (Burry 2011).
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Figura 4.7. Localizacién de a SNAP durante la maduracién y activacién ovocitaria. a SNAP fue detectada en
diferentes estadios celulares: ovocitos inmaduros (GV), ovocitos maduros (MIl), ovocitos MIl activados
partenogenéticamente con 10 mM de SrCl2 1 7 h post activacion (SrClz2 (1h) y (7h), respectivamente), y en
embrion de 2 prondcleos (2PN) luego de una fecundacion /in vitro. El verde en cada imagen representativa
indica marca positiva para el anticuerpo primario o/ SNAP, detectado usando un anticuerpo secundario anti-
IgG de ratdn acoplado al fluorocromo DyLight 488. El rojo representa la tincion de GC lograda con la lectina
Lens Culinaris Aglutinina conjugada a Rodamina. El azul representa la tincion de cromatina con Hoescht
33342. El DIC muestra las imagenes de contraste de interferencia diferencial. El experimento fue realizado al
menos 3 veces. Barra: 20 ym.



Con la finalidad de analizar con mayor detalle el patron de distribucion de la proteina
a SNAP, se realizé un analisis del perfil de intensidad de la fluorescencia, utilizando el
programa ImageJ, (Fig. 4.8.a).
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Figura 4.8. Localizacion de a SNAP durante la maduracién y activacién ovocitaria. Perfiles de intensidad de
fluorescencia. a. Se presentan las mismas imagenes de la figura 4.7, mostrando los perfiles de intensidad de
fluorescencia para a SNAP (trazo verde) y granulos corticales teflidos con LCA-Rodamina (trazo rojo). Las
intensidades de fluorescencia fueron medidas a lo largo de la linea cortada amarilla que se indica en cada
imagen. Barra: 20 ym. Unidades de fluorescencia: 0 a 4095 niveles de grises, para imagenes originales de 16
bit. b. Cuantificacion del porcentaje de células para cada condicion presentando un patrén de marca cortical o
citosdlica para la proteina a SNAP. El nimero de células cuantificadas fue: GV=85; MII=138; MIl SrClz
1h=101; MII SrClz 7h=35; FIV=13.

Adicionalmente, definimos 2 patrones de fluorescencia asociada a la marca de la
proteina: el patron cortical y el citoplasmatico. Se considerd que las células en las cuales
la fluorescencia decayé mas all4 de los 10 um tomados desde la membrana plasmatica

hacia el interior de la célula, presentaban un patron de marca cortical para dicha proteina.



Por su parte, aquellas proteinas que continuaban con niveles de fluorescencia altos mas
alla de los 10 um desde la membrana plasméatica hacia el interior del citoplasma, fueron
consideras como marca citoplasmatica (Chaigne et al. 2013).

Para el caso de la proteina a SNAP el patron de localizacion resulté cortical para
més del 90 % de los GV, MIl y Ml activados artificialmente por SrCl,, pero no asi en los
embriones de una célula, en los cuales la marca resulté predominantemente

citoplasmatica (Fig. 4.8.b).

4.2.2. Andlisis de la expresion de y SNAP durante la maduracién y activacion ovocitaria
4.2.2.1. Andlisis por Western blot

Con el objetivo de comprobar que la proteina y SNAP se encuentra presente en
ovocito de ratén, y a fin de analizar el nivel de su expresion durante la maduracion

ovocitaria y la activacion partenogenética, se realizé la técnica de Western blot.

4.2.2.1.1.1. Expresion y purificacién de y SNAP recombinante

Se expreso y purifico la proteina y SNAP acoplada a la etiqueta GST, de acuerdo a
lo reportado en seccion 3.3.7, con el objetivo de tener un control positivo adicional al del
homogenato de cerebro de ratén, para el ensayo de Western blot de y SNAP en ovocitos
de raton.

A continuacién en la Figura 4.9 se presentan los resultados obtenidos en la
produccién de la proteina de fusién y SNAP-GST. El peso molecular de dicha proteina es
de aproximadamente 60 kDa, dado que la proteina y SNAP de Bos taurus (codificada en
el plasmido y 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, aun no purificada
que corre en el peso esperado para la proteina de fusién de interés en una mezcla con
otras proteinas.

En las fracciones de los lavados (Fig. 4.9, calles 4 a 6) no se observo la banda
correspondiente a la proteina de interés, indicando que no hubo pérdida de proteina

durante el proceso de lavado de las beads.
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Figura 4.9. Andlisis de las distintas fracciones de la purificacién: 1. Lisado 2. Clarificado (proteinas solubles
totales); 3. FT: flow through, 4. L1 (lavado 1); 5. L2 (lavado 2) 6. L4 (lavado 4); 7. E1 (eluido 1) 8. E2 (eluido
2) 9. E3 (eluido 3). M. Marcador de peso molecular (kDa).

Las fracciones correspondientes a la elucion de la proteina de fusion (Fig. 4.9, calles
7-9) presentaron una banda correspondiente a la proteina de interés, en el peso
molecular esperado. De acuerdo a lo reportado por el manual de la resina (Amersham
1997) en el eluido 1 se obtiene aproximadamente el 80% de la produccién, mientras que
en los eluidos 2 y 3 se obtendran 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 produccion de la proteina de fusion y SNAP-
GST, en una alta concentracion (7,85 puM) y con un alto grado de pureza.

4.2.2.1.1.2. Clivaje con trombina de la proteina de fusién GST- y SNAP

Dado que la proteina recombinante y SNAP se utiliz6 como control positivo para el
ensayo de Western blot, resulté necesario remover la etiqueta GST para que la proteina
recombinante migre de acuerdo al peso molecular de y SNAP.

Para ello se traté a la proteina de fusion y SNAP-GST con la enzima trombina, de
acuerdo a lo expuesto en seccion 3.3.7.3. A fin de evaluar el éxito del corte de la proteina
de fusion, se realiz6 un ensayo de Western blot para y SNAP (Fig. 4.10), donde se
sembro la proteina de fusion y 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 proteina de fusion y SNAP-GST. Por
su parte, en la calle 2 donde se corri6 el producto del corte con trombina; se observd una
banda correspondiente al peso molecular de y SNAP (~34 kDa), indicando un corte

exitoso.
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Figura 4.10. Andlisis por Western blot de y SNAP recombinante. Membrana de PVDF revelada por Western
blot utilizando un anticuerpo primario policlonal de conejo contra y SNAP, las bandas inmunoreactivas fueron
detectadas utilizando un anticuerpo anti conejo acoplado a HRP. Calles: 1. 30 ng y SNAP-GST intacta. 2. 0,3
Mg y SNAP-GST trombinada.

En ambas calles se observé una banda notoriamente mas tenue de un peso
molecular aproximado de 26 kDa, la cual creemos podria corresponder a la etiqueta GST.
En cuanto a esta observacion, desconocemos el motivo por el cual pudo haber sido
detectada por el anticuerpo anti-y SNAP, y menos aun por qué puede observarse esa
banda cuando se corre la proteina intacta. Asimismo, no se puede descartar la posibilidad

de que se trate de un producto de degradacion.

4.2.2.1.2. Puesta a punto de la concentracion de controles positivos para el Western blot
de y SNAP

Con el propésito de establecer la cantidad adecuada de siembra de los controles
positivos para utilizar a posteriori; se realizd un Western blot de y SNAP utilizando
distintas concentraciones de homogenato de cerebro (Fig. 4.11, calles 1-4) y de proteina
recombinante y SNAP-GST clivada con trombina (Fig. 4.11, calles 5-7).

En base a los resultados obtenidos, decidimos que la masa de proteinas adecuada a
sembrar como controles positivos en el ensayo de Western blot seria de 6 pg de
proteinas totales de cerebro, representado por una situacion intermedia entre calle 2y 3
(Fig. 4.11) y 0,2 ug de proteina recombinante y 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 y SNAP, puesta a punto de concentraciones de homogenato de cerebro y
proteina recombinante: 1zq. Marcador de peso molecular (kDa); 1. Homogenato cerebro (1,2 pg proteinas
totales); 2. Homogenato cerebro (2,4 ug proteinas totales); 3. Homogenato cerebro (12 pg proteinas totales);
4. Homogenato cerebro (24 ug proteinas totales); 5. y SNAP-GST clivada (0,54 pg); 6. y SNAP-GST clivada
(0,27 pg); 7. y SNAP-GST clivada (54 ng).

4.2.2.1.3. Analisis de la expresién de y SNAP por Western blot de durante la maduracion
y activacién ovocitaria

La técnica de Western blot fue realizada, tal como se expuso en la seccion 3.4.2, con
el fin de corroborar que la proteina y SNAP se encuentra presente en ovocito de raton y
para analizar el nivel de su expresion durante la maduracién ovocitaria y la activacion
partenogenética.

El ensayo de Western blot mostré una banda inmunoreactiva de peso molecular
esperado (34,6 kDa), tanto en las muestras de ovocitos (Fig. 4.12.a panel superior, calles
2, 3y 4), como en los controles positivos cerebro de ratdén (Fig. 4.12.a panel superior,
calle 1) y y SNAP-GST clivada (Fig. 4.12.a panel superior, calle 5). Estos resultados nos
permiten afirmar que la proteina y SNAP esta presente en ovocitos de ratén.

Por su parte se realiz6 la deteccion de B Tubulina como control de carga de
proteinas (Fig. 4.12.a panel inferior). Pueden observarse niveles similares de expresion
de B 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 observo banda de B Tubulina en la calle donde se sembré y SNAP

recombinante (Fig. 4.12.a panel inferior, calle 5).
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Figura 4.12. La proteina y SNAP se expresa en ovocitos de ratén. a. Analisis por Western blot de y SNAP.
Calles: 1. 6 pg proteinas totales de cerebro; 2. 300 ovocitos GV. 3. 300 ovocitos MIl. 4. 300 ovocitos MII
activados partenogenéticamente con 10 mM SrClz durante 1 h. 5. 0,2 pg y 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-y SNAP, y un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con
HRP. En el panel inferior se observa la deteccién del control de carga  Tubulina, que se realizdé usando
anticuerpo primario monoclonal de ratén contra B Tubulina, y como secundario un anti-lgG de ratdn,
conjugado con HRP. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes. b.
Cuantificacion de la expresion de y SNAP en la maduracion y activaciéon del ovocito de raton. El nivel de
expresion de la proteina y SNAP fue analizado por densitometria de las bandas inmunoreactivas detectadas
por Western blot. Las cuantificaciones son presentadas como la relacion y SNAP/ B Tubulina y relativizadas a
la expresiéon en GV tomado como valor de referencia igual a 1. Se muestra la media + SEM de la intensidad

relativa para cada condicion 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 andlisis de imagenes ImageJ (Fig. 4.12.b). La intensidad de cada banda de
y SNAP fue relativizada con su control de carga 3 Tubulina. El andlisis estadistico de la
cuantificacion de los niveles de expresion de y SNAP durante la maduracién y activacion

temprana no presento diferencias significativas (p=0,52 > 0,05).

4.2.2.1.4. Control de especificidad del anticuerpo anti-y SNAP probada por Western blot
En este caso, la especificidad del anticuerpo fue puesta a prueba preincubando el
anticuerpo anti-y SNAP con su péptido sintético control, el cual fuera utilizado por el
fabricante para la inmunizacion del animal en el protocolo de obtencién del anticuerpo. El
bloqueo del anticuerpo se realiz6 en las condiciones que se detallan en seccion 3.4.2.6.
Como se muestra en la figura 4.13, la sefal para y SNAP fue abolida luego de que el
anticuerpo fuera preincubado con el péptido control, demostrando de este modo la

especificidad del anticuerpo para y SNAP.
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Figura 4.13. Experimento de bloqueo del anticuerpo anti-y SNAP, control de especificidad del mismo. Calles:
1. 6 pg proteinas totales de cerebro (control positivo); 2. 300 ovocitos GV; 3. 300 ovocitos MIl. 4. 300 ovocitos
MIl activados partenogenéticamente con 10 mM SrClz durante 1h; 5. 0,2 ug y SNAP-GST luego del clivaje con
trombina. El analisis por Western blot de y SNAP fue realizado bajo las mismas condiciones que en Figura
4.12, a excepcion de que el anticuerpo primario anti-y SNAP fue preincubado con el péptido control, en una

relacion 1:5 durante 2 h a TA.

4.2.2.2. Andlisis de localizacién subcelular de y SNAP por Inmunofluorescencia Indirecta

La localizacion de la proteina y SNAP durante la maduracion y activacion temprana
del ovocito fue determinada por microscopia de fluorescencia confocal. Al igual que para
el estudio de la localizacion de la isoforma a de SNAP los estadios analizados fueron:
ovocitos GV, MIl'y MIl 1 h o 7 h post activacion artificial con SrCl, y en embrion de 2PN
obtenido por FIV.

Las imagenes de microscopia confocal resultantes de la inmunofluorescencia
indirecta y la tinciébn con lectina se presentan a continuacion en la Figura 4.14. Se
observo la presencia de la proteina y SNAP en todos los estadios celulares analizados.
Dicha proteina se distribuye en todo el citoplasma de ovocitos GV, y sin embargo su
localizaciéon en ovocitos MIl 'y MIl 1 h post activacion artificial con SrCl,, esta
principalmente asociada a la regién cortical, sugiriendo una migracion de dicha proteina
durante la maduracién ovocitaria. En los dos estadios de desarrollo embrionario temprano
donde el ADN se ha condensado para formar pronucleos (7 h post activacion con SrCl, y
embrién de 2PN obtenido por FIV), la localizacion de la proteina vuelve a estar distribuida
por todo el citoplasma. Nuevamente, la distribucion de los GC coincide con lo que
reportado en la bibliografia (Ducibella et al. 1994; Hoodbhoy & Talbot 1994). Por su parte,
el control con el anticuerpo secundario solo no presentdé marca, demostrando asi

ausencia de marca inespecifica del anticuerpo secundario.
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Figura 4.14. Localizacion de la proteina y SNAP durante la maduracién, activacion partenogenética y
fecundacién del ovocito de rat6n. y SNAP fue detectado por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran
imagenes de microscopia confocal y luz transmitida (DIC: Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos
de raton GV, MIl, Mll activados con 10 mM SrClz (1 y 7 h post activacion), y fecundados /n vitro en estadio de
2 pronucleos. El verde en cada imagen representativa indica marca positiva para el anticuerpo primario
policlonal de conejo anti-y SNAP, detectado usando un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo, conjugado
al fluorocromo DyLight 488. El rojo representa la tincion de GC lograda con LCA-Rodamina. El azul

representa la tincion de cromatina con Hoescht 33342. El experimento fue realizado 3 veces. Barra: 20 ym.



Se realiz6 también el estudio del patron de distribucion de las proteinas efectuando

el analisis del perfil de intensidad de la fluorescencia (Fig. 4.15), utilizandose el mismo

criterio que el aplicado en la seccion 4.2.1.2.
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Figura 4.15. Localizacién de y SNAP durante la maduracién y activacion ovocitaria. Perfiles de intensidad de

fluorescencia. a. Se presentan las mismas imagenes de la figura 4.14, mostrando los perfiles de intensidad de

fluorescencia para y SNAP (trazo verde) y granulos corticales tefiidos con LCA-Rodamina (trazo rojo). Las

intensidades de fluorescencia fueron medidas a lo largo de la linea cortada amarilla que se indica en cada

imagen. Barra: 20 ym. Unidades de fluorescencia: 0 a 4095 niveles de grises, para imagenes originales de 16

bit. b. Cuantificacion del porcentaje de células para cada condicion presentando un patrén de marca cortical o

citosolica para la proteina y SNAP. El nimero de células cuantificadas fue: GV=51; MII=37; MIl SrCl> 1h=36;

MII SrClz 7h=27; IVF=6.



Siguiendo los trazos verdes correspondientes al perfil de intensidad de fluorescencia
de y SNAP, puede observarse lo que expresamos con anterioridad acerca de los
resultados que sugieren una migracion de dicha proteina durante la maduracion
ovocitaria, y luego una redistribucion en los estadios de desarrollo temprano (Fig. 4.15.a).

En cuanto a los resultados de la cuantificacion de estos patrones en poblacion, para
los diferentes estadios celulares analizados, los mismos avalan los resultados mostrados
en célula unica con el perfil de intensidad, siendo cerca del 90% las células en GV que
presentaron patrén citosolico, como asi también casi la totalidad de las células con 2 PN
(Fig. 4.15.b).

4.3. OBJETIVO ESPECIFICO 3: Caracterizar el rol de las isoformas de SNAP en la
exocitosis de granulos corticales

Una vez confirmada la presencia de las proteinas SNAP en ovocitos de ratén, nos
propusimos estudiar si esta familia de proteinas forma parte de la maquinaria requerida
para la EGC, y si es que las isoformas identificadas a y y SNAP, cumplen funciones en

este proceso.

4.3.1. Puesta a punto de ensayos funcionales para evaluar la EGC

Para poder evaluar la participacion de una proteina en el proceso de exocitosis de
granulos corticales (EGC), primero debiamos contar con un ensayo funcional que nos
permitiera evaluar la ocurrencia y el grado del fendmeno a estudiar.

Para ello, la EGC fue gatillada por activacion partenogenética de los ovocitos por
tratamiento con diferentes inductores a distintos tiempos y concentraciones (ver seccion
3.6), o alternativamente activadas fisiologicamente por fecundacion /in vitro (véase
seccion 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 procedioé a la tincion de los
granulos corticales con lectina LCA-FITC, y la posterior cuantificacion de su densidad
segun lo descripto en seccion 3.9.

Utilizamos dos activadores partenogenéticos ya descriptos con anterioridad en la
bibliografia como el Cloruro de Estroncio (SrCl,) (Whittingham & Siracusa 1978; Roh et al.
2003) (Fig. 4.16) y el Etanol en una concentracion del 7% (Gulyas & Yuan 1985; Winston
& Maro 1995; Tatone et al. 1999) (Fig. 4.17).

En primera instancia, el SrCl, fue probado en concentraciones de 10 a 50 mM,
durante 1 h en medio libre de Ca?* y Mg?*. La condicion 50 mM de SrCl,, a pesar de

estimular una buena induccién de la EGC (exocitan el 47,78 % + 4,06 de los granulos,



media de 28 ovocitos analizados), resulté deletérea para supervivencia de los ovocitos.
Consecuentemente, las concentraciones optimas de uso se determinaron en un rango de
de 10 a 40 mM de SrCl. (Figs. 4.16 y 4.21).

SrCl, 10 mM | SrCl,

30 mM | SrClI, 40 mM | SrCl,

Figura 4.16. Imagenes representativas de microscopia 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 um.

A pesar de estar descripto en bibliografia con un inductor de la EGC (Tatone et al.
1999), el tratamiento con Etanol, en la concentracién y tiempo utilizado dentro de nuestro
marco experimental no resultd ser un potente estimulador de la exocitosis, ya que solo
exocitan el 16,87 % + 5,72 de los granulos (n=14) (Fig. 4.17). En base a estas

observaciones, decidimos no incluirlo como inductor de la EGC en nuestros estudios.

Figura 4.17. Imagenes representativas de microscopia confocal de ovocitos control y tratados durante 6 min
con Etanol al 7%. Luego de 6 minutos de incubacion con EtOH 7% fueron incubados durante 45 min en

medio completo a 37°C. En verde se observan los GC por tincion con LCA-FITC. La barra equivale a 20 pm.

Adicionalmente se utilizé el ion6foro de Calcio A23187 que es sabido gatilla la EGC
por incremento de Calcio citoplasmético (Ducibella, Anderson, et al. 1988), en

concentraciones de 10 a 30 uM. Este ionéforo resulté ser un potente activador de la EGC



(Fig. 4.18), presentando todas las concentraciones alrededor de un 50% de los granulos
exocitados (Fig. 4.21).

A23187. . .. .10 M} A23187 20°uM | A23187 30 UM

Figura 4.18. Iméagenes representativas de microscopia confocal de ovocitos control y tratados durante 2
minutos con diferentes concentraciones (10-30uM) de A23187. Luego de los 2 min de incubacién con el
ionéforo 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 pm.

Asimismo, se incluyeron células activadas fisiolégicamente por fecundacion in vitro, 1
y 6-7 h post coincubacion de los ovocitos con los espermatozoides. A su vez, la condicion
1 h post coincubacién se realiz6 con zona pellcida (ZP) o alternativamente en ausencia
de la misma (ZF: zona free). Es importante informar que la condicibn 7 h post
coincubacion se realizé en presencia de zona peldcida (Fig. 4.19).

La condicion elegida de FIV como control fisiolégico fue la de 6-7 h luego de la
coincubacién. Ademas de ser la mas efectiva en la induccién de la EGC, con un 64,23 %
+ 3,27 de granulos exocitados (n=42), fue llevada a cabo con zona pellcida, lo que la
vuelve mas representativa desde el punto de vista fisiolégico. Comparando las
incubaciones de 1h, la exocitosis en los ovocitos sin zona pelucida resultdé mayor (58,55
% * 4,17 de granulos exocitados, n=14) frente a los ovocitos con zona pellcida (17,67 %
+ 6,28 de granulos exocitados, n=18), probablemente debido a que la eliminacién de la

ZP, franquea una de las barreras para el ingreso de los espermatozoides.

zp [ FIV6-7h

Figura 4.19. Imé&genes representativas de microscopia confocal de ovocitos control y fecundados /n vitro
luego de 1 h de incubacion (ovocitos sin zona pellcida: ZF; ovocitos con zona peltcida: ZP) o entre 6y 7 h
luego de la coincubacién con los espermatozoides (ovocitos con zona pellcida). La tincion de los GC (verde)

se realiz6 con LCA-FITC. La barra equivale a 20 um.



A continuacién se muestran imagenes representativas de cada condicion en 1 sélo
panel, donde puede observarse de forma comparativa la EGC todas las condiciones

analizadas (Fig. 4.20)

10 mM Sr(_:l2

30 mM § SrCl, 40 mM | A23187 10 uM

.20 pyM g A23187

Figura 4.20. Imagenes representativas de microscopia confocal de ovocitos control y tratados para gatillar la
EGC con SrCl2 (10-40mM), A23187 (10-30 uM) o 6/7 h post FIV. Las células fueron fijadas, y los GC fueron

tefiidos con LCA-FITC, y cuantificados de acuerdo a seccion 3.9. La barra equivale a 20 pm.

En la figura 4.21 se muestra la cuantificacion de dichos experimentos, llevada a cabo
como se detalla en seccion 3.9. Notese el elevado numero de datos del muestro incluido
en el estudio. Para cada grupo experimental se calcul6 la densidad de GC/100 ym?2 por
comparacion del promedio del grupo tratado con el promedio del grupo sin tratar, segun
la siguiente ecuacion: [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 condicion, los datos
presentados corresponden a los granulos corticales remanentes luego de la induccion de
la EGC, por lo tanto, cuanto mas alto el valor de GC/100 ym2 (%) y cercano al del control
MII sin estimular, menos EGC hubo. Por el contrario, valores mas bajos de GC/100 pm?2

(%) corresponden a mayores niveles de exocitosis. En este sentido, si se quisiera



conocer el % de exocitosis, como otra forma de presentar y analizar los datos, los

mismos podrian inferirse de realizar la cuenta 100-[GC/100 pm? (%)].
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Figura 4.21. Cuantificacién de la EGC gatillada utilizando distintos inductores. Histograma de la densidad de
granulos corticales en ovocitos (densidad GC/100 pm? (%)) 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 minimo de 3 experimentos independientes para cada condicion. Entre paréntesis figura el nUmero total de
ovocitos analizados de cada condicion. ***, p < 0.001 (ANOVA de un factor + prueba de mudltiples
comparaciones de Dunnet siendo la condicién MIl sin estimular (Control) el blanco de la comparacion

comparacion estadistica).

De acuerdo a los valores obtenidos a partir de la cuantificacion (Fig. 4.21), los
mejores inductores resultaron ser el cloruro de Estroncio (SrCly) entre las
concentraciones 20 y 40 mM y el ion6foro de Calcio A23187 en todas las concentraciones
ensayadas (10-30 pM).

Siendo parecido el nivel de induccion de la EGC, y dado que el modo de accion del
SrCl, desencadena ondas de Calcio similares a las producidas en el ovocito luego de la
fecundacion, mientras que el A23187 provoca un incremento sostenido de Calcio
intracitoplasmético, preferimos la utilizacion del SrCl, como estimulador de la EGC.
Sumado a ello, el patron de los granulos remanentes luego de la exocitosis obtenido
cuando se utiliza SrCl, es similar al obtenido por los ensayos de fecundacién /n vitro (FIV)
(ver Fig. 4.16 y Fig. 4.19).

Dado que entre las condiciones 20 y 40 mM de SrCl; las células con menor
concentracion de compuesto exhiben una mayor sobrevida, y como la respuesta para el
namero de ovocitos analizados resultd ser mejor en el caso de 30 mM que para la

concentracion de 20 mM de SrCl,, el tratamiento a utilizar para la induccién de la EGC en



este trabajo y en el laboratorio, resulté a partir de este analisis de 30 mM SrCl, durante 1h
a 37°C.

Los ensayos de FIV fueron incluidos a modo de control de una EGC exitosa, pero no
resultan operativamente practicas ni rapidas para su uso de rutina, sumado a la

necesidad del uso adicional de animales (sacrificio de machos).

4.3.2. Efecto de la microinyeccién del anticuerpo anti-a SNAP en la EGC

A fin de estudiar el requerimiento de a SNAP en el proceso de fusién de los GC con
la membrana plasmatica, se microinyecté un anticuerpo para inactivar la proteina
enddgena y analizar su efecto en la EGC.

Los ovocitos fueron microinyectados segun se describe en seccion 3.8, y
posteriormente incubados durante un tiempo minimo de 1 h luego de la inyeccién del
anticuerpo. Pasado este tiempo se indujo la EGC con 30 mM SrCl, durante 1 h a 37 °C en
medio libre de Ca*2y Mg*2, y se procedioé de acuerdo a lo descripto en seccion 3.9, para
la tincién de granulos corticales y su cuantificacion.

Para este caso en particular, y para todos los experimentos de microinyeccién en los
gue se evallo la EGC, se utiliz6 como control negativo ovocitos MIl 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 SrCl; en las mismas
condiciones que los microinyectados.

Adicionalmente, en este experimento se incluyd un control de ovocitos
microinyectados con un control de isotipo de Inmunoglubilina G de raton, dado que el
anticuerpo comercial monoclonal utilizado anti-a SNAP es de raton.

Como control adicional, luego de la microinyeccion, induccién de la EGC vy fijacion,
se prosiguid con el protocolo de una inmunofluorescencia indirecta (seccion 3.4.3), pero
omitiendo la incubacion del anticuerpo primario. El objetivo de este procedimiento fue
poder detectar que efectivamente el anticuerpo primario entré por microinyeccién. Si el
anticuerpo primario hubiera sido correctamente microinyectado en el citoplasma del
ovocito, luego de una permeabilizacién e incubacion con un anticuerpo secundario anti-
raton acoplado a un fluoréforo, deberia verse marca.

Al observar las imégenes representativas (Fig. 4.22, a-d) y los resultados de la
cuantificacion (Fig. 4.23), podemos sefialar que el bloqueo de la proteina endoégena a
SNAP debido a la microinyeccién del anticuerpo, condujo a una inhibicion de la EGC
inducida por SrCl,. Dado que la microinyeccion con el control de isotipo presenté 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



inhibicién de la EGC por parte del anticuerpo anti-a SNAP es especifico, y ho debido a la
presencia de una inmunoglubulina G, o al potencial dafio producido por la microinyeccion.

La marcacion con el anticuerpo secundario anti-raton acoplado al fluor6foro Cy3
confirma la exitosa entrada del anticuerpo primario y el control de isotipo por
microinyeccion (Fig. 4.22, g y h). No se observé marca con el anticuerpo secundario para

las células no microinyectadas (Fig. 4.22, e y f).

+ SrCl,
Control SrCl, Ac aSNAP IgG ratén

Figura 4.22. Efecto de la microinyeccién del anticuerpo anti-a SNAP sobre la EGC. Los ovocitos fueron

microinyectados con un anticuerpo anti a SNAP (1ug/ul) y la EGC fue gatillada con 30 mM SrCl.. Una IgG de
raton (lug/pl) fue microinyectada como control de isotipo. a-d. Imégenes de microscopia confocal
representativas de cada condicién, de ovocitos marcados con LCA-FITC donde puede apreciarse la densidad
de GC. e-h. Control de la entrada del anticuerpo primario anti a SNAP y del control de isotipo por
microinyeccion. Imagenes de microscopia confocal representativas de ovocitos sometidos a un protocolo de
inmunofluorescencia donde se omitié el anticuerpo primario, y se utilizé6 un anticuerpo secundario anti-raton
acoplado al fluoréforo Cy3, para confirmar una correcta microinyeccion del anticuerpo o del control de isotipo
(rojo). Las imagenes 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 ym.
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Figura 4.23. Cuantificacion del efecto de la microinyeccién del anticuerpo anti-a SNAP sobre la EGC.
Histograma de la densidad de granulos corticales en ovocitos (densidad GC/100 ym?2 (%)) 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 minimo de 4 experimentos independientes para cada condicion.
Entre paréntesis figura el nimero total de ovocitos analizados de cada condicion. La significancia estadistica

esté referida a la diferencia con la condicion control. ***, p < 0,001 (ANOVA de 1 factor + prueba de multiples

comparaciones de Tukey).

4.3.3. Efecto de la microinyeccion de las proteinas a SNAP wild fypey la mutante a
SNAP L294A enla EGC

Los resultados presentados para la microinyeccion del anticuerpo anti-a SNAP
indican que a SNAP tiene un rol activo y participa en la reaccién cortical, es por ello que
nos propusimos adicionalmente analizar el efecto sobre la EGC de la perturbaciéon del

sistema por agregado exodgeno de a SNAP wild typey de la mutante a SNAP L294A.

4.3.3.1. Produccién de la proteina a SNAP wild fype para la microinyeccion

De manera anéloga a lo presentado en la seccion 4.2.1.1.1, logramos obtener la
proteina a SNAP wild type pura y en muy alta concentracion, ~100 pM, en los primeros 2
eluidos (Fig. 4.24, calle 1 y 2). Para poder ser microinyectada dentro de la célula, fue
necesario remover los componentes del buffer de elucion, principalmente el Imidazol, que
en alta concentracion puede resultar toxico para la célula. Asi, la proteina fue filtrada
utilizando una columna de Sefarosa G-25 de acuerdo a lo expuesto en seccion 3.8,
obteniéndose un resultado exitoso, dado que durante el proceso de filtrado podemos
observar que no se perdié gran cantidad de proteina (Fig. 4.24, calles 7y 8 vs. calles 1 y
2). Notese que en las fracciones de eluidos filtrados por este método puede observarse
una banda mas 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. Produccion de a SNAP wild type para ser microinyectada. M. Marcador de peso molecular (kDa).
1. Eluido 1; 2. Eluido 2; 3. Eluido 3; 4. Eluido 4; 5. Eluido 5; 6. Eluido 6; 7. Eluido 1 luego de ser filtrado en G-
25; 8. Eluido 2 luego de ser filtrado en G-25.

Una vez diluida en PBS para alcanzar una concentracion 10 uM, la proteina fue

microinyectada y se analiz6 su efecto sobre la EGC.

4.3.3.2. Produccion a SNAP L294A para la microinyeccién

La proteina recombinante a SNAP L294A acoplada a la etiqueta 6xHis fue
expresada en E. coli y purificada de acuerdo a lo expuesto en seccion 3.3.6, con el
objetivo de contar con la mutante dominante negativa para su uso en microinyeccion.

Al igual que para el caso de la proteina wild fype, todas las fracciones
correspondientes a la elucibn de la proteina recombinante (Fig. 4.25, calles 1-6)
presentaron una intensa banda proteica en el peso molecular esperado (33,147 kDa para
o SNAP L294A de Mus musculus codificada en el vector) correspondiente a la proteina
de interés, dando cuentas de una exitosa producciéon de a SNAP mutante L294A

recombinante en alta concentracion y con un alto grado de pureza.
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Figura 4.25. Produccion de a SNAP L294A para ser microinyectada. 1. Eluido 1 luego de ser filtrado en G-25;
2. Eluido 2 luego de ser filtrado en G-25; 3. Eluido 3; 4. Eluido 4; 5. Eluido 5; 6. Eluido 6; M. Marcador de

peso molecular (kDa).



Teniendo en cuenta el antecedente de que la proteina wild type, no es retenida
durante la filtracién (algo que sucede con muchas otras proteinas “pegajosas” o sticky
como la a SNAP) y no se pierde proteina, directamente filtramos en columna de G-25 los
primeros eluidos (Fig. 4.25, calle 1 y 2) antes de correr el gel para evaluar la produccién.
La concentracion del eluido 1 luego de la filtracion fue cercana a 90 uM (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 concentracion 10 uM, la proteina fue

microinyectada a fin de estudiar su efecto en la EGC.

4.3.3.3. Efecto de la microinyeccion de a SNAP wild typey a SNAP L294A en la EGC

Para profundizar el estudio de la participacion de a SNAP en la reaccién cortical, los
ovocitos fueron microinyectados segun lo descripto en seccion 3.8, alternativamente con
las proteinas recombinantes a SNAP wild type y a SNAP L294A, a fin de analizar su
efecto sobre la EGC. El agregado exdgeno de estas proteinas por microinyeccion resulta
una herramienta Gtil para perturbar el sistema, y asi poder analizar el rol de a SNAP en la
reaccion cortical. Luego de ser microinyectadas, las células fueron incubadas durante 1 h,
seguido de lo cual se indujo la EGC con 30 mM SrCl, durante 1 h, y fue analizada como
se describe en seccion 3.9.

La proteina a SNAP enddgena fue inicialmente perturbada por la microinyeccion de
la mutante dominante negativa a 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 a SNAP L294A previo a la activacion con
SrCl,, la EGC fue abolida (Fig. 4.26, aS L294A), no mostrando diferencias significativas
con respecto al control sin estimular (p>0,05), pero si frente a las estimuladas con SrCl» (p
< 0,001). De forma muy interesante, cuando se microinyectd la a SNAP wild type, se
observé una inhibicion parcial de la EGC (Fig. 4.26, aS WT), sugiriendo que el exceso de
a SNAP interfiere en el proceso secretorio. Con parcial nos referimos al hecho de que las
células microinyectadas con a SNAP wild type mostraron diferencias significativas con las
estimuladas con SrCl, (p < 0,001), pero también lo hicieron con respecto a las Ml control

sin estimular (p< 0,001), representando una situacion intermedia de inhibicion.
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Figura 4.26. Efecto de la microinyeccion de las proteinas a SNAP exégena wild fype, y de la mutante L294A
en la EGC. lIzq. Imagenes de microscopia confocal de ovocitos representativos de cada condicién. Los
ovocitos fueron microinyectados con 10 pM de proteina recombinante a SNAP wild fype (a S WT) o a SNAP
L294A (a S L294A), y la EGC fue estimulada con 30 mM SrClz. Los GC fueron tefiidos con LCA-FITC. Las
barras equivalen a 20 pM. Der. Histograma de la densidad de granulos corticales en ovocitos (densidad
GC/100 pm? (%)) 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 condicion
experimental, para un minimo de 5 experimentos independientes. Entre paréntesis figura el nimero de
ovocitos analizados en cada condicion. *** 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 microinyeccion del anticuerpo anti-y SNAP en la EGC

Si bien la funcion de y SNAP en diferentes modelos no ha sido estudiada en
profundidad, hay evidencias de que y SNAP, al igual que a SNAP, puede estimular la
exocitosis en células cromafines (Morgan & Burgoyne 1995) pero a diferencia de a SNAP,
y SNAP puede unirse a NSF independientemente de las SNARE (Tani et al. 2003).
Queda entonces por analizar si al igual que a SNAP, la isoforma y de SNAP es requerida
para la EGC.

Para evaluar si y SNAP participa en la reaccion cortical, los ovocitos fueron
microinyectados, segun lo descripto en seccién 3.8, con un anticuerpo para inhibir la
funcion de y SNAP endogena. Luego de 1 h de incubacion posterior a la microinyeccion,
se estimulé la EGC con 30 mM SrCl; durante 1 h a 37 °C en medio libre de Caz* y Mg#+,
y se analizé la EGC, tal como se describe en seccién 3.9.

Ademas de los controles positivos y negativos utilizados para todos los ensayos
funcionales en el andlisis de la EGC, control sin estimular y estimulado con SrCl,

respectivamente, se incluyeron ademas ovocitos microinyectados con un control de



isotipo de Inmunoglubilina G de conejo, debido a que el anticuerpo comercial utilizado
anti-y SNAP se produjo en conejo.

La microinyeccion del anticuerpo anti-y SNAP anterior a la activacion estimulada por
SrCl,, no fue capaz de inhibir la EGC (Fig. 4.27, a-d y Fig. 4.28), presentando niveles de
reaccion similares a los estimulados con SrCl, no microinyectados (SrClz), o bien a los
ovocitos microinyectados con el control de isotipo y estimulados con SrCl, (IgG conejo),
no presentando diferencias significativas con ambos tratamientos (N.S p>0,05).

Al igual que para el caso de la microinyeccién del anticuerpo anti-a SNAP, luego de
la microinyeccion, induccion de la EGC Yy fijacion, se prosiguié con el protocolo de una
inmunofluorescencia indirecta (seccion 3.4.3), omitiendo la incubacion del anticuerpo
primario, a fin de corroborar que el anticuerpo primario entré por microinyecciéon. En este
caso, y como se menciond con anterioridad, como control de isotipo se microinyectd una
inmunoglobulina G de conejo. La marcacion con el anticuerpo secundario anti-conejo
acoplado al fluoréforo Cy3 para las células microinyectadas confirmé la exitosa entrada
del anticuerpo primario y el control de isotipo por microinyeccién (Fig. 4.27, g y h). Cabe
destacar que no se observo tincibn con el anticuerpo secundario para las células no
microinyectadas (Fig. 4.27, e y f).

En su conjunto, estos resultados sugieren que y SNAP no estaria participando
activamente de la EGC, dado que el bloqueo o la perturbacion de su funcion no altera el
proceso. Quedaria entonces por explorar qué otro rol podria estar cumpliendo y SNAP

dentro de la biologia del ovocito de raton.

+ SrCl,
Control SrCl, Ac y SNAP

IgG conejo

Figura 4.27. Efecto de la microinyeccién de un anticuerpo anti-y SNAP en la EGC. Los ovocitos fueron
microinyectados con un anticuerpo anti-y SNAP (1pg/ul) y la EGC fue estimulada con 30 mM SrClz. Una 1gG



de conejo (1pg/ul) fue microinyectada como control de isotipo. a-d. Imagenes de microscopia confocal
representativas de cada condicién, de ovocitos marcados con LCA-FITC donde puede apreciarse la densidad
de GC. e-h. Control de la entrada del anticuerpo primario anti y SNAP y del control de isotipo por
microinyeccion. Imagenes de microscopia confocal representativas de ovocitos sometidos a un protocolo de
inmunofluorescencia donde se omitid el anticuerpo primario, y se utilizé un anticuerpos secundario anti-conejo
acoplado al fluoréforo Cy3, para confirmar una correcta microinyeccion del anticuerpo o del control de isotipo
(rojo). Las imagenes 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 ym.
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Figura 4.28. Cuantificacion del efecto de la microinyeccion de un anticuerpo anti-y SNAP en la EGC.
Histograma de la densidad de granulos corticales en ovocitos (densidad GC/100 pm2 (%)) 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 minimo de 4 experimentos independientes para cada condicion.
Entre paréntesis figura el nimero total de ovocitos analizados de cada condicién. *** p < 0.001, en

comparacion con condicion control (prueba de multiples comparaciones de Tukey).

4.4. OBJETIVO ESPECIFICO 4: Identificar la presencia y analizar la expresion de NSF
durante la maduracion y activacion del ovocito de ratén

Al igual que en el caso de las proteinas SNAP no existe reporte sobre la presencia
de la proteina NSF en ovocitos, es por ello que comenzamos la identificacién desde el

analisis de la expresidn del transcripto.

4.4.1. Andlisis por RT-PCR

Se realizo la técnica de RT-PCR con el objetivo de determinar la presencia del
transcripto de NSF en el ovocito de ratén. Para ello se extrajo el ARN total de ovocitos
GV, se retrotranscribié a ADNc y seguidamente se amplificé por PCR utilizando un par de
primers especifico, de acuerdo a lo reportado en seccién 3.2.4.2. Como control positivo
se utilizo6 ADNc de cerebro de ratdon, ya que se sabe que NSF se expresa

constitutivamente en cerebro (Hong et al. 1994).



Puede observarse la presencia del producto de amplificacion del tamafio 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 raton.
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Figura 4.29. Deteccion del ARNm de NSF en ovocitos de ratén. En todas las calles, la reaccion de PCR fue
realizada utilizando un par de primers especifico para NSF en un volumen final de 25 pl. El gel de agarosa al
2% fue tefiido 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 amplificacién en
los controles negativos, tanto de la PCR (sin ADNc templado) (Fig. 4.29, calles 3), como
en los de las respectivas reacciones de retrotranscripcion (sin transcriptasa reversa) (Fig.
4.29, calles 4-5).

4.4.2. Andlisis de la expresion de NSF durante la maduracion y activacién ovocitaria
4.4.2.1. Andlisis por Western blot

Una vez confirmada la presencia del transcripto del gen de NSF en ovocitos de raton
por RT-PCR, nuestro siguiente objetivo fue corroborar la presencia de la proteina NSF
por la técnica de Western blot y analizar su nivel de su expresion durante la maduracién

ovocitaria y la activacion partenogenética.

4.4.2.1.1. Purificaciébn de NSF recombinante

Con el objetivo de contar con un control positivo adicional al del homogenato de
cerebro para estudiar la expresién de NSF en ovocitos de ratén por la técnica de Western
blot, se expresd y purificd la proteina recombinante NSF acoplada a la etiqueta 6xHis,
segun lo expuesto en seccién 3.3.6.

Las fracciones correspondientes a la elucién de la proteina recombinante (Fig. 4.30,
calles 1-5) presentaron una marcada banda proteica en el peso molecular esperado
(82,48 kDa) correspondiente a la proteina de interés. Notese que en el eluido 1 (Fig. 4.30,

calle 1), la banda es de menor intensidad que en el resto de los eluidos, esto es una



| Resultados

caracteristica singular y distintiva en la produccién de NSF. La produccion de NSF
recombinante resulté exitosa, pudiéndose obtener la proteina en alta concentracion (10

UM para el eluido 2) y con un alto grado de pureza.
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Figura 4.30. Purificacién de NSF recombinante acoplada a la etiqueta 6xHis. Calles: M. Marcador de peso
molecular (kDa); 1. E1 (eluido 1); 2. E2 (eluido 2); 3. E3 (eluido 3); 4. E4 (eluido 4); 5. E5 (eluido 5).

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

Se realiz6 un Western blot de NSF utilizando distintas concentraciones de
homogenato de cerebro (Fig. 4.31, calles 1-3) y proteina recombinante NSF-6xHis (Fig.
4.31, calles 4-5), a fin de establecer la cantidad de proteina 6ptima a sembrar como

controles positivos en el gel donde evaluamos las muestras de ovocitos.

Homogenato de cerebro NSF recombinante

kDa 1. 2. 3. 4. 5.

Figura 4.31. Western blot para NSF, puesta a punto concentraciones homogenato de cerebro y proteina
recombinante: 1zq. Marcador de peso molecular (kDa); 1. Homogenato cerebro (4 pg proteinas totales); 2.

Homogenato cerebro (3,5 pg proteinas totales); 3. Homogenato cerebro (2,5 ug proteinas 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 pg de proteinas totales de
cerebro (Fig. 4.31, calle 2) y 75 ng de proteina recombinante NSF-6xHis (Fig. 4.31, calle
4).

4.4.2.1.3. Analisis de la expresion de NSF por Western blot de durante la maduracién y
activacion ovocitaria

Se realiz6 la técnica de Western blot, como fue presentado en la seccion 3.4.2, con
el objetivo de demostrar que la proteina NSF esta presente en el ovocito de raton, y
analizar su expresion durante la maduracioén y la activacion ovocitaria.

El ensayo de Western blot mostr6 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
ratén (Fig. 4.36, panel superior, calle 1) y NSF-6xHis (Fig. 4.32.a, panel superior, calle 5).
Estos resultados demuestran que la proteina NSF esté presente en ovocitos de raton.

La deteccion de B Actina se realiz6 como control de carga de proteinas. Las 3 calles
correspondientes a ovocitos (4.32.a, panel inferior, calles 2, 3 y 4 respectivamente),
presentan niveles similares de expresion de B Actina (41,6 kDa), indicativo de una carga
homogénea de proteinas en las distintas calles, resultado previsible dado que se
sembraron igual cantidad de ovocitos en cada calle. De acuerdo con lo esperado, no se

observé banda de 3 Actina en la calle donde se sembré NSF recombinante.
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Figura 4.32. La proteina NSF se expresa en ovocitos de ratén. a. Andlisis por Western blot de NSF. Calles: 1.
3,5 ug proteinas totales de cerebro (control positivo); 2. 200 ovocitos GV; 3. 200 ovocitos Mll; 4. 200 ovocitos
MII activados partenogenéticamente con 10 mM SrClz 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-lgG de conejo conjugado con HRP. En el panel inferior se
observa la deteccién del control de carga B Actina, que se realizé6 usando anticuerpo primario monoclonal

contra B Actina y como secundario un anti-lgG de ratébn conjugado con HRP. Las imagenes son



representativas de tres experimentos independientes. b. Cuantificacion de la expresion de NSF en la
maduracion y activacion del ovocito de raton. El nivel de expresion de la proteina NSF fue realizado por un
analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas detectadas por Western blot. Las cuantificaciones son
presentadas como la relacién NSF/B Actina y relativizadas a la expresion en GV, establecido como valor de
referencia igual a 1. Se muestra el promedio + SEM de la intensidad relativa para cada condicion
experimental de 3 réplicas. N.S. p >0.05. (ANOVA de 1 factor).

La cuantificacién de los 3 experimentos independientes realizados se llevd a cabo
por el analisis densitométrico de las bandas utilizando el programa de andlisis de
imagenes ImageJ (Fig. 4.32.b). La intensidad de cada banda de NSF fue relativizada con
su control de carga 8 actina. El tratamiento estadistico de los datos no mostré diferencias
significativas en la expresion de NSF en los 3 estadios celulares analizados, lo que nos
permite concluir que el nivel de expresion de NSF durante la maduracién y activacion

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 especifica, se realiz6 el ensayo de Western blot utilizando el anticuerpo
bloqueado con el péptido control comercial en una relacién 1:5, tal como se describié en
la seccion 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 especifica, correspondiendo la

misma a la proteina NSF.
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Figura 4.33. Experimento de bloqueo del anticuerpo anti-NSF, control de especificidad del mismo. Calles: 1.
3,5 ug proteinas totales de cerebro (control positivo); 2. 200 ovocitos GV; 3. 200 ovocitos MIl; 4. 200
ovocitos MIl activados partenogenéticamente con 10 mM SrClz durante 1 h; 5. 75 ng NSF-6xHis. El andlisis
por Western blot de NSF fue realizado bajo las mismas condiciones que en Fig. 4.32, a excepcion del
anticuerpo primario contra NSF, que fue bloqueado con el péptido control en una relacién 1:5 durante

durante 2h a TA en agitacion.



4.4.2.2. Andlisis de localizacién subcelular de NSF por Inmunofluorescencia Indirecta

La localizacion de la proteina NSF durante la maduracion y activacion temprana del
ovocito fue determinada por microscopia de fluorescencia confocal. De igual forma que
para el estudio de la localizacion de las isoformas de SNAP, los estadios analizados
fueron: ovocitos GV, MIl'y MIl 1 h o 7 h post activacion artificial con SrCl, y embriones de
2PN obtenidos por FIV.

Las imagenes de microscopia confocal resultantes de la inmunofluorescia indirecta y

la tincién con lectina se presentan a continuacion en la figura 4.34.

GV

Ml

SrCl, (1 h)

2PN SrCl, (7 h)

Control Ac 2°

Figura 4.34. Localizacion de la proteina NSF durante la maduracion, activacién partenogenética y
fecundacién del ovocito de ratén. NSF fue detectado por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran



imagenes de microscopia confocal y luz transmitida (Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos de
ratén GV, MIl, MIl activados con 10 mM SrClz (1 y 7 h post activacion), y fecundados /n vitro en estadio de 2
pronicleos. El verde en cada imagen representativa indica marca positiva para el anticuerpo primario
policlonal de conejo anti-NSF detectado usando un anticuerpo secundario, anti-lgG de conejo conjugado al
fluorocromo DyLight 488. El rojo representa la tincion de GC lograda con LCA-Rodamina. El azul representa

la tincion de cromatina con Hoescht 33342. El experimento fue realizado 3 veces. Barra: 20 ym.

Todos los estadios celulares analizados presentaron marca de la proteina NSF,
mayoritariamente concentrada en la regién cortical del ovocito. Nuevamente, la
distribucion de los GC coincide con lo reportado en la bibliografia (Ducibella et al. 1994;
Hoodbhoy & Talbot 1994). El control con el anticuerpo secundario solo no presentd

marca, demostrando que no hay marca inespecifica del anticuerpo secundario.

LCA-Hoechst Perfil de Intensidad

35

&2
> Zis
o :
05
%10 .20.'30 T 50 6 70 80 9
distance (um)
45,
4
35
3
— 25
=] 2z
= 15
14
U(I)E : 3 4 b
0 10 20 30 40 50 80 70 80 90
o distancia (m) Patrén de tincion NSF
—_ 24
= GV
T
~
3 Mil
=
0(] 10 20 30 40 50 60 70 80 80 SrC|21h
distancia (um)
2
& SrCl,7h
E 16
14
— 5 2PN I
e 1
T i ; ) . . ;
(&) 08: 0 20 40 60 80 100
] 3;l _ % células
u = I
0 10 20 30 40 50 60 70 80 Dc|t0p|asma
, distancia (um) I cortex
25
2
z 18
N 1
05
T 30 40 50 60 70 80 90
distancia (um)
& 2.5,
N 2]
3} ‘
< 1.5{
g 1
g 051
|
(&) 0 ik aud
0 10 20 30 40 5}) 60 70 80 90
distancia (um)

Figura 4.35. Localizacién de NSF durante la maduracién y activacion ovocitaria. Perfiles de intensidad de
fluorescencia. a. Se presentan las mismas imagenes de la figura 4.34, mostrando los perfiles de intensidad de



fluorescencia para NSF (trazo verde) y granulos corticales tefiidos con LCA-Rodamina (trazo rojo). Las
intensidades de fluorescencia fueron medidas a lo largo de la linea cortada amarilla que se indica en cada
imagen. Barra: 20 um. Unidades de fluorescencia: 0 a 4095 niveles de grises, para imagenes originales de 16
bit. b. Cuantificacion del porcentaje de células para cada condicion presentando un patrén de marca cortical o
citosdlica para la proteina y SNAP. El nimero de células cuantificadas fue: GV=32; MII=35; MIl SrCl2 1h=30;
MIl SrCl2 7h=33; IVF=9.

Adicionalmente, se realiz6 el estudio del patrén de distribucién de las proteinas
efectuando el andlisis del perfil de intensidad de la fluorescencia (Fig. 4.35, a), siguiendo
el criterio aplicado en seccion 4.2.1.2 En cuanto a los resultados de cuantificacion de
estos patrones en poblacion para los diferentes estadios celulares analizados refuerzan
los resultados mostrados en célula Unica con el perfil de intensidad: todos los estadios
analizados, a excepcién de los embriones de 2 pronucleos (donde el patron es citosolico),
presentaron mas del 80% las células con marca cortical para la proteina NSF (Fig. 4.35,
b).

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

Sabiendo que la proteina a SNAP es requerida para la fusion de los granulos
corticales con la membrana plasmaética, el siguiente objetivo fue analizar si su compafiero
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 seccién 3.7)

Como se muestra en la Figura 4.36, el tratamiento de los ovocitos MIl con NEM en la
maxima concentracion utilizada (50 uM) logré inhibir parcialmente la EGC, no asi en la
minima utilizada (10 puM). Con inhibicién parcial de la EGC nos referimos a que el
tratamiento con 50 uM de NEM es estadisticamente diferente del estimulado para inducir
la exocitosis (p < 0,001), pero asi también lo es con respecto al control que no ha sufrido
exocitosis (p < 0,001). Por su parte, la condicién no inhibitoria de 10 uM de NEM no difiri6
estadisticamente de la condicion estimulada con SrCl, (p>0,05).

Es importante remarcar que la concentracion inhibitoria es 20 veces menor que la
utilizada en el analisis de NSF en la reaccion acrosomal de espermatozoides humanos
(Michaut et al. 2000) y en exocitosis neuronal (Jahn & Scheller 2006). Quizas utilizando

concentraciones mayores de NEM la inhibicién lograria ser total, pero metodolégicamente



no fue posible dado que los ovocitos se deterioran mucho y mueren luego del tratamiento
con dosis mas altas de NEM. Esto puede deberse a que no es un inhibidor especifico y
como agente alquilante de proteinas, podria estar inactivando muchas enzimas y

proteinas involucradas en el metabolismo celular, necesarias para la sobrevida.
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Figura 4.36. Efecto del tratamiento con NEM sobre la EGC. Imagenes de microscopia confocal
representativas de cada condicion, de ovocitos cuyos GC estan tefiidos con LCA-FITC. Los ovocitos fueron
tratados con NEM en diferentes concentraciones y la EGC fue estimulada con 30 mM SrClz. Las barras
equivalen a 20 uM. Der. Histograma de la densidad de granulos corticales en ovocitos (densidad GC/100
pm2 (%)) 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 condicion experimental, para
un minimo de 5 experimentos independientes. Entre paréntesis figura el nimero de ovocitos analizados de
cada condicion. (***) 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 multiples comparaciones de Tukey).

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

Debido a que, como dijimos con anterioridad, el NEM no es especifico para NSF, y
otros factores sensibles a NEM podrian estar siendo afectados, resulté de fundamental
importancia perturbar la proteina NSF enddgena a fin de demostrar su requerimiento para
la EGC. Para ello microinyectamos un anticuerpo anti-NSF antes de la activacién con
SrCl,. Los resultados muestran que la microinyeccion del anticuerpo logro inhibir la EGC
estimulada por SrCl,, 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 a SNAP es
requerida para la EGC.



+ SrCl,
Ac NSF IgG conejo

Figura 4.37. Efecto de la microinyeccién de un anticuerpo anti-NSF en la EGC. Los ovocitos fueron
microinyectados con un anticuerpo anti-NSF (antisuero, maxima concentracién posible) y la EGC fue
estimulada con 30 mM SrClz. Una IgG de conejo (1ug/ul) fue microinyectada como control de isotipo. a-d.
Imagenes de microscopia confocal representativas de cada condicién. 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 microinyeccion. Imagenes de microscopia confocal representativas de ovocitos sometidos a un protocolo
de inmunofluorescencia donde se omitié el anticuerpo primario, y se utilizé un anticuerpos secundario anti-
conejo acoplado al fluoréforo Cy3, para confirmar una correcta microinyeccién del anticuerpo o del control de
isotipo (rojo). Las imagenes 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 ym.
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Figura 4.38. Cuantificacion del efecto sobre la EGC de la microinyeccion de un anticuerpo anti NSF.
Histograma de la densidad de granulos corticales en ovocitos (densidad GC/100 ym?2 (%)) 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 minimo de 4 experimentos independientes para cada condicion.



Entre paréntesis figura el namero total de ovocitos analizados de cada condicién. ***, p < 0.001, en

comparacion con condicion control (ANOVA de 1 factor + prueba de multiples comparaciones de Tukey).

Del mismo modo que para el caso de la microinyeccion de los anteriores
anticuerpos, luego de la induccién de la EGC vy fijacidn, y con el objetivo de verificar que
el anticuerpo primario entré por microinyeccioén, se continué con el protocolo de una
inmunofluorescencia indirecta (seccion 3.4.3), prescindiendo de la incubacién del
anticuerpo primario. En este caso, como control de isotipo se microinyectdé una
inmunoglobulina G de conejo, dado que el anticuerpo anti-NSF fue producido en esta
especie. La marcacion con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a Cy3 para las
células microinyectadas demostro el ingreso del anticuerpo primario y el control de isotipo
por microinyeccion (Fig. 4.37, g y h). Asimismo, no se observé marcacion con el

anticuerpo secundario para las células no microinyectadas (Fig. 4.37, e y f).

4.5.3. Efecto de la microinyeccion de NSF wild fypey de la mutante NSF D1EQ sobre la
EGC

Los resultados presentados para la microinyeccion del anticuerpo anti-NSF y el
tratamiento con NEM indican que NSF tiene un rol activo y participa en la reaccion
cortical, es por ello que nos propusimos adicionalmente analizar el efecto sobre la EGC
de la perturbacion del sistema por agregado exdgeno de NSF wild type y de la mutante
dominante negativa NSF D1EQ.

4.5.3.1. Produccion de la proteina NSF wild fype recombinante para la microinyeccién

Conforme a lo presentado anteriormente en la seccion 4.4.2.1.1, logramos obtener
la proteina NSF wild fype pura y en alta concentracion (~ 25 uM para los eluidos 2 a 5,
Fig. 4.39.4, calles 2-5).

A fin de ser microinyectada dentro de la célula, debimos realizar un paso de
purificacién adicional de la proteina en columnas de Sefarosa G-25 (ver seccién 3.8),
para eliminar los componentes del buffer de elucién que pudieran resultar nocivos para la
célula. Como resultado de esta filtracion se perdié mas de la mitad de la proteina (Fig.
4.39.b, calles 1-3 vs Fig. 4.39.a, calles 1-3). Esta situaciébn no pudo ser solucionada a
pesar de haber intentado distintos protocolos y buffers para bloguear la columna, a fin de
impedir que la proteina quede retenida. Ante esta eventualidad, se debieron realizar
modificaciones y mejoras en el protocolo de purificacion de NSF con respecto al utilizado
en seccion 4.4.2.1.1 (Fig. 4.30), a fin de maximizar la produccion, para que, aun cuando

se pierda proteina luego de la filtracion en G-25, la concentracion de la misma continle



siendo alta. Afortunadamente, dado que se logré una concentracion inicial muy alta, la
concentracion de eluidos filtrados alcanz6 para ser microinyectada en la concentracion
deseada (~ 10 uM para Eluido 2 filtrado, Fig. 4.39.b, calle 2).
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Figura 4.39. Produccion de NSF wild fype para ser microinyectada. a. M. Marcador de peso molecular; 1.
Eluido 1; 2. Eluido 2; 3. Eluido 3; 4. Eluido 4; 5. Eluido 5. b. M. Marcador de peso molecular; 1. Eluido 1
luego de ser filtrado en G-25; 2. Eluido 2 luego de ser filtrado en G-25; 3. Eluido 3 luego de ser filtrado en G-
25; 4. Eluido 4 sin filtrar; 5. Eluido 5 sin filtrar.

4.5.3.2. Produccion de la proteina recombinante NSF D1EQ para la microinyeccion

Con el objetivo de contar con la mutante dominante negativa de NSF para su uso en
microinyeccion y evaluar su efecto sobre la EGC, la proteina recombinante NSF D1EQ
acoplada a la etigueta 6xHis fue expresada en E. coli y purificada de acuerdo a lo
expuesto en seccion 3.3.6.

Las fracciones correspondientes a la elucién de la proteina recombinante (Fig. 4.40,
calles 1-5) presentaron una banda proteica en el peso molecular esperado (82,48 kDa)
correspondiente a la proteina de interés. Es llamativo que, al igual que en el caso de la
produccién de NSF wild type, el primer eluido presentd una intensidad sensiblemente
menor al resto de los mismos (Fig. 4.40, calle 1).

La proteina mutante NSF D1EQ logré ser purificada en una concentracion cercana a
los 10 puM (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 expresién muy bajos de expresién y purificacién. Si bien una produccién del orden de
10 uM resulta una adecuada produccidén proteica para la mayoria de los modelos de
trabajo, en el ovocito se necesita que la proteina 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.



Dado que hemos visto para el caso de la NSF wild type, que la proteina queda
retenida en la columna, consideramos que este método de filtracibn no era adecuado
para el caso de la proteina NSF D1EQ, donde debemos al menos conservar la
concentracion que tiene, sino concentrarla, a fin de poder microinyectarla en la misma
concentracion que el resto de las proteinas. Por todo esto, para la proteina NSF D1EQ se
utilizaron dispositivos Microcon YM-30 (Millipore) a fin de eliminar el Imidazol y exceso de
NaCl (seccién 3.8), procedimiento que resultd exitoso, y sin disminucion de la

concentracion proteica (Fig. 4.40 b, calle 1).
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Figura 4.40. Produccion de NSF D1EQ para ser microinyectada. a. M. Marcador de peso molecular; 1.
Eluido 1; 2. Eluido 2; 3. Eluido 3; 4. Eluido 4; 5. Eluido 5. b. M. Marcador de peso molecular; 1. Eluido 1 post
Microcon YM-30.

Es importante remarcar que para el caso de las proteinas NSF wild type y mutante,
los experimentos se realizaron dentro de los 7 dias de la purificacién, y su almacenaje fue

a 4 °C para evitar la pérdida de su actividad ATPasa.

4.5.3.3. Efecto de la microinyeccién de NSF wild fype y de la mutante NSF D1EQ sobre la
EGC

Finalmente, para confirmar y reforzar la nocion de que NSF es requerida para la
EGC, microinyectamos la mutante dominante negativa de NSF D1EQ, en la cual el acido
glutamico del residuo 320 fue cambiado a Glutamina, en el dominio D1 de la proteina.
Esta mutante es defectuosa en la hidrdlisis del ATP, y causa un 70-80% de disminucion
de la actividad ATPasa de la proteina wild type (Nagiec et al. 1995). La microinyeccion de
esta proteina en ovocitos de raton antes de que sea estimulada la EGC con SrCly, logro
inhibir marcadamente la EGC (Fig. 4.41, NSF D1EQ). Sin embargo, la microinyeccion de
la proteina wild type no tuvo efecto sobre la EGC (Fig. 4.41, NSF WT), no difiriendo

estadisticamente del control estimulado (p>0,05).



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 disminuida. En
nuestro sistema, la mutante estaria compitiendo con NSF enddgena por los complejos
SNARE, y al no poder ser desensamblados, se impide que la fusion de membranas tenga
lugar. Estos resultados obtenidos muestran que la actividad ATPasa es crucial para la
EGC.
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Figura 4.41. Efecto de la microinyeccion de las proteinas NSF exdgena wild fype, y de la mutante D1EQ
sobre la EGC. Izq. Imagenes de microscopia confocal representativas de cada condicién, de ovocitos cuyos
GC estan tefiidos con LCA-FITC. Los ovocitos fueron microinyectados con 10 uM de proteina recombinante
NSF WT o NSF D1EQ y la EGC fue estimulada con 30 mM SrClz. Las barras equivalen a 20 uM. Der.
Histograma de la densidad de granulos corticales en ovocitos (densidad GC/100 pm?2 (%)) 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 condicion experimental, para un minimo de 5
experimentos independientes. Entre paréntesis figura el nimero de ovocitos analizados de cada condicién.
*** 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 multiples comparaciones de Tukey).

4.6. OBJETIVO ESPECIFICO 6: Analizar las posibles causas de la severa reduccién de
la fertilidad de las hembras hyh

La cepa de ratones hyh (hydrocephalus with hop gaif) presenta una mutacion puntual
en homocigosis en el gen de que codifica para a SNAP. Esta mutacién genera un cambio
en el residuo 105 de la proteina que cambia una Metionina altamente conservada a
Isoleucina (M105I). Esta cepa presenta principalmente importantes problemas
neuroldgicos, debido a que a SNAP es una proteina fundamental en la exocitosis
neuronal. Sumado a estos desérdenes neurolégicos, en 2009 nuestro grupo reporté la

infertilidad de los machos por una reaccidon acrosomal alterada (Béatiz, De Blas, et al.



2009). En el desarrollo de este objetivo nos enfocamos en realizar un analisis de los

aspectos reproductivos de las hembras hyh.

4.6.1. Estudio de los parametros basicos de fertilidad en hembras

En el marco de la colaboracion con el Dr. Batiz en Chile, se realizaron ensayos de
cruzamientos a fin de evaluar la fertilidad /7 vivo de hembras hyh. Para ello se realizaron
10 cruzamientos de hembras hyh con machos de fertilidad comprobada. Sélo 5 de estos
cruzamientos mantenidos en el tiempo dieron lugar a prefiez y posteriormente a parto,
con camadas de 3-5 crias. Se consideré como cruza productiva a un cruzamiento que dio
lugar al nacimiento de al menos 1 cria. Se calcul6 el indice de fecundidad relativa como:
[proporcion cruzas productivas ] x [n° de partos] x [tamafio de la camada] (Green &
Witham 1991). Este indice arrojé 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 namero de partos promedio por hembra de 7,2 y con un tamafio de
camada promedio de 7,6. El seguimiento de las cruzas finalizé posterior a 60 dias sin
observarse nuevas camadas. Estos resultados mostraron una fertilidad evaluada /n vivo

muy reducida, lo que nos condujo a evaluar las posibles causas.

4.6.1.1. Estimulacién hormonal y recuperacion de ovocitos MIl. Tasas de ovulacién segin
genotipo

Con el objetivo de evaluar la funcién ovéarica en hembras portadoras de la mutacion
M105I, se analiz6 el nimero promedio de ovocitos ovulados por hembra segun genotipo,
luego del protocolo de estimulacion hormonal para la obtencion de ovocitos maduros Ml
(ver seccion 3.1.2).

Como se muestra a continuacién en la figura 4.42, la ovulacién se vio drasticamente
disminuida con respecto al control wild type y las hembras heterocigotas para la
mutacién, 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 ovérica es
menor en los animales hyh, obteniéndose menor cantidad de ovocitos luego del protocolo
de superestimulacién hormonal.

Este hecho dificult6 la capacidad de contar con grandes cantidades de muestra para
el modelo de estudio. Sumado a la baja produccion de ovocitos por hembra hyh, es muy
importante destacar que, ademas, la cantidad de animales disponibles fue baja debido
fundamentalmente a 2 factores: la baja produccién de animales homocigotas por

cruzamiento de heterocigotas (~25%) y la alta tasa de animales que mueren antes de



alcanzar la edad reproductiva (~6-8 semanas). Estos hechos justifican que los nUmeros
de tamafio muestral para algunos experimentos no pudieron ser tan grandes como los

utilizados para el desarrollo de los objetivos anteriores.
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Figura 4.42. Conteo de ovocitos en hembras wild fype, 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 multiples comparaciones de Tukey)

4.6.1.2.1 Ensayos de Fecundaciéon /n Vitro utilizando ovocitos de ratones wild fype,
heterocitogotas y hyh

Seguidamente nos propusimos evaluar si los ovocitos de las hembras hyh
presentaban diferencias en las tasas de fecundacion con respecto a los animales wild
typey heterocigotas. Para ello, se realizaron ensayos de Fecundacion /n Vitro (FIV) como
se describe en seccion 3.5, utilizando ovocitos wild type, heterocigotas o hyh segun se
indica, coincubados con espermatozoides provenientes de un macho wild fype de
fertilidad comprobada. Luego de 6-7 h se observo la presencia de prondcleos como signo
de una fecundacion exitosa.

Dada la variabilidad en los porcentajes de fecundacion en cada experimento fue
necesario realizar una normalizaciébn con respecto a la condicién control (ovocitos y
espermatozoides wild fype) a fin de poder realizar un estudio comparativo.

Se puede observar que los ovocitos hyh presentaron una menor tasa de fecundacién
que el control wild typey los heterocigotas (Fig. 4.43), sugiriendo que la proteina a 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 Fecundacién /n Vitro. Tasa de fecundacion relativa al control wild fype, 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 nimero de ovocitos

fecundados sobre el total analizado. * p < 0.05. (ANOVA de 1 factor + prueba de multiples comparaciones de

Tukey).

4.6.1.2.2 Ensayos de Fecundacién /n Vitro. evaluacién 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 especifico 3, los cuales demuestran el
requerimiento de a SNAP para el proceso de EGC, resultd interesante evaluar si los
animales con genotipo homocigota para la mutacion M1051 en a SNAP, presentaban
fallas en dicho proceso, lo cual podria verse evidenciado en un aumento de la
polispermia.

Tal como se indic6 en la seccion anterior, luego de 7 h de coincubacién de ovocitos
de distintos genotipos con espermatozoides wild fype, se observo la presencia de
pronucleos como signo de fecundacién. La presencia de mas de 2 prondcleos indica que
el ovocito ha sido fecundado por mas de un espermatozoide, condicibn que se conoce
como polispermia, y lleva a la generacion de un embridn con un complemento
cromosOmico aberrante para la especie, y por lo tanto no viable. Se consider6 como
embrion polispérmico a todo aquel que presentara 3 o mas pronucleos. En la Figura 4.44
se pueden observar fotos representativas de los patrones de clasificacion obtenidos, que

luego fueron cuantificados.



MII sin fecundar embrién 2PN Embrion polispermico

Figura 4.44. Patrones de clasificacion post ensayo de Fecundacién /n Vitro. Fotos de microscopia confocal
representativas de los patrones obtenidos en los ensayos de fecundacién /n vitro. ovocito MIl sin fecundar,
embrién normal de 2 pronudcleos y embrién polispérmico. En azul se observa el ADN detectado con Hoechst

3342. Los asteriscos indican los pronucleos. La barra equivale a 20 pm.

La tasa de cigotos polispérmicos aumentd significativamente en hembras hyh, con
respecto a la de embriones wild fype 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 a SNAP es necesaria para la
EGC. No se observaron diferencias significativas en las tasas de polispermia de animales
heterocigotas para la mutacion respecto a los wild type (p>0,05). EsS muy importante
remarcar que la concentracion de espermatozoides de la suspension utilizada para
inseminar a los ovocitos de distinto genotipo fue la misma (5 x 10° spz/ml, ver seccién 3.5),
dado que es sabido que concentraciones mayores de espermatozoides pueden llevar a

mayores tasas de polispermia.
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Figura 4.45. Tasa de polispermia segiin 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 nimero de cigotos polispérmicos sobre el total

analizado. ** p<0.01, * p <0.05. (ANOVA de 1 factor + prueba de multiples comparaciones de Tukey).

Conjuntamente, los resultados presentados hasta el momento indican que la

mutacion M105l en a SNAP provoca una importante disminucién en los parametros de



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 a SNAP es requerida
para el proceso de EGC y que los ovocitos portadores en homocigosis de la mutacién
M1051 de a 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 mutacién M105I podria
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
mutacion M105I sobre la EGC.

4.6.2.1. Andlisis de la EGC post FIV utilizando ovocitos de ratones wild fype,
heterocitogotas y hyh

Luego de la fecundacion in vitro, los ovocitos fueron sometidos a un protocolo de
tincion y cuantificacion de GC, como se presentd con anterioridad en la seccion 3.9, a fin

de evaluar comparativamente el proceso de EGC en los distintos genotipos (Fig. 4.46).
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Figura 4.46. Estudio de la EGC luego de ensayos de FIV en diferentes genotipos. Analisis de la EGC luego de la
fecundacién /n vitro de ovocitos de genotipo wild type, heterocigota y mutantes homocigotas (hyh). a. Imagenes



de microscopia confocal representativas de cada condicion, de ovocitos y cigotos cuyos GC estan tefiidos con
LCA-FITC. Las barras equivalen a 20 uM. Se muestra un cigoto polispérmico hyh, en el cual puede observarse
que no ha habido disminucién en la densidad GC, a pesar de la fecundacion b. Histograma de la densidad de
granulos corticales en ovocitos (GC/100 pm? (%)), 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 condicion experimental, para
un minimo de 4 experimentos independientes. Entre paréntesis figura el nUmero de ovocitos/cigotos analizados

de cada condicion. *** p < 0.01 (ANOVA de 1 factor + test de mdltiples comparaciones de Tukey, para cigotos).

Cuando se analiz6 la EGC en cigotos hyh se observé una inhibicion 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 MIl (p < 0.001), indicando que en todos hubo

reaccion cortical, a pesar de las diferencias en sus niveles de estimulacion.

4.6.2.2. Andlisis de la EGC inducida por SrCl, utilizando ovocitos de ratones wild fype, y
hyh

Para contar con un ensayo adicional a la activacion fisiologica llevada a cabo por la
fecundacion, a fin de evaluar la EGC en ovocitos de hembras hyh, se realizaron ensayos
de induccién de la EGC por activacién partenogenética. La EGC en ovocitos wild type 'y
hyh se indujo con 30 mM SrCl, durante 1 h. Luego del tratamiento con el inductor de la
EGC, se procedié a la tincion de los granulos corticales con lectina LCA-FITC, vy la
posterior cuantificacion de su densidad segun lo descripto en seccion 3.9.

Cuando se analizé la EGC en ovocitos hyh se observd que se exocitaron
significativamente menos granulos que en los ovocitos wild type sometidos al mismo
tratamiento (Fig. 4.47).
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Figura 4.47. Ensayo funcional de la EGC gatillada por SrClz en ovocitos wild fype y hyh. 1zq. Imagenes de

GC/100um? (%)

Ctrl hyh

()
o
-

,WT
2

microscopia confocal representativas de cada condicion, de ovocitos cuyos GC estan tefiidos con LCA-FITC.

La EGC fue gatillada con 30 mM SrCl.. Las barras equivalen a 20 uM. Der. Histograma de la densidad de



granulos corticales (GC/100 pm? (%)) en ovocitos wild type y hyh sometidos al tratamiento con SrClz, 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 nimero total de ovocitos analizados de cada condicién. * p < 0.05 (ANOVA de un

factor + prueba de miiltiples comparaciones de Tukey).

Como ocurrié en el analisis de la secciéon 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 reaccién cortical, a pesar de

las diferencias en los porcentajes de reaccion.

4.6.2.3. Efecto sobre la EGC de la microinyeccién de a SNAP M105I en ovocitos wild type

Finalmente, para reforzar el estudio de los efectos de la mutacion M105I sobre el
proceso de EGC, se realizaron experimentos de microinyeccion 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 SrCl; durante 1 h,
la cual fue analizada como se describe en seccion 3.9. Como control de la reaccion
cortical se estimularon con SrCl, ovocitos sin microinyectar.

La microinyeccién de la proteina mutante M105I en ovocitos de raton wild typelogré
inhibir parcial pero significativamente la EGC estimulada por SrCl; (Fig. 4.48, a S M105I).
Este resultado de una inhibicion no tan marcada es esperable desde el momento en que
en los propios ovocitos hyh que sdlo tienen proteina a SNAP M105] no muestran una

abolicion total de la EGC.
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Figura 4.48. Efecto de la microinyeccion de las proteinas a SNAP exdgena wild fype y de la mutante M105I
sobre la EGC. Izg. Im&genes de microscopia confocal representativas de cada condicion, de ovocitos cuyos
GC fueron tefiidos con LCA-FITC. Los ovocitos fueron microinyectados con 10 uM de proteina recombinante
a SNAP wild type (a S WT) o a SNAP M105I (a S M105l1) y la EGC fue activada con 30 mM SrClz. Las barras
equivalen a 20 pM. Der. Histograma de la densidad de granulos corticales en ovocitos (GC/100 ym?2 (%))
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 condicion experimental, para un



minimo de 5 experimentos independientes. Entre paréntesis figura el nimero de ovocitos analizados de cada

condicion. *** p < 0.001; *p < 0,01 (ANOVA de 1 factor + comparacién de multiples parametros de Tukey).

Por su parte, la proteina wild type agregada exdgenamente también es capaz de
inhibir la EGC con una mayor significancia estadistica (p < 0.001 comparado con
condicion SrCl,) (Fig. 4.48, a S WT), efecto que ya fue discutido anteriormente en la
seccion 4.3.3.3. A pesar de esto, en el analisis estadistico no se observaron diferencias
significativas en los niveles de EGC de células microinyectadas con a SNAP wild type o
M105I (p>0,05).

En su conjunto, todos estos resultados indican que la mutacion M105I en a SNAP
tiene un efecto negativo sobre el normal desarrollo de la exocitosis de granulos corticales,
pudiendo ser esta una de las causas de la elevada tasa de polispermia encontrada en

cigotos hyh.

4.6.3. Distribucion de GC y forma celular de ovocitos maduros MIl de hembras hyh

Una caracteristica distintiva de los ovocitos maduros (Mll) de raton es la presencia
de un dominio libre de granulos corticales (CGFD, de Cortical Granules Free Domain),
gue es observado en la regiébn donde se encuentra la metafase Il (Fig. 4.49). Este
dominio CGFD no se halla presente en ovocitos de gatos, cerdos, vacas 0 humanos,
siendo tipico de los ovocitos de roedores. En la regién de este dominio CGFD, hay un
enriquecimiento de Actina cortical y la membrana no tiene microvellosidades (ver seccion
1.3.4).

vista superficial vista ecuatorial

GC GC+DNA

Figura 4.49. Patrén tipico de distribucion de GC en ovocitos de raton. I1zg. Imagen de microscopia confocal
representativa de un ovocito maduro con sus granulos corticales tefiidos con LCA-FITC (vista superficial).
Puede observarse el dominio libre de granulos corticales en las cercanias de la metafase Il. Der. Vista

ecuatorial del mismo ovocito. La cromatina fue detectada con Hoechst 3342,

Sorprendentemente, cuando se realizd la tincion de granulos corticales, se pudo
observar en algunos ovocitos de distintas hembras de genotipo hyh un patrén de

distribucion de GC atipico (Fig. 4.50), invertido con respecto al que normalmente se



observa (Fig. 4.49), es decir que se detectaron granulos corticales sobre la metafase Il y
el CGFD se encontré en el lado opuesto. Es muy importante destacar que hasta el
momento, no existen reportes en la bibliografia de una alteraciébn de este estilo en la

polaridad de la distribucion de GC.
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Figura 4.50. Patrén de distribucién de GC en ovocitos provenientes de hembras hyh. Plano superficial.
Imagen de microscopia confocal y luz transmitida (DIC: Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos
maduros de diferentes genotipos, tomadas en el plano donde pueden distinguirse los granulos corticales
teflidos con LCA-FITC. Se observa claramente la posicion de los dominios libres de granulos corticales. Plano
ecuatorial. Imagenes representativas de los mismos ovocitos de la vista superficial, capturados en un plano
ecuatorial donde puede verse la metafase Il y su posicion respecto al dominio libre de granulos corticales. La

cromatina fue tefiida con Hoechst 3342. La barra equivale a 20 um.

Estos resultados sugieren que a SNAP podria estar relacionada con la distribucion
de los GC o el establecimiento de la polaridad del ovocito maduro.

En relacion al rol de a SNAP en polaridad celular, ha sido reportado que en células
epiteliales MDCK, a SNAP esta involucrada en el transporte de la red #frans Golgi (TGN) a
la membrana apical y basolateral (Ikonen et al. 1995; Low et al. 1998). Adicionalmente, a
SNAP es requerida para la distribucion de proteinas involucradas en contacto célula-
célula y se ha caracterizado que los animales hyh tienen una localizacién anormal de
varias proteinas apicales en neuronas, tales como: E-Cadherina, a-Catenina, 3-Catenina

y Palsl (Chae et al. 2004). Si bien son muy interesantes, estos resultados plantean la



necesidad de realizar un abordaje en mayor profundidad en lo referido al rol de a SNAP
en la distribucion de granulos corticales y la polaridad del ovocito Mil.

En aquellos ovocitos en los cuales se vié este patrén invertido en la polaridad de los
GC, llamativamente presentaron una forma menos circular, y mas ovalada, que la
tipicamente circular observada (Fig. 4.50, panel DIC). Es por ello que, con las imagenes
de luz transmitida de ovocitos de distinto genotipo, se realizd el analisis descriptivo de
formas del programa ImageJ, en el cual se calculd el parametro Roundness, siendo R =
[4«(Area) / (IT+(largo del eje principal)?)]. Cuanto mas circular sea la particula a medir, su
valor de R se acercara mas a 1.

Se pudo observar que los ovocitos hyh con distribucién atipica de granulos corticales
presentaron un valor de Roundness significativamente menor a los de los genotipos wild
type, heterocigota, e incluso aquellos ovocitos hyh que presentaron una distribucion
normal de los granulos corticales (Tabla 4.1). Estos resultados demuestran que los
ovocitos hyh con la polaridad de GC alterada, también presentan diferencias en cuanto a

su morfologia.

Genotipo N° ovocitos Roundness

Wild type 43 0,980 + 0,002

Heterocigota 29 0,978 + 0,001

hyh (distribucién normal GC ) 30 0,976 + 0,002
hyh (distribucion atipica GC ) 9 0,905 + 0,018 ***

Tabla 4.1. Andlisis de la circularidad de ovocitos. Las imagenes de DIC se utilizaron para medir el parametro
Roundness en ovocitos maduros de genotipos wild fype, heterocigota y hyh con distribucién normal o atipica
de granulos corticales. *** p < 0.001 para la comparacién de pares entre condicion hyh distribucion atipica de
GC con: wild type, heterocigota y hyh con distribucion normal de GC. (ANOVA de 1 factor + prueba de

multiples comparaciones de Tukey).

Adicionalmente, cabe mencionar que en la realizacion de uno de los ensayos de
fecundacion /n 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 tenian como caracteristica distintiva una forma ovalada
muy marcada. Estos ovocitos fueron coincubados con espermatozoides. Al momento de
evaluarse la fecundacion (6 h postincubacién), todas las células se encontraban clivadas
en multiples y asimétricos planos, que daban lugar a blastbmeras desorganizadas y de

distinto tamafo (Fig. 4.51). Esto representa un hecho totalmente inusual para la escasa



cantidad de horas que habian pasado al momento de su andlisis, dado que el primer
clivaje en ratén ocurre cerca de 20 h después de la incubacion con la suspension de
espermatozoides (Kaufman 1973).

No podremos saber cudl era su patron de distribucion de granulos corticales cuando
eran ovocitos MIl, 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 proteina a SNAP en
estos ovocitos causo algun tipo de desorden que culminé con la formacion embriones

aberrantes.

DIC+DNA

Figura 4.51. Embrién aberrante. Imagen de microscopia confocal de fluorescencia y luz transmitida (DIC:
Contraste de Interferencia Diferencial) de un embrién aberrante representativo obtenido de la fecundacioén in
vitro de un ovocito hyh de forma anormal con espermatozoides wild fype. Dado que no se retird la zona
pelicida antes de la fijacion para conservar las blastémeras 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 pm.

4.6.4. Expresion y localizacion subcelular de a SNAP, y SNAP y NSF en ovocitos de
hembras wild fypey hyh

Teniendo en cuenta el antecedente de que los animales hyh presentan una
localizacién anormal de varias proteinas en neuronas (Chae et al. 2004), se estudié en
ovocitos de hembras wild type y hyh la expresion y localizacién subcelular de las
proteinas que han sido foco de estudio de esta tesis hasta el momento: a SNAP, y SNAP
y NSF.

La localizacién de las proteinas fue determinada por microscopia de fluorescencia
confocal. Para ello se colectaron ovocitos GV y MIl de hembras wild fype y hyh
estimuladas hormonalmente. Las células fueron fijadas e inmunomarcadas con los
anticuerpos anti-a SNAP, anti-y SNAP y anti-NSF de acuerdo a lo descripto previamente
en seccion 3.4.3.

Para el caso de la inmunolocalizacion de a SNAP, en las imagenes obtenidas se
pudo observar, tanto en ovocitos GV como MII, una deslocalizacion de la proteina en los

ovocitos del genotipo hyh frente a los controles wild type (Fig. 4.52.a), lo que puede



corroborarse siguiendo el trazo del perfil de intensidad de la fluorescencia para célula

Unica.
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Figura 4.52. Localizacion de a SNAP durante la maduracion de ovocitos de genotipo wild fype y hyh. a. a
SNAP fue detectada en dos diferentes estadios celulares: ovocitos inmaduros (GV) y ovocitos maduros (Mll)
provenientes de hembras wild type y hyh. El verde en cada imagen representativa indica marca positiva para
el anticuerpo primario anti-a/g SNAP, detectado usando un anticuerpo secundario anti-IlgG de raton acoplado
al fluorocromo DyLight 488. El DIC muestra las imagenes de contraste de interferencia diferencial. Se
presentan los perfiles de intensidad de fluorescencia para a SNAP, medidas a lo largo de una linea sobre el
plano ecuatorial de cada imagen. Barra: 20 pm. Unidades de fluorescencia: 0 a 4095 niveles de grises, para
imagenes originales de 16 bit. b. Cuantificacion del porcentaje de células para cada condicién presentando un

patron de marca cortical o citosélica para la proteina a SNAP. El nUmero de células cuantificadas fue: GV wild

type=33; GV hyh=34; MIl wild type=27 MIl; MIl hyh=12.

Adicionalmente, y a fin de poder cuantificar esta distribucion a nivel poblacional, se
definieron 2 patrones de fluorescencia asociada a la marca de la proteina: el patron
cortical y el citoplasmético, al igual que se detall6 en la seccion 4.2.1.2. El patron de
localizacion resulto cortical para cerca del 80 % de los ovocitos GV y MIl del genotipo wild
type, pero no asi en los ovocitos de genotipo hyh en los cuales la marca resultd
predominantemente citoplasmatica t70%) (Fig. 4.52.b), avalando de este modo los
resultados mostrados en célula Unica con las imagenes de microscopia confocal y el perfil

de intensidad.



Para el caso de la proteina y SNAP, los ovocitos inmaduros o GV, asi como también
los estadios maduros MII del genotipo hyh, no presentaron mayores diferencias en los
patrones de localizacién de dicha proteina con respecto a los ovocitos wild type (Fig.
4.53). Es importante mencionar que, de acuerdo a lo presentado en la seccion 4.2.2.2, y
en concordancia con los resultados expuestos en la figura 4.15, y SNAP presenta un
patron fundamentalmente citosdlico en estadios inmaduros, con una posterior migracion

hacia la region cortical en ovocitos maduros Mil.

NAP

Figura 4.53. Localizacién de y SNAP durante la maduracién de ovocitos de genotipo wild fypey hyh. y SNAP
fue detectada en ovocitos GV y MIl provenientes de hembras wild fype y hyh. El rojo en cada imagen
representativa indica marca positiva para el anticuerpo primario y SNAP, detectado usando un anticuerpo
secundario anti-lgG de conejo acoplado al fluorocromo Alexa Fluor 594. El DIC muestra las imagenes de

contraste de interferencia diferencial. Barra: 20 ym.

Cuando se realiz6 el ensayo de inmunofluorescencia indirecta para NSF, no se
observaron apreciables diferencias en cuanto a la localizacion de la proteina en los
ovocitos GV y MIl de distinto genotipo, pero resultd 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 Mll, donde el nimero de células era
suficiente para ameritar comparaciones estadisticas (Fig. 4.54.b). Como resultado de esta
cuantificacién se observo un incremento significativo en la fluorescencia de ovocitos Mil
de genotipo hyh. Para confirmar el aumento en la expresion de NSF, lo correcto desde el
punto de vista metodoldgico seria poder realizar ensayos de Western blot o g-PCR, pero

dada la escasez de muestra, resulté operativamente imposible de llevar a la practica.
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Figura 4.54. Localizacién de la proteina NSF durante la maduracién de ovocitos de genotipo wild fypey hyh.
NSF fue detectado por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran imagenes de microscopia confocal y luz
transmitida (Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos GV (a) y MIl de ratén (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 teflido con Hoescht 33342. Barra: 2um. En b se muestra la cuantificacion de la intensidad de la

fluorescencia para ovocitos MIl de genotipo wild type comparado con hyh. *** p < 0.001 (prueba t de Student).

4.6.5. Estudio las proteinas de GM130, F-Actina y B Tubulina en ovocitos de hembras
wild typey hyh

El aparato de Golgi juega un rol central en el tréfico intracelular, especialmente
relacionado a la sintesis y distribucion de proteinas, y el procesamiento de moléculas a
través de la via endocitica (Rothman 1994; Lowe & Kreis 1998; Nichols & Pelham 1998;
Allan & Balch 1999). Cualquier division celular esta asociada a la fragmentacién y
movimiento de vesiculas del Golgi. En células sométicas, la fragmentacién del Golgi
asegura una division equitativa de esta organela de copia Unica, en dos células hijas
(Nelson 2000). El ovocito no escapa a esta situacion ya que es una célula en divisiéon, en
este caso meidtica. El aparato de Golgi sufre una reorganizacion sustancial entre el
estadio de GV y MIl, que constituye una caracteristica importante de la maduracion
citoplasmatica. Estudios previos han demostrado que el aparato de Golgi no es mas
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 fragmentacion del Golgi, que permanecen dispersos
por todo el citoplasma hasta el arresto en MIl donde tienen un patrén mas puntual y
pequefio (Weakley 1966; Calarco et al. 1972; Wassarman & Josefowicz 1978). Sin
embargo la dindmica de las membranas del Golgi durante la meiosis y fecundacion no
han sido estudiadas en profundidad.

En células somaticas en division, la proteina estructural de matriz del Golgi: GM130

es fosforilada durante la profase y este evento coincide con la fragmentacion del Golgi



(Lowe et al. 1998; Lowe et al. 2000). Posteriormente GM130 se asocia a los polos de los
husos mitéticos y regula la morfologia y funcién del centrosoma (Kodani & Sitterlin
2008).

En ovocitos de raton, se han reportado vesiculas GM130 positivas (presumiblemente
mini Golgi stacks) rodeando al huso meiético, localizadas fundamentalmente en los polos.
Sumado a ello, la deplecion de GM130 causa defectos en el huso meidtico,
demostrandose que dicha proteina es requerida para la organizacién de los microtubulos
en la formacion del huso (Zhang et al. 2011; Wang et al. 2015).

Adicionalmente, cuando ovocitos de ratdén fueron tratados con Brefeldina A (BFA),
una toxina fungica ampliamente utilizada para inhibir el transporte de vesiculas de ER a
Golgi, provocando la disrupcién en el Golgi, se observaron anomalias. El tratamiento con
BFA inhibi6 la migracion del huso meibtico hacia su posicionamiento asimétrico
(requerido para la formacion del cuerpo polar), y la extrusién del segundo cuerpo polar
luego de la activacion partenogenética (Wang et al. 2008).

Todos estos antecedentes demuestran que el aparato de Golgi y su fragmentacion
pueden jugar un papel muy importante en la division celular, independientemente de sus
roles bien conocidos en el tréfico, o su funcién en la modificacion post-traduccional de las
proteinas (Liu 2015).

Si bien las SNAP y NSF estan involucradas en una gran variedad de eventos de
fusion intracelulares, fueron primeramente descubiertas por ser muy importantes en el
transporte intra-Golgi (Stenbeck 1998). Adicionalmente se sabe que NSF estabiliza a la
proteina del Golgi GM130 (Vasile et al. 2003). Conociendo todos estos antecedentes nos
resulté de gran interés poder evaluar la expresion y localizacion de la proteina GM130 en
ovocitos por inmunofluorescencia indirecta.

Al realizarse la inmunofluorescencia para detectar GM130 se observo, tanto en
ovocitos GV como MIl, el patrén punteado que corresponderia a la fragmentacion del
Golgi (Fig. 4.55), y sus consecuentes mini Golgi stacks. Por otro lado, pudo observarse
que los ovocitos MIl de genotipo hyh tienen disminuida significativamente la densidad de
particulas GM130 positivas (Fig. 4.55.b). La cantidad de ovocitos GV que pudieron ser
analizados no fue suficiente como para realizar comparaciones estadisticas, y si bien
puede observarse una disminucion en la cantidad de particulas GM130 positivas en
ovocitos hyh con respecto a wild fype, no es tan pronunciado como en el caso de los
ovocitos Ml (Fig. 4.55.a).
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Figura 4.55. Localizacién de la proteina GM130 durante la maduracién de ovocitos de genotipo wild {ypey
hyh. GM130 fue detectada por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran imagenes de microscopia de
fluorescencia confocal y luz transmitida (Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos de raton GV (a) y
MIl (b). El verde en cada imagen representativa indica marca positiva para el anticuerpo primario monoclonal
de ratén anti-GM130, detectado usando un anticuerpo secundario anti-IgG de ratén conjugado al fluorocromo
DyLight 488. El ADN fue tefiido con Hoescht 33342. Barra: 20m. En b se muestra la cuantificacion de la
densidad de las particulas GM130 positivas (particulas GM130 + /100 um2 (%)) para ovocitos MIl relativa al
grupo control (wild type) el cual es fijado como el 100%. Se utilizé la misma metodologia de cuantificacion que
para los granulos corticales (seccién 3.9). Cada barra indica la media + SEM de la densidad relativa de
particulas GM130 positivas para cada condicion. El nimero de ovocitos analizados fue de 17 para el genotipo

wild typey 5 para el genotipo hyh. *** p < 0.001 (prueba t de Student).

Luego se analizd6 el patron de marca de GM130 sobre el huso meidtico de la
metafase Il, que segun bibliografia era esperable encontrarla rodeando al huso meidtico,
fundamentalmente en los polos. (Zhang et al. 2011; Wang et al. 2015). En todos los
ovocitos wild type analizados, se encontré el patron esperado rodeando la metafase I, no
asi para el caso de ovocitos hyh, en los cuales no hubo agrupamiento de particulas
GM130 positivas en las cercanias del huso meidtico (Fig. 4.56). Esto podria deberse a la

escasa cantidad de estas estructuras presentes en los ovocitos.

GM130-DNA

Wild type

hyh

Figura 4.56. Localizacién de la proteina GM130 en el huso meiético de ovocito de ratén de genotipo wild fype

y hyh. GM130 fue detectado por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran imagenes de microscopia



confocal y luz transmitida (Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos de ratéon Mil, en el plano de la
metafase Il. El verde en cada imagen representativa indica marca positiva para el anticuerpo primario
monoclonal de ratén anti-GM130 detectado usando un anticuerpo secundario, anti IgG de ratén conjugado al

fluorocromo DyLight 488. El ADN fue tefiido con Hoescht 33342. Barra: 20 pym.

Es sabido que la migracién del huso meidtico 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 posicién, induce la formacién de lo que se conoce
como “capuchon” de F-Actina (Actina filamentosa) en la region cortical adyacente a la
metafase (Longo & Chen 1985). Para probar si la formacion de este “capuchdn” de Actina
se vio afectada por la falta de GM130 en las cercanias del huso en los ovocitos hyh, se
realiz6 una tincién con Faloidina, que tifie Actina filamentosa.

Tanto en los ovocitos control wild fype como en los hyh, el “capuchén” de F-Actina
fue prominente, acompafado por la yuxtaposicion de los cromosomas de la metafase Il.
En ovocitos GV tampoco se observaron diferencias en la distribucion de la F-Actina en

ambos genotipos (Fig. 4.57).
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Figura 4.57. Patr6n de tincién de Actina filamentosa durante la maduracién de ovocitos de genotipo wild fype
y hyh. La Actina filamentosa fue detectada por tincion con Faloidina acoplada a tetrametil-rodamina, durante 1
h a 37°C, luego de la correspondiente fijacion y permeabilizacion. Se muestran imagenes de microscopia de
fluorescencia confocal de ovocitos de raton GV y MIl de genotipo wild fype y hyh. El rojo en cada imagen

representativa indica marca positiva para Actina filamentosa. ElI ADN fue tefiido con Hoescht 33342. Barra: 20

pm.

Dado que en células sométicas, el aparato de Golgi esta intimamente asociado a los
microtubulos, y estos actlan como anclaje para los elementos del Golgi (Thyberg &
Moskalewski 1999), y que ademas, como se mencioné anteriormente, la deplecion de

GM130 en ovocitos causa desorganizacion del los microtabulos del huso meiético (Zhang



et al. 2011), decidimos analizar la expresion de B Tubulina, una de las proteinas que
forma el huso meiético, en ovocitos hyh.

La posicién asimétrica del huso meiético y su morfologia fueron normales tanto en
ovocitos control wild type, como en aquellos de genotipo hyh, a pesar del déficit de
particulas GM130 positivas en las cercanias del mismo. En ovocitos GV tampoco se

observaron diferencias en la distribucién de la g Tubulina en ambos genotipos (Fig. 4.58).

GV Mil

B-Tubulina + DNA
Wild type
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Figura 4.58. Localizacién de la proteina g Tubulina durante la maduracién de ovocitos de genotipo wild fypey
hyh. 8 Tubulina fue detectada por inmunofluorescencia indirecta. Se muestran imagenes representativas de
microscopia de fluorescencia confocal de ovocitos de raton GV y MIl de genotipo wild fype y hyh. En escala
de grises se observa la marca positiva para el anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-B Tubulina
detectado usando un anticuerpo secundario, anti IgG de raton conjugado al fluorocromo Alexa Fluor 635. El
ADN fue teflido con Hoescht 33342. Barra: 20 pm.

En su conjunto, estos resultados indican que la mutacion M1051 en homocigosis,
en principio, no estaria afectando la organizacion del citoesqueleto de Actina, ni la
organizacion de los microtubulos, a pesar de la ausencia de GM130 en las cercanias del

huso meiético, y su disminucion en todo el citoplasma de ovocitos Mil.

4.6.6. Analisis mitocondrial en ovocitos de hembras wild fypey hyh

Mantener suficientes niveles de ATP, la fuente inmediata de energia 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 energia de las vias
sintéticas y metabdlicas, y el suministro producido por respiracién mitocondrial. En células
eucariotas, la cascada de la protein 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 energia y su

regeneracion, y regula el metabolismo en condiciones normales y patologicas en



respuesta a nutrientes, hormonas, drogas anti-diabéticas y ejercicio fisico (Steinberg &
Kemp 2009). Es capaz de unirse al ATP, ADP o AMP para medir el estado metabdlico de
la célula (Hardie 2011; Carling et al. 2011), y su activacion ocurre por una caida en el ATP
(con un concomitante incremento de ADP y AMP) por gasto de energia o inhibicion de la
respiracion. La AMPK es activada por la quinasa LKB1 que la fosforila en el residuo
Thrl72 (Hawley et al. 1996), e inactivada por fosfatasas alin desconocidas.

En un trabajo reciente (Wang & Brautigan 2013), realizado en células HEK293T, fue
reportado que a SNAP se asocia con AMPK, e /n vitro es capaz de desfosforilarla en la
posicion Thr172. Ademas, demostraron que el silenciamiento de a SNAP causa la
activacion de la AMPK, y ésta a su vez activa a sus sustratos endogenos, la acetil CoA
carboxilasa y Raptor, provocando un aumento en la biogénesis mitocondrial. Segun los
autores sugieren, en condiciones normales a SNAP estaria inhibiendo la via AMPK,
presumiblemente por desfosforilacién, reduciendo de este modo la biogénesis
mitocondrial. Sumado a ello, estudios de sobreexpresidn de la proteina mutante a SNAP
M2105I mostraron /7 vitro un aumento en la union e inhibicion de AMPK. Estos resultados
sugieren, que en este contexto, la mutacién hyh es una substitucion de ganancia de
funcion, aumentando la unibn a AMPK para controlar negativamente la via de
sefializaciéon LKB1-AMPK.

Es por ello que nos resultd muy interesante evaluar mitocondrias en el ovocito hyh.
Segun lo reportado por el trabajo mencionado anteriormente, se esperaria que células
portadoras de la mutacibn M1051 en homocigosis tengan menor cantidad de
mitocondrias.

Segun puede observarse en la Figura 4.59, no se encontr6 una disminucion
significativa de la marca del sensor de mitocondrias Mitotracker en ovocitos hyh (Fig.
4.59.c), pero si un cambio en su patrén de distribucion (Fig. 4.59, a 'y b). El mismo puede
apreciarse de forma mas sencilla observando las imagenes de pseudocolor y perfiles de
intensidad. Normalmente, las mitocondrias se encuentran en todo el citoplasma pero
mayoritariamente concentradas alrededor de la vesicula germinal en el estadio GV y
rodeando al huso meidtico en la ovocitos en metafase Il (Calarco 1995; Yu et al. 2010).
Este patrén de distribucion fue observado en las células wild type, pero no asi en las hyh,
en las cuales la marca del Mitotracker se distribuyé de manera homogénea por todo el

citoplasma.
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Figura 4.59. Andlisis mitocondrial durante la maduracién de ovocitos de genotipo wild fpe y hyh. Para la

deteccion de mitocondrias, los ovocitos fueron incubados con Mitotracker® Orange CMH2TMRos (Molecular
Probes, Invitrogen) 2,5 uM 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 imagenes representativas de microscopia
de fluorescencia confocal y luz transmitida (Contraste de Interferencia Diferencial) de ovocitos de ratén GV y
MII, respectivamente. Las imagenes fueron adquiridas en el plano del ADN. EIl rojo en cada imagen
representativa indica la marca correspondiente a las mitocondrias, y el azul al ADN. Las imagenes con
pseudocolor de la izquierda de cada panel son las mismas que para el panel de Mitotracker. La barra de
calibracion en estas imagenes muestra la intensidad relativa de fluorescencia (0, azul, minima intensidad;
4095, blanco, maxima intensidad). Se presentan los perfiles de intensidad de fluorescencia para Mitotracker
(rojo) y Hoescht (azul), medidas a lo largo de una linea sobre el plano ecuatorial de cada imagen. Barra: 20
pm. Unidades de fluorescencia: 0 a 4095 niveles de grises, para imagenes originales de 16 bit. c.
Cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia para ovocitos GV y MIl de genotipo wilde fype comparado
con hyh. N.S p>0.05 (prueba t de Student). El nimero de células cuantificadas fue: GV wild type=21; GV
hyh=19; Ml wild type=14; MIl hyh=7.



4.6.7. Estudio del genotipo hyh en COC y células del camulus

Para ser considerado de buena calidad, un ovocito debe ser capaz de reasumir la
meiosis, lograr ser fecundado y sostener el desarrollo. Esta adquisicibn de competencia
en el desarrollo del ovocito de mamifero es muy compleja, y parte de su complejidad
puede ser explicada por la intrincada interaccion entre el ovocito y sus células foliculares
(Gilchrist et al.), y la gran cantidad de vias regulatorias y de sefializacion que llevan
finalImente a la formacion de un ovocito maduro (Zuccotti et al. 2011).

En los foliculos antrales existen proyecciones citoplasmaticas de las células del
cumulus que atraviesan la zona pellcida y mantienen una union fisica entre el ovocito y
las células somaticas del foliculo. Estas estructuras son muy importantes, dado que
regulan la interaccion entre el ovocito y las células foliculares que lo rodean. El
mantenimiento de esta relacion de dialogo entre el ovocito y las células foliculares, via
estas uniones de tipo gap, esta bajo la regulacién 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 autbnoma captar algunos nutrientes del
ambiente extracelular, es en definitiva el establecimiento de esta comunicacién
bidireccional quien permite la produccion de células germinales competentes (Cecconi et
al. 2004; Gilchrist et al. 2008).

Como el mantenimiento de este correcto didlogo cumulus-ovocito es requerido no
s6lo para que el ovocito complete su crecimiento, sino también para que el mismo
adquiera competencia meidtica y citoplasmatica, resultd de gran interés estudiar si esta
comunicacion podia de algun modo estar alterada en las hembras portadoras de la
mutacion M105| en homocigosis, lo cual podria llegar a tener un impacto en el
subsecuente desarrollo embrionario y fetal. Es por ello que se realiz6 una serie de

estudios con el enfoque puesto en los COC y en las células del camulus.

4.6.7.1. Ensayos de TUNEL en complejos cimulus-ovocito

En distintos estudios a SNAP ha sido implicada como un factor antiapoptético
emergente (Nakajima et al. 2004; Wu & Chao 2010; Naydenov, Harris, Brown, et al.
2012), actuando como un regulador positivo de la supervivencia celular (véase seccién
1.2.2.4.4). Adicionalmente, la evaluacion de los parametros béasicos de fertilidad da
cuentas de una posible baja calidad ovocitaria en los ratones hyh (ver seccion 4.6.1).
Teniendo en cuenta estos antecedentes, y dado que las células del camulus son de gran
importancia para el ovocito, aportando nutrientes y regulando su desarrollo, se hipotetizd
un posible aumento de la apoptosis en células del cimulus de los complejos cumulus-

ovocito (COC) en las hembras hyh. Una apoptosis aumentada en estas células podria



interferir con la calidad del ovocito, su potencial de ser fecundado y un correcto desarrollo
del embrién. Para probarlo se propuso, mediante la técnica de TUNEL, analizar si habia
dafio en la cromatina en las células del cimulus causado por apoptosis en complejos
COC de distintos genotipos: wild type, heterocigota y hyh (Fig. 4.60). Para ello, se realizé
una cuantificacion asistida por el programa ImageJ, de la cantidad de nucleos apoptéticos

presentes por COC en cada uno de los genotipos analizados (Fig. 4.61).

TUNEL TUNEL+DNA

control (+) hyh Heterocigota Wild type

control (-)
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Figura 4.60. Ensayo de TUNEL. Se muestran imagenes de microscopia confocal y luz transmitida (Contraste

de Interferencia Diferencial) en complejos cimulus-ovocito provenientes de hembras de genotipo: wild type,
heterocigota y mutantes homocigotas (hyh). Control negativo: COC wild fype incubados con la mezcla de
reaccion de TUNEL, pero sin enzima transferasa terminal. Control positivo: COC wild type incubados con
DNAsa | (5U/ml) y luego con la mezcla de reaccion de TUNEL. El ADN fue tefiido con loduro de propidio 1

pg/ml. La barra equivale a 20 pm.



Las células del cumulo en COC de hembras hyh presentaron significativamente
mayor cantidad de células apoptoéticas, 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 presenté ningun
nacleo apoptotico, mientras que el control positivo tratado con DNAasa | presentd altas

tasas de apoptosis (Fig. 4.60).
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Figura 4.61. Cuantificacion del ensayo de TUNEL en complejos cumulus-ovocito provenientes de hembras de
genotipo wild type, heterocigota y mutantes homocigotas (hyh). La cuantificacion se realiz6 contando el
numero de nucleos apoptéticos por COC, utilizando el software Imaged. Entre paréntesis figura el total de
COC analizados por genotipo. *** p < 0.001 (ANOVA de 1 factor + prueba estadistica de multiples
comparaciones de Tukey).

4.6.7.2. Estudio del nivel de expresion de a SNAP y de N-Caderina en células del
cumulus, e inmunolocalizacién de a SNAP en COC

Basandonos en el trabajo que indica que la pérdida de a SNAP induce la apoptosis
en células epiteliales (Naydenov, Harris, Brown, et al. 2012, ver seccion 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, resulté de gran interés analizar el nivel de expresiéon de a
SNAP en las células del cimulus.

Para ello, se realizo un ensayo de Western blot para a SNAP en células del cimulus,
obtenidas segun lo descripto en seccién 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, a SNAP presenté un hipomorfismo en las
células del cumulus hyh y sus niveles de expresion disminuyeron significativamente
respecto a lo encontrado en células wild fype (Fig. 4.62.b). Dado que se ha propuesto a a

SNAP como un factor prosobrevida, su disminucion podria entonces estar afectando el



delicado balance entre los mecanismos proapoptéticos y antiapoptéticos, lo que
explicaria la elevada apoptosis de estas células en su entorno fisiologico (Figs. 4.60 y
4.61).
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Figura 4.62. Anélisis por Western blot de a SNAP en células del cumulus de distinto genotipo. a. Calles: wild
type. Lisado de células del cimulus provenientes de hembras wild type; hyh. Lisado de células del cimulus
provenientes de hembras hyh. En el panel superior se muestra la membrana de PVDF revelada por Western
blot utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén anti-a SNAP, y un anticuerpo secundario anti-lgG de raton
conjugado con HRP. En el panel inferior se observa la deteccion del control de carga 8 Actina, que se realiz6
utilizando anticuerpo primario de raton contra  Actina, y como secundario un anti-lgG de ratén, conjugado
con HRP. Las imagenes son representativas de cuatro experimentos independientes. b. El nivel de expresion
de la proteina a SNAP fue cuantificado por analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas detectadas
por Western blot. Las cuantificaciones son presentadas como la relacion a SNAP / B Actina y relativizadas a
la expresion en wild type como valor de referencia igual a 1. Se muestra la media + SEM de la intensidad

relativa para cada condicién experimental de 4 réplicas. *** p < 0.001 (prueba t de Student)

Posteriormente, y basandonos en el antecedente reciente de que a SNAP esta
asociada con el mantenimiento de las uniones adherentes basadas en Caderinas
(Naydenov, Brown, et al. 2012; Naydenov et al. 2014), decidimos estudiar la expresion de
N-Caderina en las células del cimulus, para lo que se realizé un ensayo de Western blot
en células del cumulus provenientes de animales hyh y su control wild type (Fig. 4.63). Al
igual que para el caso de a SNAP, N-Caderina presentd un hipomorfismo en células del
cumulus hyh y sus niveles de expresion disminuyeron significativamente en células de

cumulus provenientes de hembras hyh, respecto al control wild type (Fig. 4.63.b)
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Figura 4.63. Andlisis por Western blot de N-Caderina en células del cmulus de distinto genotipo. a. Calles:
wild type. Lisado de células del cimulus provenientes de hembras wild fype; hyh. Lisado de células del
cumulus provenientes de hembras hyh. En el panel superior se muestra la membrana de PVDF revelada por
Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén anti-N-Caderina y un anticuerpo secundario anti-
IgG de ratén conjugado con HRP. En el panel inferior se observa la deteccion del control de carga 8 Actina,
que se realizd usando anticuerpo primario de ratdén contra 8 Actina, y como secundario un anti-IgG de ratén,
conjugado con HRP. Las imagenes son representativas de cuatro experimentos independientes. b. El nivel de
expresion de la proteina N-Caderina fue cuantificado por un analisis densitométrico de las bandas
inmunoreactivas detectadas por Western blot. Las cuantificaciones son presentadas como la relacion N-
Caderina / § Actina y relativizadas a la expresion en wild type como valor de referencia igual a 1. Se muestra
la media £+ SEM de la intensidad relativa para cada condicion experimental de 4 réplicas. ** p < 0.01 (prueba
t de Student).

Adicionalmente, se realizé un analisis de inmunolocalizacién en complejos camulus-
ovocito de la proteina a SNAP (Fig. 4.64). En COC de animales wild tfype puede
observarse que las células del cumulus estan dispuestas de forma ordenada, con cierta
regularidad, y la marca de a SNAP se observa notoriamente en la periferia celular. Por su
parte, en los COC hyh se observé una pérdida en la arquitectura y disposicién de las

células, coincidente con un marca mas difusa para la proteina a SNAP.

Wild type

a SNAP + DNA

Figura 4.64. Localizacion de a SNAP en COC de genotipo wild fype y hyh. a. a SNAP fue detectada en

complejos cumulus-ovocito provenientes de hembras wild fype y hyh. El rojo en cada imagen representativa



indica marca positiva para el anticuerpo primario a/ SNAP, detectado usando un anticuerpo secundario anti-
IgG de ratén acoplado al fluorocromo Alexa Fluor 594. El recuadro blanco indica la region sobre la cual se

tomaron las imagenes a mayor aumento de la derecha. Barra: 20 ym.

Lamentablemente, el anticuerpo utilizado previamente para el Western blot de N-
Caderina no funciono6 para ensayos de inmunofluorescencia, por lo que no disponemos
de imagenes para mostrar su inmunolocalizacion en COC de distintos genotipos, y probar
la hipétesis de que el hipomorfismo lleva al deterioro de las uniones basada en estas
proteinas.

En su conjunto, todos estos resultados indican que el défici de a SNAP y N-
Caderina, podria estar alterando el correcto mantenimiento de las uniones adherentes
que, sumado al efecto antiapoptotico de a SNAP per se, podria 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 fecundacién y mantenimiento de un adecuado desarrollo

4.6.8. Estudio de la ultraestructura de ovocitos de ratén de genotipo wild {ypey hyh

A fin de profundizar ain més el estudio y analizar la ultraestructura de los ovocitos
portadores en homocigosis de la mutacion M105l en a SNAP, se utilizé la técnica de
microscopia electrénica de transmision en ovocitos MIl de distinto genotipo, tal como se

describio en la seccion 3.11.

4.6.8.1. Andlisis ultraestructural de granulos corticales de ovocitos de ratén de genotipo
wild typey hyh

A nivel ultraestructural, los granulos corticales de mamifero son vesiculas con
membrana que tienen un rango de tamafio de 0,1 a 1 um de diametro, que aparecen
homogéneas y similares unas con otras (Gulyas & Yuan 1985; Guraya 1982; Nicosia et
al. 1977). El contenido de los granulos se observa uniformemente denso al microscopio
electrénico de transmision, aunque se han reportado 2 clases de granulos corticales:
claros y oscuros de acuerdo a las diferencias densidad electrénica (Nicosia et al. 1977;
Ducibella, Rangarajan, et al. 1988). Todavia se desconoce si estos granulos corticales
claros y oscuros son funcionalmente diferentes, o si presentan distintos grados de
maduracion o diferencias de contenido.

Dado que nuestro objeto de estudio ha sido mayoritariamente el proceso de EGC,
nos resultd de gran interés realizar un analisis a nivel ultraestructural de los GC por
microscopia electrénica de transmision, para lo cual se evaluaron diferencias en
morfologia, tamafio y distancia a la membrana plasmatica de los ovocitos de genotipo

wild type hyh.
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En las micrografias no se observaron diferencias a nivel de la morfologia y
distribucion de los granulos corticales, los cuales se observaron muy similares en ambos
genotipos (Fig. 4.65).

Figura 4.65. Granulos corticales de ovocitos wild fype y hyh analizados por microscopia electronica de
transmisién. Imagenes de microscopia electrénica de transmisién representativas de ovocitos de genotipo
wild type y hyh en los que se muestran los granulos corticales electron-densos (punta de flecha). ZP: zona
pelicida; EPV: espacio perivitelino; MP: membrana plasmatica. La barra equivale a 1 um.

Adicionalmente se realizé un estudio detallado de cuantificacion del tamafio y la
distancia a la membrana plasmética de ovocitos de distinto genotipo, analisis en el cual
tampoco se encontraron diferencias significativas (Tabla 4.2), y fueron similares a los
reportados por bibliografia (Ducibella, Rangarajan, et al. 1988; Abbott et al. 2001).

Genotipo Media tamafio Media distancia  no GG analizados ~ N° imagenes analizadas
(nm) a MP (pm)
wild type 0,292+ 0,012 0,247+ 0,028 156 44
hyh 0,291+ 0,008 0,304+ 0,025 298 62

Tabla 4.2. Andlisis del tamafio de los granulos corticales de ovocitos wild fype y hyh y su distancia a la
membrana plasmatica. Se calcularon individualmente el tamafio (diametro mayor) y la distancia de los
granulos corticales a la membrana plasmética. Sélo los GC en el cortex del ovocito (dentro de los 2 pm hacia
desde la membrana plasmatica) fueron cuantificados (Abbott et al. 2001). Los datos de tamafio y distancia
fueron expresados como la media + SEM. Para ambas variables el andlisis wild type comparado con hyh no
presentd diferencias significativas. N.S p >0,05 (prueba t de Student).
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Al realizarse el anadlisis de histogramas de frecuencias para las dos variables
analizadas (tamafio y distancia a la membrana plasmatica), se encontraron patrones muy

similares de distribucién, no presentando diferencias significativas (Fig. 4.66).
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Figura 4.66. Histogramas de frecuencias del tamafio de los granulos corticales de ovocitos wild {ypey hyhy
su distancia a la membrana plasmética. Se realizaron los histogramas de frecuencia para el tamafio
(diametro mayor) (a) y la distancia de los granulos corticales a la membrana plasmatica (b), de ovocitos wild
type y hyh. Los valores en el eje x representan rangos de tamafio (a) o distancia (b) y su respectivo
porcentaje de frecuencia. La cantidad de granulos corticales e imagenes analizadas son las mismas que
figuran en la tabla 4.3. Se realizaron comparaciones estadisticas entre la wild fypey hyh para cada variable (a

y b) utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov, N.S., p>0,05.

Estos resultados demuestran que en los parametros analizados no hay diferencias

a nivel ultraestructural en GC de ovocitos hyh comparados con sus controles wild type.

4.6.8.2. Andlisis ultraestructural del citoplasma cortical de ovocitos de ratén de genotipo
wild typey hyh

Las micrografias electronicas mostraron una morfologia general normal de
organelas, encontrdndose todos los elementos en ovocitos de ambos genotipos, y sin
diferencias sustanciales en los mismos.

En la superficie de los ovocitos se observdé en ambos genotipos un oolema o
membrana plasmatica bien definido, con abundantes microvellosidades (mp, Fig. 4.65).

Los componentes mayoritarios del citoplasma cortical son los granulos corticales y

las mitocondrias. Las mitocondrias de ovocitos son predominantemente esféricas u



ovales, y por lo general tienen 0,4-0,6 um de diametro (Wassarman & Josefowicz 1978).
Presentan matrices densas y frecuentemente con vacuolas claras en su interior,
formadas por material filamentoso. Las crestas no son tipicamente 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 lipidicas (/jp/id droplets) (Id, Fig. 4.69. a
y b). En ovocitos Ml las gotas lipidicas pueden estar asociadas al reticulo endoplasmico
liso (REL), que en este estadio celular es tipicamente vesicular (Weakley 1968; Zamboni
1970). Es importante sefialar que en ovocitos maduros no se encuentra reticulo
endoplasmico rugoso (RER), dado que raramente se encuentran ribosomas en este tipo
celular.

Adicionalmente, el citoplasma de ovocitos MIl presenta latices 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 segun los niveles
totales de ARNribosomal presentes (Garcia et al. 1979; Zamboni 1970). Esta disminucion
en numero de los ribosomas durante la maduracién del ovocito esta aparejado con el
incremento en la densidad de latices fibrilares (Wassarman & Josefowicz 1978; Garcia et
al. 1979), es por ello que algunos autores sugieren que los ribosomas inactivos estan de
algin modo contenidos en estos latices fibrilares (Sternlicht & Schultz 1981).

Por su parte, es muy dificil 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 MIl se detiene luego de que se ha completado
la sintesis de los GC en los ovocitos en proceso de maduracién. Esto y la no deteccién
del RER refleja la naturaleza inactiva de los ovocitos MIl respecto a la sintesis y
secrecion de proteinas (Sathananthan et al. 2006).

También pueden observarse lisosomas dispersos por el citoplasma y agregados
multivesiculares con una miriada de pequefias vesiculas de distinto tamafio (Fig. 4.67).
Cabe destacar que no se observd una mayor acumulacion de “agregados
multivesiculares” (MVA) en ovocitos hyh con respecto a los wild type (Fig. 4.67 y tabla
4.3).
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Figura 4.67. Agregados multivesiculares de ovocitos wild {ype y hyh analizados por microscopia electrénica

de transmisién. Imagenes de microscopia electrénica de transmision 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 pm.

Genotipo Iméagenes analizadas MVA N° MVA Media tamafio
analizados (um)

wild type 27 0,527 £ 0,071 67 1,777 £0,144

hyh 22 0,468 + 0,045 104 1,984 + 0,117

Tabla 4.3. Andlisis de la cantidad y tamafio de los MVA encontrados en ovocitos wild {ypey hyh. Se cuantificé
la cantidad de MVA encontrados por seccion (MVA) y se calculd individualmente el tamafio (diametro mayor)
de los MVA, los cuales se presentan como media + SEM. Para ambas variables el analisis wild type

comparado con hyh no presenté diferencias significativas. N.S p >0,05 (prueba t de Student).

4.6.8.3. Andlisis ultraestructural de ovocitos de ratén de genotipo hyh: presencia de
estructuras de la via degradativa

La autofagia es un proceso degradativo por el cual las células eucariotas digieren
sus propios componentes utilizando las hidrolasas acidas que estan 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, acumulacion de proteinas u
organelas dafiadas o invasion de patégenos (Amaya et al. 2015). Actualmente, la
autofagia es reconocida como un proceso que ocurre tanto en condiciones fisiologicas
como patoldogicas.

El proceso de autofagia comienza cuando una membrana en forma de “c” envuelve
una porcion 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 si mismo va a dar lugar a una vesicula de doble membrana conocida
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como autofagosoma (Mehrpour et al. 2010). Para su formacién se requiere que actien
concertadamente un gran nimero de componentes autofagicos como los complejos de
proteinas ATG (del inglés, autophagy related proteins. proteinas relacionas con la
autofagia) y muchas otras proteinas de tréfico vesicular. Este autofagosoma puede recibir
el aporte de la via endocitica (endosomas tempranos, tardios y cuerpos multivesiculares).
Una vez que el autofagosoma estd formado, su membrana externa se fusiona con el
lisosoma, formando lo que se conoce como autolisosoma. Debido a la accion de las
enzimas hidrolasas lisosomales, la membrana interna del autolisosoma se degrada y
entonces el contenido de esta vesicula es digerido. Los productos de degradaciéon son
reciclados al citosol a fin de ser utilizados en procesos anabdlicos (Duszenko et al. 2011).

Es sabido que la autofagia es esencial para el desarrollo preimplantatorio de
embriones de mamiferos (Shen et al. 2015; Tsukamoto et al. 2008), sin embargo existen
Mmuy pocos Y recientes trabajos sobre autofagia en ovocito previo a la fecundacién (Duan
et al. 2015; Zhu et al. 2015).

En las siguientes figuras correspondientes a cortes ultrafinos de ovocitos hyh se
observaron distintas imagenes que se muestran a continuacién, compatibles con una via
degradativa. Estas imagenes podrian bien corresponderse con procesos de tipo
autofagico por sus caracteristicas morfolégicas, aunque no podemos afirmarlo ya que
hasta el momento, no hemos realizado los estudios de electro-inmunomarcacion
confirmatorios.

Las figuras mielinicas o cuerpos multilamelares son estructuras espiraladas de
material membranoso que no ha podido ser degradado. En ovocitos hyh se encontré una
cantidad significativamente mayor que en ovocitos wild fype de este tipo de estructuras
membranosas, que aparecen dispersas por todo el citoplasma como estructuras
cristalinas més grandes (Fig. 4.69.d), o como espirales concéntricos mas pequefios (Fig.
4.68, hyh), (Tabla 4.4).
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Figura 4.68. Citoplasma de ovocitos wild fype y hyh analizados por microscopia electrénica de transmisién.

Presencia de estructuras multilamelares. Imagenes de microscopia electrénica de transmision
representativas de ovocitos de genotipo wild typey 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 latices fibrilares (If). En la imagen de hyh se muestran estructuras de
tipo multilamelares encontradas de forma mas abundante en ovocitos de este genotipo (punta de flecha). La

barra equivale a 1 pm.

Genotipo Imagenes analizadas Cuerpos multilamerales
wild type 113 0,566 + 0,090
hyh 113 1,707 £0,147 ***

Tabla 4.4. Andlisis de la cantidad de cuerpos multilamelares encontrados en ovocitos wild fype y hyh. Se
cuantifico la cantidad de cuerpos multilamelares encontrados por seccién, 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 vesicula u organela, y numerosas estructuras de doble
membrana que podrian ser compatibles con autofagosomas o vesiculas autofigicas en
distintos estadios de maduracion, conteniendo restos de material citoplasmatico (Fig.
4.69 a-c). Los autofagosomas mas 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 vesiculas autofagicas mas
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 microscopia electrénica de transmision. Presencia de

estructuras de la via degradativa. Imagenes de microscopia electrénica de transmision representativas de
ovocitos de genotipo hyh en los que se muestran diferentes estructuras de la via degradativa tales como
vesiculas autofagicas en distintos estadios de maduracién (punta de flecha) (a, b y ¢) y cuerpos
multilamelares (flecha) (c y d). Las vesiculas autofagicas mas 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
vesiculas degradativas mas maduras presentan una sola membrana, en las cuales el contenido resulta dificil
de identificar. Mt: mitocondrias, Id: gotas lipidicas, mvb: cuerpo multivesicular; mva: agregados

multivesiculares. La barra equivale a 1 pm.

Es muy importante destacar que para confirmar que estas vesiculas son
autofagosomas se deberian realizar ensayos de inmunomarcacion de estas vesiculas
para marcadores de autofagia como proteinas ATG o LC3. Por su parte, a fin de
demostrar que la digestion del contenido de estas vesiculas se da por las hidrolasas
acidas del lisosoma (autolisosomas) ensayos adicionales son necesarios. Estos posibles
ensayos incluyen la reaccion citoquimica positiva para Citidina monofosfatas (CMPasa), o
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un ensayo con albumina-DQ (Dye Quenched) para identificar compartimientos
degradativos.

De manera muy interesante, se observaron en el espacio perivitelino de ovocitos hyh
numerosas vesiculas extracelulares, remanentes citoplasméticos y debris membranosos
entre las que se encontraron figuras mielinicas (quizas resultado de la digestion de
autofagosomas), lo que podria ser congruente con una exocitosis de cuerpos residuales o
exocitosis autofagica (Fig. 4.70.b-d) (Jing & Tang 1995; Morelli et al. 2014). La secrecion
de este tipo de estructuras puede ser una consecuencia indirecta de la acumulacion 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 microscopia electrénica de transmision.

Presencia de fragmentos citoplasmaticos y cuerpos residuales. Imagenes de microscopia electrénica de
transmisién representativas de ovocitos de genotipo wild fype (a) y hyh (b-d). a. Se muestra el espacio
perivitelino de ovocitos wild type el cual se encuentra libre de estructuras. Solo 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 citoplasmaticos como gotas lipidicas (asterisco) y cuerpos multilamelares

(flecha) (d). La barra equivale a 1 um.

En su conjunto, estos resultados sugieren que en ovocitos hyh la via degradativa
estaria aumentada y exacerbada, o que la misma esté siendo interrumpida por lo que se
acumulan estas vesiculas autofagicas en el interior del citoplasma, e incluso podrian ser

liberadas al espacio perivitelino.
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RESUMEN DE RESULTADOS

Obijetivo Especifico 1. Identificar las isoformas de SNAP en ovocitos de raton

Dado que no existia ningun reporte acerca de la expresion de la familia de proteinas
SNAP en el modelo de ovocitos, nuestro primer objetivo fue identificar cuél/cuéles de los
transcriptos de la/s isoformas de SNAP estan presente/s utilizando el modelo de ovocito
de ratén. Por ensayos de PCR simple y multiplex, demostramos que a y y SNAP son las
isoformas presentes en ovocitos de raton, mientras que la isoforma B SNAP no se

expresa en esta célula.

Objetivo Especifico 2. Analizar la expresiébn de las isoformas de SNAP durante la
maduracion y activacion ovocitaria

Una vez identificados los transcriptos de las isoformas de SNAP presentes en
ovocito de ratdn, se procedio a la deteccidn de la presencia y expresion de las proteinas
ay y SNAP. El andlisis por Western blot indicdé que estas dos proteinas estan presentes
durante la maduracién y activacién ovocitaria, no presentando variaciones en sus niveles
de expresion entre los diferentes estadios analizados. En cuanto a la localizacion
subcelular analizada por inmunofluorescencia indirecta, a SNAP mostré una distribucion
predominantemente cortical, cercana a la membrana plasmatica en todos los estadios
analizados, a excepcién de los cigotos obtenidos por FIV, en los cuales el patron de
localizacién de a SNAP resulto citosolico. Por su parte, y SNAP se distribuye en todo el
citoplasma de ovocitos inmaduros, y presenta una localizacion cortical en los ovocitos
MiII, sugiriendo una migracion de dicha proteina durante la maduracidn ovocitaria. Por
otra parte, en los estadios activados partenogénetica o fisiolégicamente, la localizacion

de y SNAP volvié a ser citosolica.

Objetivo Especifico 3. Caracterizar el rol de las isoformas de SNAP en la exocitosis de
granulos corticales.

Se demostr6 que la microinyeccion del anticuerpo anti-a SNAP inhibi6 la EGC
inducida por SrCl,. Aun mas, cuando la proteina a SNAP enddgena fue perturbada por la
microinyeccion de la mutante dominante negativa a SNAP L294A (capaz de unirse a
NSF, pero con una capacidad disminuida de estimular la actividad ATPasa de NSF), la
EGC inducida por SrCl, fue abolida. De forma muy interesante, cuando se microinyectoé a
SNAP wild type, se observd una inhibicion parcial de la EGC, demostrando que el exceso
de a SNAP interfiere en el proceso secretorio de los granulos corticales. Estos resultados

muestran claramente que la proteina a SNAP participa activamente en el proceso de



exocitosis de granulos corticales. Por su parte, la microinyeccion del anticuerpo anti-y
SNAP, no fue capaz de inhibir la EGC, lo que sugiere que y SNAP no estaria participando
activamente de la EGC, dado que el bloqueo o la perturbacion de su funcién no altera el

proceso.

Objetivo Especifico 4. Identificar la presencia y analizar la expresiéon de NSF durante la
maduracién y activacién del ovocito de ratén

A pesar de su importancia en todos los procesos de fusion de membranas conocidos
hasta el momento, NSF no habia sido descripta en el modelo de ovocitos. En este
trabajo demostramos la presencia del ARNm y la proteina NSF. El andlisis por Western
blot indicé que la proteina NSF no presento diferencias en sus niveles de expresion en
los distintos estadios analizados durante la maduracion y activacion del ovocito de ratén.
Con respecto a la localizacién subcelular analizada por inmunofluorescencia indirecta,
NSF, al igual que a SNAP, mostré una distribucion predominantemente cortical en todos
los estadios analizados. NSF present6 una localizacion proteica mayoritariamente
concentrada en la region cortical del ovocito en todos los estadios analizados, a
excepcion de los embriones de dos pronucleos obtenidos por FIV, en los cuales el patron

de distribucion de NSF result6 citosolico.

Objetivo Especifico 5. Estudiar el rol de NSF en la EGC

Para evaluar el requerimiento de NSF, se realizd un primer abordaje utilizando NEM,
un agente alquilante que inhibe irreversiblemente la actividad ATPasa de NSF. Este
tratamiento logré inhibir la EGC, sugiriendo una posible accion del NSF durante el
proceso de EGC. Debido a que NEM no es especifico para NSF, se realizaron ensayos a
fin de perturbar la proteina NSF enddgena para confirmar su requerimiento para la EGC.
La microinyeccion del anticuerpo anti-NSF resulté en una inhibicion de la EGC estimulada
por SrCl,. Adicionalmente, la microinyeccion de la mutante dominante negativa NSF
D1EQ, defectuosa en la hidrdlisis del ATP, logré inhibir fuertemente la EGC, pero no asi
la microinyeccion de la NSF wild fype. En su conjunto, estos resultados indican que NSF
tiene un rol activo y participa en la reaccién cortical, y que su actividad ATPasa es
imprescindible para que la fusion de los granulos corticales con la membrana plasmética

tenga lugar.



Objetivo Especifico 6. Analizar las posibles causas de la severa reduccion 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 mutacion 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 fecundacién, mayores tasas de
polispermia (embriones aberrantes) y en algunos casos, con morfologia y patrones de
polaridad de granulos corticales alterados. Asimismo se pudo observar por diversos
ensayos, que la proteina M105l causa una disminucion de la EGC de las hembras
portadoras en homocigosis de esta mutacion.

Con respecto a la localizacion subcelular de las proteinas estudiadas se encontraron
los siguientes resultados. Para el caso de a SNAP se pudo observar una deslocalizacion
de la proteina en los ovocitos del genotipo hyh frente a los controles wild type, tanto en
ovocitos GV como MIl. No se encontraron mayores perturbaciones en el patrén de
localizacién de la proteina y SNAP. En relacion a NSF, no se observaron apreciables
diferencias en cuanto a la localizacion de la proteina en los ovocitos GV y Ml de distinto
genotipo, pero resultd llamativo un aumento en la marca de la fluorescencia para el
genotipo hyh en ovocitos MIl. Al realizarse la inmunofluorescencia para detectar GM130,
se observo que los ovocitos MIl hyh presentaron una significativa disminucion de la
densidad de particulas GM130 positivas, las cuales no se distribuyeron rodeando las
cercanias del huso meidtico como en el caso de los ovocitos wild type. Sin embargo, esta
ausencia de GM130 en las cercanias del huso meidtico, y su disminucién en todo el
citoplasma de ovocitos MIl, no afect6 la formacion del capuchdon de F-Actina, ni la
organizacion de los microtubulos en el huso meidtico.

En relacion a la distribucién de mitocondrias, se encontré un patron de distribucion
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 vesicula germinal en el estadio GV y rodeando al huso meiético en la
ovocitos en metafase Il. Este patron no se presentd en ovocitos hyh.

Adicionalmente, se demostré que las células del cimulo en complejos cumulus-
ovocitos (COC) de hembras hyh presentaron una apoptosis aumentada, medida por
TUNEL, frente a aquellos provenientes de hembras de genotipo wild fype o heterocigotas.
Cuando se analizaron por Western blot los niveles de expresion de las proteinas a SNAP
y N-Caderina en células del cumulus, se observé un hipomorfismo de ambas proteinas,

disminuyendo significativamente con respecto a las células wild type. Asimismo, los



estudios de inmunolocalizacibn en complejos cumulus-ovocito de la proteina a SNAP,
revelaron que la disposicién de esta proteina en los COC hyh no sigue el patrén periférico
encontrado en los wild type, lo cual se observa conjuntamente con una pérdida en la
arquitectura y la disposicidon regular y ordenada de sus células del cumulus. Estos
resultados sugieren que el déficit de a SNAP y N-Caderina, podria estar alterando el
correcto mantenimiento de las uniones adherentes que, sumado al efecto antiapoptético
de a SNAP per se, podria explicar una alta tasa de apoptosis en COC hyh.

Por dltimo, el andlisis ultraestructural de ovocitos hyh no arrojé diferencias a nivel de
la cantidad, morfologia, tamafio y distribucion de los granulos corticales, con respecto a
los ovocitos de genotipo wild type. Las micrografias electronicas mostraron una
morfologia general normal de organelas, encontrandose 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 via
degradativa tales como cuerpos multilamelares o figuras mielinicas, estructuras de doble
membrana, que podrian corresponderse con vesiculas autofagicas en distintos estadios
de maduracion, y la presencia en el espacio perivitelino de fragmentos citoplasmaticos y
cuerpos residuales. Estos resultados sugieren que en ovocitos hyh la via degradativa
podria estar aumentada, o alternativamente podria estar siendo interrumpida, con una
consecuente acumulacion de productos degradativos en el citoplasma y espacio

perivitelino.
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DISCUSION

La exocitosis de granulos corticales requiere de a SNAP y el factor sensible a A+
etiimaleimida en ovocitos de raton

Los resultados de nuestro estudio revelan por primera vez que a SNAP, y SNAP y
NSF se expresan en ovocito de ratéon y que a SNAP y NSF son requeridos para la EGC.
Este es un hallazgo de importancia, dado que hasta el momento no se tenia evidencia, en
ningin modelo de ovocito conocido, de la participacion de este vital complejo que
conforman a SNAP y NSF para la fusion de membranas.

Los resultados de la presencia de las isoformas a y y SNAP, pero no asi f SNAP
(Figs. 4.1y 4.2), en ovocito de ratdn, estan en concordancia con el hecho de que B SNAP
se encuentra principalmente restringida a tejido neuronal, mientras que a SNAP y y SNAP
se expresan de manera ubicua (Whiteheart et al. 1993).

El analisis por Western blot confirmé que estas 3 proteinas estan presentes durante
la maduracién y activacion ovocitaria, no presentando variaciones entre los diferentes
estadios analizados (Figs. 4.5, 4.12 y 4.32). En cuanto a la localizacién subcelular
analizada por inmunofluorescencia indirecta, a SNAP y NSF mostraron una distribucion
predominantemente cortical en todos los estadios analizados, donde se encuentran
localizados los granulos corticales (Figs. 4.7,4.8 y 4.34,4.35), respectivamente). Su
cercania a la membrana plasmatica y a las vesiculas secretorias, en este caso los
granulos corticales, es consistente con la localizacién de estas proteinas en membranas
plasméticas 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 proteinas solubles, pueden asociarse a las membranas por interaccién con otras
proteinas o, en el caso de a SNAP por la presencia del /oop hidrofbico que le permite
anclarse a membrana (Winter et al. 2009).

Por su parte, y SNAP se distribuye en todo el citoplasma de ovocitos inmaduros, y
presenta una localizacion cortical en los ovocitos MIl, sugiriendo su migracion durante la
maduracion ovocitaria (Figs. 4.14 y 4.15). Este cambio en la localizacién proteica, desde
el citoplasma hacia la superficie del ovocito durante la maduracion meidtica, ha sido
también reportado en proteinas vinculadas al trafico de membrana, como lo son las
proteinas 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 localizacién de estas
proteinas son parte de los eventos que sufre el ovocito durante la maduracion meiética, a
fin de preparar su superficie para la reaccion cortical, y la endocitosis compensatoria

necesaria para restablecer los procesos celulares normales.



Adicionalmente, la distribucion citoplasmatica de las tres proteinas analizadas en los
embriones de dos pronucleos obtenidos por FIV, revela una rapida relocalizacion de
estas proteinas maternas acompafiando los cambios de la transicién de ovocito maduro a
embrién.

Contrariamente al exhaustivo estudio de la contribucion de a y B SNAP al complejo
SNARE en los eventos de trafico de membrana, las funciones bioquimicas y celulares de
y SNAP no fueron estudiadas en profundidad durante mucho tiempo. Al momento de la
formulacion de nuestra hipétesis de trabajo, la realizacion de los experimentos, e incluso
el envio del manuscrito para la publicaciéon de los resultados (de Paola et al. 2015), no
existian evidencias claras y contundentes de los procesos celulares en los que estaba
relacionada la isoforma y de SNAP, sabiéndose redundante con a SNAP en algunos
procesos tales como la exocitosis de granulos cromafines (Morgan & Burgoyne 1995),
pero no asi en otros como el transporte del RE al Golgi (Peter et al. 1998).

Con respecto al posible rol de y SNAP durante la EGC de ovocito de raton,
demostramos que el bloqueo de la funcién de y SNAP por la microinyeccion del
anticuerpo anti-y SNAP, no fue capaz de inhibir la EGC inducida por SrCl, (Figs. 4.27-
4.28). Este resultado sugiere que la proteina y SNAP no estaria participando activamente
de la EGC. Estos datos son compatibles con el rol recientemente identificado para y
SNAP (H. Inoue et al. 2015). Segun los autores, y SNAP es una SNAP Unica, que ejerce
sus funciones en limitadas organelas incluyendo endosomas y sus vias de trafico y que
participa en el desensamble de los complejos SNARE endosomales.

En relacion al requerimiento de a SNAP para la EGC, se pudo comprobar que el
bloqueo de la funcién, mediante la microinyeccion del anticuerpo anti-a SNAP, condujo a
una inhibicion de la EGC inducida por SrCl; (Figs. 4.22 y 4.23). Aln mas, cuando la
proteina a SNAP endogena fue perturbada por la microinyeccion de la mutante
dominante negativa a SNAP L294A, capaz de unirse a NSF, pero con una capacidad
disminuida de estimular la actividad ATPasa de NSF, se abolié la EGC inducida por SrCl,
(Fig. 4.26, a S L294A). Estos resultados confirman que la proteina a SNAP participa
activamente en el proceso de exocitosis de granulos 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 a SNAP en diversos modelos de exocitosis
reguladas incluyendo: liberacién de neurotransmisores en neuronas (Rothman 1994;
Sollner, Bennett, et al. 1993; Sdéliner, Whiteheart, et al. 1993); secrecion de catecolaminas
en células cromafines (Morgan & Burgoyne 1995), exocitosis de vesiculas grandes de
nacleo denso (LDCVs) en células PC12 (Banerjee et al. 1996); secrecion de insulina en

células pancreaticas 3 (Kiraly-Borri et al. 1996; Nakamichi & Nagamatsu 1999); exocitosis



acrosomal de espermatozoides (Tomes et al. 2005; Rodriguez et al. 2011), secrecién de
granulos de ndcleo denso y lisosomas en plaquetas (Chen, A. Bernstein, et al. 2000;
Lemons et al. 2000) y secrecion de surfactante pulmonar via exocitosis de cuerpos
lamelares en células alveolares tipo Il (Abonyo et al. 2003), entre otros ejemplos.

Aunque estd aceptado desde hace décadas (Hayashi et al. 1995; Littleton et al.
2001) que a SNAP tiene su rol en el desensamble de la maquinaria de fusion, para
regenerar las SNARES monoméricas y que éstas estén disponibles para la fusion
(Hayashi et al. 1995; Littleton et al. 2001), evidencias recientes sugieren que su funcion
parece ser mas compleja de lo inicialmente propuesto.

A pesar de su rol positivo en la fusion de membranas, la adicion de a SNAP a
membranas nativas puede inhibir la fusion. De forma muy interesante, cuando se
microinyect6 la a SNAP wild type, se observé una inhibicion parcial de la EGC (Fig. 4.26,
a S WT), demostrando que el exceso de a SNAP interfiere en el proceso secretorio de los
granulos corticales. Este efecto de inhibicion de la fusion frente a un exceso de a SNAP
wild type ha sido observado previamente en modelos /n vivo como Drosophila (Babcock
et al. 2004), espermatozoides humanos permeabilizados (Tomes et al. 2005; Rodriguez
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 homologo Secl8p, son capaces de revertir el efecto inhibitorio del
exceso de a SNAP wild type (no probado en Schwartz & Merz 2009). La a SNAP
recombinante también es capaz de inhibir la fusion /n vitro entre liposomas que contienen
versiones de las Q-SNARE Sintaxinal y SNAP-25 expresadas en bacteria, y granulos
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 reversion
del fenotipo con NSF, dado que una doble microinyeccion de ovocitos es
metodoldgicamente dificil de realizar, dada la baja sobrevida celular de la técnica
empleada.

Los resultados de espermatozoides humanos y células PC12 condujeron a la
hipétesis de que el agregado de a 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 frans. Aun mas, experimentos de TEM mostraron que el secuestro
de Sintaxina impide el docking del acrosoma a la membrana plasmatica en
espermatozoides humanos tratados con a SNAP recombinante; una version truncada de
a SNAP (160-295), incapaz de unirse con Sintaxina no inhibié ni el docking, ni la fusion
(Rodriguez et al. 2011). En contraste, en células cromafines y su fusién con liposomas, a

SNAP se une al complejo SNARE parcialmente ensamblado en #rans, arrestando el



Zippering a mitad de camino, previniendo de este modo la fusién, pero no asi el docking.
Sin embargo, no se ven efectos de retardo en el zjppering o la fusion cuando se utilizan
vesiculas sinapticas en vez de liposomas, lo que sugiere que hay influencia del ambiente
de membrana en el efecto de a SNAP (Park et al. 2014). En sentido inverso a estas
observaciones, en vacuolas de levaduras Secl7/a SNAP se une a complejos SNARE
stalled o arrestados, no fusogénicos por poseer una mutacion que impide el zjppering
completo, y es capaz de rescatar la fusion de modo NSF independiente (Schwartz & Merz
2009).

Nuestras evidencias experimentales, y la falta de herramientas metodoldgicas para
desentrafiarlo, no nos permiten aventurar un posible mecanismo por el cual procede la
inhibicion de la EGC en presencia del agregado de a SNAP recombinante mediante
microinyeccion en ovocitos de ratén. De acuerdo a las evidencias disponibles en la
actualidad, la inhibicién parcial del proceso de EGC lograda por el agregado de a SNAP
recombinante wild type, podria ser compatible con una unién a Sintaxina libre o con la
interferencia del correcto zjppering de las proteinas SNARE, inhibiendo en cualquier caso
el proceso secretorio. Sin embargo, no puede excluirse la posibilidad de que esta
inhibicion pueda estar relacionada con roles adicionales de a SNAP al del desensamble
de los complejos SNARE junto con NSF.

En relacién a posibles roles adicionales de a SNAP en la fusién, independientes del
desensamblaje del complejo ¢issSNARE, dos trabajos recientes (Ma et al. 2013; Lobingier
et al. 2014) han aportado valiosas evidencias sobre un novedoso rol de las proteinas
Secl7/a SNAP y las proteinas SM, en la proteccion de los complejos SNARE del
desensamble por Secl18/NSF. Utilizando proteinas sindpticas de mamiferos en ensayos
con liposomas, se report6 que Muncl8-1, actuando en concierto con Muncl3 vy
Sinaptotagmina, facilitaron la fusiébn de liposomas mediada por proteinas SNARE, en
presencia de concentraciones de NSF y a SNAP, que sin las proteinas SM, resultan ser
inhibitorias (Ma et al. 2013). Sin embargo, en ausencia de NSF y a SNAP, Munc18 y
Munc13 tuvieron poco o ningun efecto en la fusién de liposomas mediada por SNARE. En
este trabajo se postul6 un modelo, en el cual los heterodimeros Sintaxina-1-SNAP-25
(otrora considerados puntos de partida de la fusiobn) son convertidos a complejos
Sintaxina-1-Munc18-1. En este proceso el complejo SNAP-NSF desensambla al
heterodimero Sintaxina-1-SNAP-25, y Muncl8-1 desplaza a SNAP-25. Por su parte,
Munc13 colabora abriendo la Sintaxina-1 y a orquestar el ensamblaje del complejo trans-
SNARE junto con Muncl8-1. Este complejo SNARE parcialmente ensamblado junto con
Muncl8-1 es insensible a la accion de desensamble de SNAP-NSF; de este modo, la

vesicula estd lista para la fusidn, y se puede gatillar rapidamente la fusién de la vesicula



sinaptica en respuesta al Calcio. Asi, esta interaccion funcional entre a SNAP-NSF y
Munc18-1-Muncl3 sugiere que, ademas de su papel en el desensamble de los complejos
c/s-SNARE, el complejo SNAP-NSF tiene una importante funcién en guiar al sistema a la
via productiva, mientras que las proteinas 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 proteinas de
levadura, Secl7/a SNAP se une al complejo SNARE y promueve selectivamente la carga
de los miembros de la familia de proteinas Sec1/Muncl8 (SM) al complejo (Lobingier et
al. 2014). Esto dificulta la accion de Sec18/NSF, y de este modo ayuda a mantener los
complejos SNARE intactos. En el modelo propuesto en este trabajo, Secl17/a SNAP vy las
proteinas SM aceleran la fusion 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 Secl8/NSF. Las proteinas SM aumentan la capacidad fusogénica de los complejos
SNARE y, como consecuencia de acelerar la fusién, la exposicibn temporal al
desensamble por Secl8 es mas corta, con una menor probabilidad de ser
desensamblados. Estos resultados sugieren que las proteinas SM, (cargadas por
Secl7/a SNAP) protegen a los complejos prematuros del desensamble, mientras que
exponen los complejos post-fusion o los mal ensamblados para que sean
desensamblados por Secl8/NSF (Mima et al. 2008; Starai et al. 2008; Rizo & Sidhof
2012).

Si bien los mecanismos propuestos son diferentes en cuanto a las interacciones de
proteinas y roles especificos de las Sec17/a SNAP y proteinas SM, son muy similares en
cuanto en cuanto al rol de las proteinas Secl7/a SNAP y las proteinas SM en la
proteccion de los complejos SNARE del desensamble por Sec18/NSF.

Para complejizar ain mas el asunto, en un estudio reciente (Zick et al. 2015)
utilizando como modelo proteoliposomas con proteinas de levadura, se demostré que
Sec17/a SNAP puede aumentar la fusidon de membranas mediada por proteinas SNARE,
en la ausencia de Secl8. En este trabajo describen una nueva funcién descripta para
Sec17/a SNAP, que es la habilidad de gatillar rapidamente la fusion de complejos SNARE
gue estan en frans. Cabe destacar que Secl7 no afectd la cantidad de complejos trans-
SNARE formados. Los autores proponen un modelo en el cual Sec17/a SNAP
oligomeriza con el complejo frans-SNARE, insertando sus /oops hidrofébicos en las
membranas adyacentes. Esta precisa y localizada interaccion con la membrana en el sitio
donde se encuentra el complejo SNARE puede perturbar a la bicapa lipidica,

disminuyendo la barrera de energia que previene la fusién de las membranas, facilitando



de este modo la fusiébn. En este sentido, las observaciones revelan una potencial
contribucién de Sec17/a SNAP al proceso de fusion, independientemente de su rol
clasico en su accion concertada con NSF. En este contexto, un exceso de a SNAP podria
interferir con la estequiometria necesaria para la funcion de Sec17/a SNAP en contribuir
al proceso de fusion, resultando en un efecto negativo.

Vale la pena remarcar que las implicancias /7 vivo de los trabajos anteriormente
citados son actualmente desconocidas, y es claro que se necesitan mas estudios para
poder determinar de qué modo proceden las funciones de a SNAP no relacionadas al
desensamble del complejo ¢/s-SNARE, y si es que lo hacen a través de mecanismos
conservados; en este punto no parece ser del todo asi. Seria también de gran interés
determinar de qué modo los efectos de a SNAP tienen lugar en un contexto fisioldgico, en
sistemas nativos, con niveles normales de proteinas enddgenas, y si lo tienen, cudl es su
propdésito.

En cuanto a la participacion de NSF en el proceso de EGC se realizaron diferentes
ensayos funcionales. El tratamiento con NEM en su maxima concentracion (50 uM) logré
inhibir parcialmente la EGC (Fig. 4.36), sugiriendo una posible accién de NSF durante el
proceso de EGC. Cabe destacar que esta concentracion inhibitoria resulté 20 veces
menor que la utilizada en el andlisis de NSF en la reaccidbn acrosomal de
espermatozoides humanos (Michaut et al. 2000) y en exocitosis neuronal (Jahn &
Scheller 2006). Quizas utilizando concentraciones mayores de NEM, la inhibicion lograria
ser total, pero metodolégicamente no fue posible dado que los ovocitos se deterioran y
mueren luego del tratamiento con dosis mas altas. Esto puede deberse a que no es un
inhibidor especifico, y como agente alquilante de proteinas, que puede reaccionar y
bloquear los grupos sulfhidrilos y aminos de las proteinas (Haugaard et al. 1981), podria
estar inactivando enzimas involucradas en el metabolismo celular, necesarias para la
sobrevida. Adicionalmente, y como expusimos anteriormente, el NEM no es especifico
para NSF, por lo que se realizaron ensayos para perturbar la proteina endégena y
confirmar de este modo su requerimiento para la EGC. La microinyeccion del anticuerpo
anti-NSF resultdé en una inhibicion de la EGC estimulada por SrCl, (Figs. 4.37 y 4.38). Del
mismo modo, la microinyeccion de la mutante dominante negativa NSF D1EQ,
defectuosa en la hidrdlisis del ATP (Whiteheart et al. 1994), inhibié fuertemente la EGC,
pero no asi la microinyeccion de NSF recombinante wild type (Fig. 4.41). Todos estos
resultados indican que NSF tiene un rol activo y participa en la reaccion cortical, y que su
actividad ATPasa es imprescindible para ejercer esta funcién. Este rol es coincidente con
el reportado para NSF en: neurotransmision (Schweizer et al. 1998; Pallanck, 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 granulos en células neuroenddcrinas (Moriyama et al.
1995; Morgan & Burgoyne 1995; Burgoyne & Williams 1997; Banaschewski et al. 1998);
exocitosis de granulos en plaquetas (Lemons et al. 1997; Polgar & 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
exociticos (Whiteheart et al. 2001).

Aunque la importancia del complejo a SNAP/NSF es incuestionable en los procesos
exociticos, el rol preciso de estas proteinas sigue siendo un tema de debate. Como el
evento de fusion de membranas puede ser visualizado como un ciclo, el rol del complejo
a 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 actla antes o después de la fusiéon de la vesicula.
Esta distincién es critica para dilucidar el ciclo de los complejos SNARE y entender la
dinamica del control de la exocitosis. En efecto, se han propuesto dos modelos acerca de
cuando actua el complejo a SNAP/NSF en la exocitosis: el modelo pre-fusion y el modelo
post-fusion (Fig. 6.1).

En el modelo pre-fusion se postula que los complejos cis-SNARE son
desensamblados justo antes de la fusion, a fin de permitir la formacion de los complejos
trans-SNARE. Esto indicaria que el complejo a SNAP/NSF es activo s6lo cuando es
requerido para el proceso de fusion. Este modelo es consistente con las observaciones
de diversos sistemas experimentales (Séllner 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-fusion postula que el complejo a SNAP/NSF es
requerido para desensamblar el complejo cis-SNARE inmediatamente después de la
fusion (Grote et al. 2000; May et al. 2001; Sanyal et al. 2001; Littleton et al. 2001;
Kawasaki & Ordway 2009).

O* mecanismo pre-fusién U

r Laoad o,

Q mecanismo post-fusion Q
Q : fusion

Figura 6.1. Modelos sobre la funcion del complejo a SNAP/NSF. Arriba. El mecanismo pre-fusion postula que
el complejo a SNAP-NSF desensambla el complejo ¢/issSNARE antes de la fusion para permitir la formacion

de los complejos #rans-SNARE. Abajo. El mecanismo post-fusion postula que el complejo a SNAP-NSF es



requerido para desensamblar el complejo ¢issSNARE luego de la fusién. Nétese que en este modelo, las
SNARE de vesicula y membrana plasmatica, se encuentran en su estado monomérico. En los diagramas
representativos de cada modelo, NSF, a SNAP, v-SNARE y t-SNARE, estan 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 funcién del
complejo a SNAP/NSF de forma aguda y medir exocitosis. En el caso de la
neurotransmision, que sucede en multiples rondas de fusion, un bloqueo del complejo a
SNAP/NSF si el mismo actia a nivel post-fusion, llevaria a una lenta disminucion de la
liberacion de neurotransmision por acumulacion de complejos c¢/ssSNARE que no se
regeneran (por encima de los 45-90 s que es el tiempo de ciclado de las vesiculas
sinapticas, Betz & Wu 1995). Sin embargo, si el mecanismo fuera pre-fusién, el bloqueo
del complejo a SNAP/NSF inhibiria la liberacién de neurotransmisor de un modo mucho
mas rapido.

Una de las evidencias mas sobresalientes que avalan el mecanismo post-fusion lo
constituye el analisis en Drosophila de las mutante de NSF sensibles a la temperatura
gue produce paralisis, denominada mutante comatosa. Esta mutacion interfiere con la
actividad ATPasa de NSF, y conduce a la acumulacion de complejos ¢is-SNARE (Littleton
et al. 1998), que es reflejado en la disminucién progresiva de la neurotransmision frente a
estimulaciones repetitivas (Kawasaki et al. 1998). En la ausencia de la actividad de NSF,
en las mutantes comatosas, pueden ocurrir maltiples rondas de fusién antes de que la
deplecién de proteinas SNARE libres cause la interrupcion de la liberacion de
neurotransmisor (como consecuencia de la incapacidad de formar complejos SNARE en
trans, necesarios para la fusion). Para los autores esto seria consistente con un rol de
NSF en el reciclaje, que sigue a la fusion (Littleton et al. 2001).

Uno de los trabajos mas contundentes que propone un rol pre-fusion del complejo a
SNAP/NSF es el de Kuner y colaboradores (Kuner et al. 2008). En este trabajo, se
realizaron estudios en modelo sinaptico de una muy alta resolucion 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 rapidas con constantes
menores a algunos segundos. Tanto la reaccion rapida (0,22 s) como la lenta (2-3 s)
ocurrieron a una escala mucho mas rapida que la endocitosis de la vesicula sinaptica y el
reciclaje (Betz & Wu 1995; Aravanis et al. 2003; Gandhi & Stevens 2003), por lo que
concluyeron que el modo de accion del complejo a SNAP/NSF es pre-fusion.
Formalmente hablando, esto no descarta la posibilidad de que el complejo a SNAP/NSF

pueda, adicionalmente, tener accion luego de la fusion (Littleton et al. 2001). Segun los



autores, el complejo SNAP/NSF parece estar involucrado en el tethering de las vesiculas
sinapticas, en las dindmicas reacciones que ocurren justo antes de la fusion, tal como se
habia descripto para modelos no-neuronales y sugerido para liberacion de
neurotransmisores (Banerjee et al. 1996; Burgoyne & Williams 1997; Mayer et al. 1996;
Tolar & Pallanck 1998; Xu et al. 1999). La regulacion del complejo a SNAP/NSF para una
rapida exocitosis podria darse a nivel de 6xido nitrico (Matsushita et al. 2003) o
fosforilacion de las proteinas del complejo (Liu et al. 2006; Matveeva et al. 2001; Huynh et
al. 2004; Hirling & Scheller 1996).

Como se ha expuesto, aun existe controversia acerca de si la accion del complejo a
SNAP/NSF es pre- o post-fusion, y se necesitan estudios adicionales a fin de esclarecer
esta temética.

En relacién a nuestro modelo de trabajo, es sabido que los granulos corticales solo
se fusionan una vez con la membrana plasmatica luego de la fecundacién o activacion
partenogenética, y que no son renovados luego de este proceso secretorio. Actualmente
no hay reportes acerca la configuracién en la que se encuentran las proteinas SNARE en
ovocitos de mamiferos en reposo (Liu 2011). Debido a que no hay reciclaje, podria
especularse en principio que dichas proteinas se encuentran en sus formas
monomeéricas, listas para ensamblarse en complejos frans, no requiriendo etapas de
preparacion previas a la fusion.

Sin embargo, dado que fuimos capaces de inhibir la EGC microinyectando los
anticuerpos para a SNAP y NSF, y sus mutantes dominantes negativas, proponemos que
el complejo a SNAP-NSF participa activamente en la EGC, y que el mismo estaria
actuando en la fase inicial del ciclo, desensamblando los complejos ¢/is-SNARE antes de
la fusidon de los granulos corticales con la membrana plasmética del ovocito. De este
modo, los componentes monoméricos estarian disponibles para la formacion del
complejo trans-SNARE, necesario para que ocurra la fusibn de membranas durante la
reaccion cortical.

Los resultados obtenidos sugieren un modelo de trabajo que apoya al mecanismo

pre-fusion del complejo a SNAP/NSF en la EGC de ovocitos de ratén (Fig. 6.2).
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Figura 6.2. Modelo propuesto para la accién de a SNAP y NSF durante la EGC. Cuando un ovocito MIl es
activado por fecundacion o por partenogénesis, a SNAP y NSF desensamblan el complejo c¢is-SNARE (rojo
en granulos corticales, verde y violeta en membrana plasmatica) volviendo a sus componentes disponibles
para permitir la formacién del complejo #rans-SNARE (complejos rojo-violeta y rojo verde) para la fusion y

exocitosis de los granulos. MP: membrana plasmatica. Imagen modificada de: de Paola et al. 2015.

Aun asi, no puede descartarse que se necesite de forma adicional que el complejo a
SNAP/NSF participe post-fusiéon en la regeneracion de las SNARE, para dar abasto con
todos los granulos corticales que deben fusionarse con la membrana en un periodo
relativamente corto de tiempo. A fin de probar esta Ultima hip6tesis, seria muy interesante
contar con una metodologia que nos permita detener el sistema una vez iniciada la
activacion, lo que equivaldria al bloqueo del complejo a SNAP/NSF en un sistema en el
cual existen multiples rondas de fusién como el sinaptico. Sin embargo no es posible por

el momento con las herramientas metodologicas disponibles en la actualidad.

La mutacién M105I en a SNAP conduce a una fertilidad reducida en hembras de ratones
hyh por causas multifactoriales

Con respecto a la fertilidad reducida que presentan /n vivo las hembras hyh, nuestros
resultados avalan un escenario en el cual la mutacion M105l causa una serie de
trastornos multifactoriales que redundan en una fertilidad muy disminuida.

Esta condicion de subfertilidad severa es consistente con los parametros de fertilidad
encontrados en los machos hyh (Batiz, 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 fecundacion y mayores tasas de
polispermia (embriones aberrantes).

El hecho de que la ovulacién se viera drasticamente disminuida en hembras hyh con
respecto a los controles wild type y las hembras heterocigotas para la mutacion (Fig.
4.42), demuestra que la capacidad de respuesta ovarica es menor en los animales hyh,
sugiriendo una funcién ovérica defectuosa per se, como la encontrada en otros modelos
de animales mutantes, como por ejemplo aquellos que carecen del receptor a
androgenos (AR-/-) (Hu et al. 2004). Esta disminucion en la tasa de ovulacion, 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 fecundacion
frente al control wild fype y los heterocigotas (Fig. 4.43), demostrando una capacidad
disminuida de los ovocitos hyh de ser fecundados. Es importante sefialar que, al igual

que para el caso de espermatozoides hyh (Batiz, De Blas, et al. 2009), la diferencia entre



genotipos fue menos dramatica en los ensayos de fecundacion /n vitro, que en los
estudios de apareamiento, lo que da claras cuentas de que existen muchos factores
adicionales a la interaccion de las gametas.

Aun més, los ovocitos hyh presentaron una elevada tasa de polispermia en
comparacion con los de las hembras wild type y heterocigotas (Fig. 4.45). Esto sugiere
que a 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 medicion de la EGC luego de ensayos de fecundacion /n vitro o estimulacién de la
reaccion con SrCl,, demostrd que los ovocitos hyh exocitaron menos granulos corticales
que los controles wild type correspondientes (Figs. 4.46 y 4.47); en la misma direccion, la
microinyeccion de la proteina recombinante M105I ovocitos wild typelogré inhibir parcial
pero significativamente la EGC estimulada por SrCl; (Fig. 4.48). Cabe destacar que este
ultimo efecto no es agudo, y esto es consistente con el hecho de que, ni siquiera en los
ovocitos hyh, en los cuales sélo hay proteina a SNAP M105I la inhibicion de la EGC es
total. Sin embargo, estos resultados difieren de los obtenidos por Rodriguez y
colaboradores (Rodriguez et al. 2011), en los cuales reportan que a SNAP M105I
recombinante, agregada exégenamente a espermatozoides wild type permeabilizados, es
un inhibidor de la reaccion acrosomal mas potente que la a SNAP wild type, y que
requiere concentraciones mas altas de NSF para rescatar la inhibicion. Este efecto
inhibitorio mayor, segun los autores esta relacionado con una mayor afinidad de unién a
Sintaxina monomérica de la a SNAP M105I respecto a la wild fype. Razonando de este
modo, un mayor secuestro de Sintaxina monomeérica inhibe de forma mas potente a la
exocitosis previniendo la formacion del complejo SNARE.

En su conjunto, los resultados presentados indican que la mutacion M105| en a
SNAP tiene un efecto negativo sobre el normal desarrollo de la exocitosis de granulos
corticales, pudiendo ser esta una de las causas de la elevada tasa de polispermia
encontrada en cigotos hyh. De forma anéloga, los espermatozoides de ratones hyh tienen
una capacidad reducida de sufrir exocitosis de su granulo secretorio, el acrosoma, luego
de la estimulacién con progesterona e incluso con el ion6foro de Calcio A23187 (Batiz,
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 proteina. Trabajos recientes muestran que
Secl7/a SNAP puede tener dos roles muy distintos en la fusién: uno bien conocido en el
desensamble de los complejos c¢/is-SNARE junto con Secl8/NSF y otro promoviendo la

fusion de los complejos frans-SNARE, este ultimo muy influenciado por el /oogp



hidrofébico de Secl7/ a SNAP (Zick et al. 2015). Evidencias adicionales aun no
publicadas por Batiz y colaboradores sugieren que la mutacién M105I afecta el /oop
hidrofébico de a SNAP. Estas evidencias en conjunto podrian explicar una posible falla en
la funcionalidad de la mutante M105I, tanto en la EGC como en otros procesos, en
promover correctamente la fusion de los complejos frans-SNARE, ya que es sabido que
el desensamble de los complejos c¢is-SNARE no esta alterado en el modelo hyh (Chae et
al. 2004; Hong et al. 2004). A pesar de estas especulaciones, alun no se conoce el
mecanismo molecular del mal o incompleto funcionamiento de la a SNAP M105I.

Con respecto a la localizacion subcelular de diversas proteinas, para el caso de a
SNAP se pudo observar un cambio en la localizacion de la proteina, de cortical a
citosolica, en los ovocitos del genotipo hyh, tanto en ovocitos GV como MIl (Fig. 4.52).
Congruente con estos resultados, y como se mencion6 anteriormente, hay evidencias de
estudios de dinamica molecular /n sifico que indican que la mutacion M105l afecta
drasticamente la estructura del /ogp hidrofébico de a SNAP. Este /oop hidrofébico es el
que le permite a a SNAP su interaccion con la membrana. En sintonia con esto,
resultados de ensayos con liposomas muestran que la proteina mutada a SNAP M105I
interactia menos con lipidos de membrana, y esto es mas manifiesto cuando se utilizan
lipidos de membrana plasmética (Bétiz y colaboradores, datos no publicados).
Adicionalmente, los resultados de la deslocalizacion de a SNAP en ovocitos hyh son
consistentes con antecedentes de localizacion anormal de varias proteinas en neuronas
de animales hyh (Chae et al. 2004).

En relacibn a NSF, no se observaron diferencias apreciables en cuanto a la
localizacién de la proteina en los ovocitos GV y MIl de distinto genotipo, pero resultd
llamativo un aumento en la marca de la fluorescencia para el genotipo hyh en ovocitos Mill
(Fig. 4.54). Este hallazgo condice con resultados anteriores obtenidos al analizar los
machos hyh (Batiz, De Blas, et al. 2009) en los que se reportaron altas concentraciones
de NSF en testiculo, epididimo y espermatozoides de animales hyh, probablemente como
un mecanismo compensatorio en respuesta a la cantidad disminuida o a la falta de a
SNAP completamente funcional en esos 6rganos o células.

Segun lo reportado en bibliografia, el patron de marca en ovocitos MIl de GM130,
una proteina estructural de matriz del Golgi, se concentra rodeando al huso meiético
(Zhang et al. 2011; Wang et al. 2015). Cuando se realiz6 la deteccion por
inmunofluorescencia indirecta de GM130 en ovocitos Mll hyh, se observé que los mismos
presentaron una significativa disminucién en la densidad de particulas GM130 positivas
(Fig. 4.55), las cuales adicionalmente no se distribuyeron rodeando las cercanias del

huso meiético como en el caso de los ovocitos wild fype (Fig. 4.56). Estos resultados



sugieren que la proteina a SNAP M105I provoca algun cambio a nivel del Golgi. Con
respecto a esta posible relacién, nuestros datos estan en concordancia con reportes
previos que indican que a SNAP esta implicada en la regulacion del Golgi y la
homeostasis del RE; incluso, a SNAP ha sido identificada como un componente
molecular de dos de los mayores complejos SNARE que controlan el tréfico 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 reportd que a SNAP es esencial para la fusién de vesiculas
derivadas del RE con el Golgi en un sistema libre de células (Peter et al. 1998). AUn mas,
se ha reportado que la pérdida de a SNAP en células epiteliales causa la disrupcion del
ciclado de vesiculas 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 nocion del estrecho vinculo que existe entre
la morfologia, dindmica y funcionalidad del Golgi con a SNAP. Basados en los resultados
obtenidos consideramos que, de algin modo desconocido hasta el momento, la mutante
M105] podria estar alterando alguno de estos procesos, dando como resultado una
menor deteccidén de la proteina GM130 y una alteracion en su patron de distribucién en
ovocitos maduros de animales hyh.

Sin embargo, es importante destacar que, contrariamente a lo sucedido en trabajos
donde la deplecion de GM130 en ovocitos causa desorganizacion del los microtubulos del
huso meidtico (Zhang et al. 2011), la disminucién de la marca de GM130 en el citoplasma
de ovocitos MIl hyh y su ausencia en las cercanias del huso meiético, no afectd la
organizacion de los microttbulos en el huso (Fig. 4.58), asi como tampoco la formacién
del capuchoén de F-Actina en sus adyacencias (Fig. 4.57).

En relacion al estudio de las mitocondrias, no se observaron diferencias significativas
en ovocitos hyh con respecto a los wild fype, en la marca detectada utilizando el sensor
Mitotracker (Fig. 4.59). Estos resultados refutan, al menos en el modelo de ovocito, la
hipotesis de un trabajo reciente (Wang & Brautigan 2013) en el que plantean que la
mutacion hyh es una substitucién de ganancia de funcion, que aumenta la union a AMPK
para controlar negativamente la via de sefializacion LKB1-AMPK, y por lo tanto inhibe la
biogénesis de mitocondrias (ver seccion 4.6.6).

A pesar de no observarse una disminucién significativa de la marca del sensor de
mitocondrias en ovocitos hyh (Fig. 4.59, c), se pudo observar una alteracion en el patrén
de distribucion de las mitocondrias que, en circunstancias normales se encuentran
distribuidas por todo el citoplasma, pero mayoritariamente concentradas alrededor de la

vesicula germinal en el estadio GV y rodeando al huso meiético en la ovocitos en



metafase Il (Calarco 1995; Yu et al. 2010). Este patron de distribucion fue observado en
las células wild type, pero no asi en las hyh (Fig. 4.59 ay b).

En eucariotas superiores, los movimientos a distancias cortas de las mitocondrias y
su retencion en ubicaciones especificas esta mediada por el citoesqueleto de Actina,
mientras que los movimientos de largo alcance ocurren primariamente en los
microtubulos, mediante la acciébn de proteinas motoras como quinesinas y dineinas
(Saxton & Hollenbeck 2012). De forma muy interesante, la proteina Miro (OMM Rho-/ke
GTPasa), una de las proteinas que media la unién 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 estan intimamente
acoplados, con las dos organelas manteniendo contacto durante el transporte sobre
microtubulos (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 estan comenzando a emerger. Dado que, como hemos expuesto con
anterioridad en esta discusion, la proteina a SNAP tiene fuertes vinculos con el RE (asi
como también con el Golgi), esta posible conexion entre el movimiento de las
mitocondrias y el RE, podria proveer una plausible explicacion para la distribucion
alterada de las mitocondrias en los ovocitos hyh. Por otro lado, si bien las detecciones
para F-Actina y § Tubulina resultaron sin anomalias evidentes en primera instancia, seria
importante estudiar en profundidad si la mutante afecta a estos componentes del
citoesqueleto, y en este contexto podria también estar alterando la migracion de estas
organelas.

Por otro lado, se sabe que la configuracién y distribucién de las mitocondrias varia
con cambios en la funcidn celular, como cambios metabdlicos en la célula (Rouiller 1960;
Packer 1963; Hackenbrock 1966; Hackenbrock 1968; Weakley 1976), en este contexto, la
mutacion M105l en a SNAP puede estar provocando cambios a nivel celular que se
traducen en el citado cambio en la distribucion de las mitocondrias. Ademas, si bien es
conocido que las mitocondrias se distribuyen uniformemente en las células, cuando los
requisitos de energia estan desigualmente distribuidos, las mitocondrias tienden a
agregarse en los sitios de la demanda de energia (Palade & GE 1956; De Robertis et al.
1965). Esta distribucion alterada de las mitocondrias en los ovocitos hyh, puede estar
dandonos un indicio de que hay sitios de demanda de energia (como las zonas
perinucleares) que no estan recibiendo correctamente su suministro energético, lo que
podria llegar a alterar el normal desarrollo de algunos procesos fisiol6gicos importantes,

como una correcta maduracion y crecimiento del ovocito.



El hallazgo de un patron de polaridad alterado de granulos 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 a SNAP podria estar relacionada
con la distribucién de los GC o el establecimiento de la polaridad del ovocito maduro.
Vale la pena sefialar 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 bibliograficos evidenciando un patrén de distribucion de granulos
corticales de esta naturaleza.

En relacion al rol de a SNAP en polaridad celular, aunque no hay muchas
evidencias, ha sido reportado que en células epiteliales polarizadas MDCK, a SNAP esta
involucrada en el transporte de la red frans Golgi (TGN) a la membrana apical y
basolateral (lkonen et al. 1995; Low et al. 1998). Adicionalmente, a SNAP es requerida
para la distribucién de proteinas involucradas en contacto célula-célula y se ha
caracterizado que los animales hyh tienen una localizacién anormal de varias proteinas
apicales en neuronas, tales como: E-Caderina; a-Catenina; 3-Catenina; y Palsl (Chae et
al. 2004).

Por otra parte, es sabido que es la cromatina quien induce la formacion del dominio
libre de granulos corticales en las cercanias de la metafase Il, por redistribucion de
granulos corticales en el citoplasma del ovocito (Deng et al. 2003). Aunque actualmente
se desconoce como es que la cromatina puede inducir la formacién de un dominio de
granulos corticales, se cree que puede ser por asociacion fisica directa de una actividad
citoplasmatica derivada, v.g. una proteina del ovocito con la cromatina. Alternativamente,
esta actividad puede estar asociada a organelas localizadas en la region de la cromatina,
por ejemplo las mitocondrias, que se sabe en que en el ovocito de ratén se encuentran
concentradas sobre la metafase Il (Calarco, 1995); reforzando esta idea, es sabido que la
dinamica 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
redistribucion de los granulos corticales, el hecho de haber encontrado un patrén alterado
de distribucién alterado de granulos corticales en ovocitos hyh es consistente con la
alteracion del patrén de distribucién mitocondrial anteriormente citada.

El ciclo de vida de una célula depende del delicado balance entre los mecanismos
proapoptoéticos y antiapoptéticos. La alteracion de este equilibrio, ya sea por un aumento
de la sefalizacion proapoptotica o una disminucion de las defensas anti-apoptéticas,
resulta en la muerte celular (Reed 1998). Cuando se analiz6 por TUNEL la muerte celular

programada en células del cimulus de complejos cumulus-ovocito (COC), se encontrd



que los COC de las hembras hyh tenian un significativo un aumento en la apoptosis
(Figs. 4.60 y 4.61), sugiriendo que la mutacion M105l en homocigosis, altera de algun
modo la sobrevida de las células del cimulo que forman parte del complejo. Estos
resultados estdn concordancia con un efecto antiapoptético reportado para a SNAP en
estudios previos (Nakajima et al. 2004; Wu & Chao 2010; Naydenov et al. 2012). Segun
Nakajima y colaboradores, a SNAP tiene un efecto antiapoptético debido a su interaccién
directa con la proteina proapoptotica BNIP1, que parece ser esencial para la organizacion
del RE. Por otro lado, en el trabajo de Naydenov y colaboradores, realizado en células
epiteliales, los autores proponen que la disminucion de la viabilidad de las células
epiteliales depletadas de a SNAP no esta relacionada con un aumento de la sdializacion
proapoptdtica, sino que sugieren que el mecanismo crucial por el cual esta gatillada la
apoptosis es la disminucién de la sefalizacion prosobrevida de Bcl-2. Adicionalmente,
consideran que la interrupcion del trafico RE-Golgi y la fragmentacion del Golgi
representan importantes acontecimientos rio arriba que median la disminucion en la
expresion de Bcl-2 y la apoptosis en las células depletadas de a SNAP. En este sentido,
se desprende que la proteina a SNAP es critica para la normal estructura y
funcionamiento de estos compartimientos y su habilidad de generar defensas
antiapoptoéticas. 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 a SNAP con el RE y el Golgi, podria
proponerse que la mutante M105I es defectuosa para el correcto mantenimiento de estas
estructuras y de las defensas antiapoptoticas per se. Dicho esto, no puede soslayarse la
posibilidad de que el efecto de una apoptosis aumentada reportado las células del
cumulus hyh sea mediado por otros procesos concomitantes con la mutacion, tales como
una menor expresion de a SNAP en estas células ensayada por Western blot. Tal
hipomorfismo, podria explicar de manera clara y directa una merma en el efecto
antiapoptético de a 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 antiapoptotico o pro-sobrevida de a SNAP.
Ademas de un hipomorfismo para a SNAP (Fig. 4.62) se encontr6 en células del
cumulus hyh que el nivel de expresion de N-Caderina disminuy6 significativamente con
respecto a las células wild type (Fig. 4.63). Asimismo, los estudios de inmunolocalizacion
en complejos cumulus-ovocito de la proteina a SNAP, revelaron que la disposicion de
esta proteina en los COC hyh pierde el patron periférico encontrado en los wild fype (Fig.
4.64). En sintonia, los COC hyh presentaron una pérdida en la arquitectura de la

disposicién de las células del camulus en los COC. Estos resultados son congruentes con



antecedentes que demuestran que a SNAP es una proteina 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
deplecion de a SNAP en células epiteliales conduce a la pérdida de funcion de barrera
del epitelio y a profundos defectos en la morfologia de las uniones estrechas y
adherentes (Naydenov, Brown, et al. 2012), que representan uno de los cambios mas
abruptos y severos de uniones apicales en epitelios de mamiferos, causada por la
deplecién de una Unica proteina. De forma interesante, se ha reportado que los ratones
hyh estan caracterizados por una pérdida progresiva del neuroepitelio en los ventriculos
cerebrales (Ferland et al. 2009; Roales-Bujan et al. 2012), lo que es consistente con el
debilitamiento de las uniones célula-célula y célula matriz que ocurre en células
depletadas de a SNAP (Naydenov et al. 2014). En asociacion con estos antecedentes,
nuestros resultados sugieren que el déficit de a SNAP y N-Caderina, podria estar
alterando el correcto mantenimiento de las uniones adherentes en los COC hyh que,
sumado al efecto antiapoptético de a SNAP per se, podria 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 camulus que forman los
COC, da cuentas de una posible interferencia en el correcto dialogo camulus-ovocito, el
cual es requerido para que el ovocito complete su crecimiento, y adquiera competencia
meidtica y citoplasmatica (Albertini et al. 2001; Eppig 2001). En este sentido, estas
alteraciones en los COC de hembras portadoras de la mutacion M105l en homocigosis,
podrian 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 realizé el analisis ultraestructural de ovocitos hyh, el mismo no arrojo
diferencias a nivel de la cantidad, morfologia, tamafio y cercania a la membrana
plasmética de los granulos corticales, con respecto a los ovocitos de genotipo wild type
(Figs. 4.65 y 4.6; tabla 4.2). Las micrografias electronicas mostraron una morfologia
general normal de organelas, encontrandose 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 acumulacién de cuerpos multilamelares, y la
presencia de estructuras similares a fagoforos, y numerosas estructuras de doble
membrana, conteniendo restos de material citoplasmatico que podrian ser compatibles
con autofagosomas o vesiculas autofagicas en distintos estadios de maduracién (Figs.
4.70.b y 4.69). Adicionalmente, se observaron en el espacio perivitelino de ovocitos hyh

numerosas vesiculas, remanentes citoplasmaticos y debris membranosos (Fig. 4.70.b-d),



no observados en el espacio perivitelino de ovocitos wild type (Fig. 4.70.a). Estas
estructuras podrian ser congruentes con distintos procesos como liberacion de exosomas
(Colombo et al. 2014), exocitosis de cuerpos residuales o exocitosis autofagica (Jing &
Tang 1995; Morelli et al. 2014), e incluso fragmentacién citoplasmatica, evidencia de
cambios degenerativos vinculados a procesos apoptéticos (Perez et al. 1999) o al
envejecimiento de los ovocitos (Szollosi 1971; Tarin et al. 2001). Especulamos que la
secrecion de este tipo de estructuras podria llegar a ser una consecuencia indirecta de la
acumulacion de vesiculas de tipo autofagicas o degradativas en el citoplasma.

Estos resultados sugieren que en ovocitos hyh la via degradativa podria estar
aumentada, o alternativamente podria estar siendo interrumpida, con una consecuente
acumulacion de productos degradativos en el citoplasma y espacio perivitelino. Hablamos
de via degradativa ya que, si bien las distintas estructuras observadas son
morfolégicamente compatibles con una via autofagica, para confirmar que se trate de un
proceso autofagico seria necesario realizar estudios de electro-inmunomarcacién. En
este sentido, es importante remarcar que existe evidencia que vincula fuertemente a a
SNAP con la autofagia, lo que avala y sugiere que las estructuras de tipo degradativo
podrian ser de tipo autofagico. En relacion a estos antecedentes, primeramente se
identificaron las proteinas SNARE como reguladores clave en la biogénesis de
autofagosomas en células de levaduras (Nair et al. 2011) y mamiferos (Moreau et al.
2011). De forma adicional, la pérdida de Secl18 y Secl7, los ortdlogos de levaduras NSF
y a SNAP respectivamente, resultaron en un defecto en la autofagia (Nair et al. 2011),
demostrando que la fusibn mediada por SNARE y sus proteinas accesorias juega un
importante rol en el proceso autofagico. En marcado contraste con estos resultados,
Naydenov y colaboradores (Naydenov, Harris, Morales, et al. 2012) reportaron que el
knockdown de a SNAP promueve el flujo autofagico en células epiteliales. De forma
interesante y similar, la delecién 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 minimo efecto sobre la expansion del fagoforo (Moreau et al.
2011). En su conjunto, estos resultados sugieren fuertemente que el aporte de membrana
para la formacion del autofagosoma difiere de levaduras a mamiferos (Takahashi et al.
2013), pero que claramente Sec17/a SNAP esta relacionada, de una u otra forma, con la
via degradativa o autofagica.

Por su parte, el trabajo de Naydenov y colaboradores (Naydenov, Harris, Morales, et
al. 2012), revela un rol novedoso de a 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 demostr6é que la deplecion de a SNAP condujo a una



fragmentacion del Golgi, y que estos fragmentos colocalizaban con el marcador de
autofagosomas GFP-LC3. Como esta formacion de focos GFP-LC3 requieren la clasica
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 via autofagica inducida por la deplecion de a SNAP se
considera no candnica. El mecanismo independiente de Beclina en las células depletadas
de a SNAP implica que durante la biogénesis del autofagosoma las proteinas Atg fueron
reclutadas a membranas preexistentes (originadas del Golgi) para conducir a la
maduracion 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 a SNAP sobre la autofagia, resultaron ser independientes de
NSF. Cabe destacar que este hecho esta en contraposicion con la evidencia de que NSF
es un importante regulador de la biogénesis del autofagosoma. Esta premisa proviene de
experimentos basados Unicamente en la inhibicion farmacolégica de NSF por el uso de
NEM (Moreau et al. 2011). Sin embargo, como hemos discutido previamente, se sabe
que el NEM moadifica de modo promiscuo los grupos tiol de muchas proteinas, 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 relacién entre la autofagia y la muerte celular estd empezando
a ser comprendida como resultado del descubrimiento de un dialogo entre los
mediadores de la muerte celular programada y la maquinaria molecular de la autofagia.
De hecho, la proteina antiapoptética Bcl-2 es también antiautofagica como consecuencia
de su interaccion con Beclina (Mehrpour et al. 2010). Dado que sabemos que a SNAP
estd vinculada con la via de sefalizacion antiapoptoética de Bcl-2 (Naydenov et al. 2012)
seria muy interesante, poder probar si a SNAP podria tener un efecto antiautofagico
(ademés de antiapoptético) via la proteina Bcl-2 y su cascada de sefiales.

Segun los antecedentes de bibliografia podria entonces sugerirse que la
acumulacion de estructuras de tipo degradativas/autofagicas son consistentes con el rol
propuesto para a SNAP como regulador negativo de la autofagia. Esto podria explicar en
el modelo hyh, que ante una eventual situacion de mal funcionamiento de la mutante a
SNAP M1051 o un supuesto hipomorfismo, ocurra un aumento del flujo
degradativo/autofagico en ovocitos.

A modo de conclusion, creemos que en este marco contextual, los animales hyh

podrian proveer un modelo Unico para el estudio de la autofagia /n vivo, y arrojar datos



muy interesantes e informativos acerca del rol de a 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 fusion de membranas son clave para la mayoria 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 (Schluter et al. 2004). Pese a esto, podria esperarse que el mal
funcionamiento de factores fundamentales y necesarios para la secrecion afecte a las
gametas y consecuentemente a la fertilidad.

El hecho de que la delecion de a SNAP sea letal embrionaria en raton (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 proteina mutante a SNAP M105I
resultdé funcional en términos de la capacidad de unién al complejo SNARE y su
desensamblaje mediado por NSF /n vitro (Chae et al. 2004), existe la posibilidad formal
de que la proteina 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 a SNAP. De hecho, en la
complejidad de un contexto celular, se demostré que la mutante a SNAP M105I no es
completamente funcional, ya que la inhibicion que causa en la reaccién acrosomal de los
espermatozoides hyh puede ser revertida por agregado de a SNAP wild type (Bétiz, De
Blas, et al. 2009). Es probable que en el entorno celular, con muchas de sus proteinas
interactuantes, la proteina 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 mutacion a SNAP M105I] plantea dos escenarios posibles, no
autoexcluyentes. La primera posibilidad es que la proteina mutante presenta cambios en
su actividad /n vivo para el proceso en estudio o no es completamente funcional, como
sucede en el caso de espermatozoides (Bétiz, De Blas, et al. 2009). La segunda
posibilidad es que, como se ha reportado en varios tejidos y tipos celulares, exista un
hipomorfismo de a SNAP en el tipo celular/tejido de estudio, y la disminucién en la
cantidad de a SNAP resulte perjudicial para el normal desarrollo del proceso en estudio.
Esto ultimo resultaria facil de probar desde el punto de vista metodoldgico, pero, para el

caso de ovocitos, muy dificil desde el punto de vista operativo, dada la gran cantidad de



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 disminucion en el nivel de expresion de a SNAP, incierta en
ovocitos pero demostrada en células del cumulus, conjuntamente con posibles cambios
en la actividad /n vivo y localizacion de esta proteina, podrian ser los determinantes
criticos del fenotipo que hemos expuesto para las hembras hyh. Para dilucidar por cual
de estos mecanismos procede la alteracién de los procesos observados son necesarios
estudios complementarios.

En resumen, nuestros hallazgos indican que el complejo a SNAP/NSF es requerido
para la exocitosis de granulos corticales en ovocitos de ratén, y que la mutacién M105I en
a SNAP conduce a una dramética disminucion de la fertilidad por severos defectos

multifactoriales de fertilidad en hembras de ratones hyh, enumerados en la Figura 6.3.

e | ovocitos ovulados ¢ | calidad ovocitaria por:

1 tasas de apoptosis COCs

o | tasasde FIV hembras hyh déficit de a SNAP y N-Caderina. ¢ Uniones intercelulares afectadas?

o SNAP M105I (+/+) presencia estructuras via degradativa/autofagica

* |EGC | densdidad de particulas GM130+ y distribucion atipica.

alteracion del patron de distribuciéon de mitocendrias

° : lispermi ) N ) ) !
T'tasa de polispermia patrén de distribucién de GC ocasionalmente invertido

Figura 6.3. Efectos de la mutacién M105I en homocigosis sobre la fertilidad de las hembras hyh. A modo de
resumen se incluyeron los efectos mas notorios encontrados en las hembras hyh, sus ovocitos y complejos

cumulus ovocitos (COC) que pueden estar contriubuyendo a su fertilidad reducida.

Comentarios finales

Nuestra contribucion al campo ha sido la de aportar elementos para tener un
conocimiento mas profundo acerca de un proceso poco estudiado desde lo mecanistico,
como el de la exocitosis de granulos corticales. Aun més, con un modelo animal mutante
como herramienta, hemos podido demostrar la importancia de la proteina a SNAP en los
aspectos reproductivos de hembras de mamiferos. Este primer abordaje abrié un abanico
extenso de temas muy interesantes aun no explorados, que podran en un futuro hacer
valiosos aportes para la comprension del proceso de fecundacién y la fertilidad en

general.
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