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Caracterizacion de distintos miembros de la familia de
proteinas CAP en tracto reproductor masculino y

femenino y su participacion en el proceso de fertilizacion.

A pesar de la importancia del proceso de fertilizaciébn, es aun muy escasa la
informacion disponible acerca de las moléculas involucradas. Las evidencias de
nuestro laboratorio indican que las proteinas de la familia CRISP, miembro de la
superfamilia CAP, serian claros mediadores del proceso de interaccion de gametas.
Teniendo en cuenta que las CRISP se expresan principalmente en el tracto
reproductor masculino, el primer objetivo de esta Tesis ha sido investigar si las mismas
también se expresan en el tracto reproductor femenino y cumplen un rol en el proceso
de fertilizacién. Los resultados obtenidos utilizando los modelos de rata y ratén
indicaron que mientras CRISP1 se encuentra presente en Utero, oviducto, ovario, y
células del cumulus, CRISP2 se detecta so6lo en ovario, y CRISP4 no se expresaria en
el tracto de la hembra. Ensayos de fertilizacién in vitro utilizando espermatozoides y
COC (complejos ovocito-cumulus) provenientes de ratones knockout para CRISP1
indicaron que la proteina presente en el cumulus cumpliria una funcién en el proceso
de fertilizacion. Estudios posteriores revelaron que CRISP1 exhibe propiedades
quimioatractantes hacia los espermatozoides, sugiriendo que éste podria ser el
mecanismo por el cual CRISP1 del cimulus participa en el proceso de fertilizacion.
Dada la gran homologia entre las CRISP y las GLIPR1, las cuales constituyen las dos
familias mejor caracterizadas de la superfamila CAP, el segundo objetivo de este
trabajo consistié en estudiar la presencia de proteinas GLIPR1 en el tracto reproductor
masculino y su participacion en la fertilizacién. Los resultados indicaron la expresién
de GLIPR1L1 a nivel testicular y de GLIPR1L2 tanto en testiculo como en epididimo de
raton. La generacion de ambas proteinas en forma recombinante y de sus
correspondientes anticuerpos confirm6é la presencia de las mismas en el
espermatozoide y su participacion especifica en la primera etapa de unién a la zona
pellucida. La informacion obtenida acerca del rol de las proteinas CRISP y GLIPR1
contribuira a una mayor comprensiéon de los mecanismos moleculares involucrados en
la interaccion de gametas como asi también al desarrollo de futuros métodos de

regulacién de la fertilidad tanto en animales como en el humano.

Palabras claves: espermatozoide, cumulus, ovocito, fertilizacion, quimiotaxis, CRISP,
GLIPR1, CAP.



Characterization of different members of the CAP protein
family in male and female reproductive tract and their

participation in the fertilization process.

Despite the importance of the fertilization process, there is still little information about
the molecules involved in it. Evidence from our laboratory indicates that proteins from
de CRISP family, members of the CAP super family, would be clear mediators of the
gamete interaction process. Considering that the CRISP are expressed primarily in the
male reproductive tract, the first objective of this thesis was to investigate whether
these proteins are expressed in the female reproductive tract and if they play a role in
the fertilization process. The results indicated that while CRISP1 is present in uterus,
oviduct, ovary and cumulus cells, CRISP2 is detected only in the ovary and CRISP4 is
not expressed is the female reproductive tract. In vitro fertilization assays using both
sperm and COC (oocyte-cummulus complex) from CRISP1 knockout mice indicated
that the protein present in the cumulus fulfill a role in the fertilization process. Further
studies revealed that CRISP1 exhibit sperm chemoattractant properties, suggesting
that this might be the mechanism by which CRISP1 present in the cumulus participates
in the fertilization process. Given the high homology between CRISP and GLIPR1,
which are the two best characterized families from the CAP super family, the second
objective of the present work was to study the presence of GLIPR1 proteins in the male
reproductive tract and their participation in the fertilization process. Our results
indicated that GLIPR1L1 is expressed in the testis while GLIPR1L2 is present in the
testis and the epididymis. The generation of both recombinant proteins and their
corresponding antibodies confirmed the presence of these proteins in the sperm
(human and mouse) and their specific involvement in the first stage of binding to the
zona pellucida. The information obtained about the role CRISP and GLIPR1 proteins
will contribute to a greater understanding of the molecular mechanisms involved in
gamete interaction as well as to the development of future methods to regulate fertility

both in animals and humans.

Key words: sperm, cumulus, oocyte, fertilization, chemotaxis, CRISP, GLIPR1, CAP.
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proteina quinasa A
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adenilato ciclasa soluble

zona pellucida
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Introduccion

La fertilizacién es el proceso por el cual gametas haploides, espermatozoides y
ovocitos se unen para producir un individuo genéticamente distinto. Se sabe que la
fertilizacién es el resultado de una secuencia precisamente ordenada de interacciones
celulares, y que el desenlace de esos mecanismos subyacentes puede aportar al
conocimiento general de diferentes procesos celulares. Esto dltimo es uno de los
motivos por los cuales este area de investigacién ha crecido con el paso de los afos
(Florman and Ducibella, 2006). Otros motivos son los intereses sociales, ya que la
poblaciébn mundial estimada supera los 7.1 mil millones de personas (Poblacion
mundial, Censos de USA, http://www.census.gov/population/popclockworld.html), lo
que genera una necesidad creciente de desarrollar nuevos métodos de anticoncepcion
para controlar el crecimiento poblacional, lo cual trae aparejado la exploracion de las
bases moleculares de la fertilizacion (Nass and Strauss, Ill, 2004). Ademas, la
existencia de una conciencia creciente de que las fallas ocurridas en la interaccion
espermatozoide-6vulo son la raiz de ciertos tipos de infertilidad, es el ultimo motivo
que aporta al aumento del estudio de las bases moleculares de la fertilizacién (Liu and
Baker, 2000; Liu and Baker, 2003). Cabe destacar que, en septiembre de 2010 esta
area de investigacion, personificada en el Dr. Robert Edwards, fue galardonada con el
Premio Nobel por el desarrollo de la técnica de fertilizacioén in vitro (FIV) humana.
Desde el éxito del primer bebé “probeta” que nacid el 25 de julio 1978 (Steptoe and
Edwards, 1978), mas de cuatro millones de bebés fueron concebidos mediante esta
metodologia. Este excepcional hito representado por el nacimiento de Louise Joy
Brown fue alcanzado casi 100 afos después de los primeros intentos de FIV en

mamiferos.

Con el fin de ampliar los conocimientos sobre los mecanismos involucrados en el
proceso de fertilizacion, el presente trabajo se ha enfocado en el estudio e

identificacion de nuevos mediadores de este importante proceso.

Anatomia y funcién del tracto reproductor y la gameta femenina

Tracto reproductor femenino

El tracto reproductor femenino esta compuesto por los ovarios, oviductos, utero, cérvix
y vagina (Figura 1). Dependiendo de las especies, la deposicion de los
espermatozoides puedo darse en la vagina/cérvix o el utero. El Utero es el lugar donde
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Introduccion

se implanta y desarrolla el embridén. Otra importante funcion del Utero son las suaves
contracciones musculares de este érgano causados por la estimulacién nerviosa del
apareamiento. Como resultado de estas contracciones, los espermatozoides son
impulsados hacia adelante, permitiendo alcanzar los segmentos superiores del
oviducto (lugar de la fertilizacién) dentro de los primeros minutos siguientes al
apareamiento. A diferencia de los ovarios y oviductos que son estructuras pares, el
Utero es una estructura Unica en primates, y bicornia en la mayoria de los mamiferos
(Larsen et al., 1986). Anatébmicamente, comienza en el oviducto y recorre la cavidad
abdominal dorsal, conectandose a la vagina por el cérvix. En el caso murino, si bien
los cuernos uterinos parecen estar unidos, se mantienen separados por un septo
medio y cada uno de ellos desemboca, por su respectivo conducto cervical, en el
extremo superior de la vagina. Histolégicamente, las paredes del Utero estan
compuestas por tres capas de tejido diferentes: la externa o serosa, la media muscular

0 miometrio y la mucosa interna o endometrio (Ham et al., 1970).

El oviducto es el lugar del aparato reproductor femenino donde se crea el
microambiente necesario para la fecundacién, regulado por las hormonas esteroideas.
Ademas, suceden una diversidad de eventos reproductivos cronolégicamente
controlados como el almacenamiento y la capacitacion de los espermatozoides, la
liberacién y transporte de las gametas masculinas hacia el sitio de fecundacion, el
transporte y maduracion final de los ovocitos, la fertilizacion, el desarrollo embrionario
temprano y el transporte del embrién al Gtero (Hunter et al, 1982; Buhi et al., 2000).
Para que esta secuencia de acontecimientos fisioldégicos ocurra satisfactoriamente se
requiere de un sistema de control muy dinamico y bien sincronizado. El oviducto esta
cubierto de una mucosa ciliada la cual ayuda a movilizar al ovocito hacia su encuentro
con los espermatozoides, o al cigoto hacia su sitio de implantacién en el endometrio.
Desde el ovario hasta el Utero, se puede separar al oviducto en 4 regiones: la porcién
fimbrica (donde se encuentra el infundibulo) es una region que posee unas
digitaciones “fimbrias” que palpan la superficie del ovario para determinar dénde se va
a producir la ovulacién y aspiran al ovocito hacia su interior; la regién de la ampulla,
qgue es la seccion mas ancha de todo el oviducto y en la cual permanecera el ovocito
hasta ser fecundado; la region istmica, que es una porcién de gran longitud y
estrechez, donde los espermatozoides terminan de capacitarse y aguardan la
ovulacion y, por ultimo, la regién intramural que es una pequena porcién que se une al

utero y donde se encuentra la unién utero-tubaria.
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Figura 1: Esquema representativo del tracto reproductor femenino.

El ovario estd constituido por un tejido en constante transformacion; posee una
estructura multi-compartimental caracterizada por propiedades bioldgicas diferentes y
dinamicas. En los mamiferos, el ovario es el sitio de almacenamiento y desarrollo de
los ovocitos formados durante la vida embrionaria/fetal o alrededor del momento del
nacimiento. La principal funcién de la gbnada femenina es la maduracion del ovocitos
para la fertilizacion y exitosa propagacion de la especie (McGee and Hsueh, 2000).
Para ello, genera un ambiente propicio para la instalacion del cigoto, ligado a cambios
inducidos por la transformacion del foliculo ovulatorio en el cuerpo luteo (Thibault,
1991); Knobil et al., 2005). Ademas, el ovario constituye el principal portador de las
células secretoras de hormonas femeninas que desarrollan y mantienen los caracteres
sexuales secundarios de la hembra, asi como también las caracteristicas adecuadas
durante la prefiez. A partir de la pubertad, se producen variaciones hormonales
ciclicas que afectaran tanto al ovario como al cuerpo luteo y Utero, preparandolos para
la expulsion del ovocito y la potencial implantacion del blastocito.

Durante la adultez, la superficie del ovario es nodular y se encuentra cubierta por una
capa mono estratificada de células cubicas o poliédricas, llamada epitelio germinal
(Maekawa, 1990). Esta cubierta epitelial esta frecuentemente invaginada hacia el
tejido conectivo subyacente, llamado tunica albuginea, formando pequefios pliegues,
hoyos 6 criptas. Por debajo, se encuentran dos zonas: la zona cortical y la zona
medular; el limite entre ambas no se encuentra bien definido. La primera comprende al

estroma ovarico (formado por tejido conectivo laxo, fibroblastos y precursores de
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Introduccion

células tecales), y a foliculos en distintos estadios de maduracion, atrésicos y cuerpos
liteos. La zona medular, que se encuentra muy vascularizada e inervada contiene

células de tipo muscular y tejido conectivo laxo (Bloom, 1984) (Figura 2).

Tm;npn i
Falopia

Cuerpo
Faoliculp Nty
madung

Foliculz
secundario

CreLiy

Esbozo
ded fplicuio

Figura 2: Esquema de un corte transversal de ovario resaltando diferentes estadios foliculares

presentes durante la ovogénesis.

La gameta femenina

El ovocito de los mamiferos euterianos consiste en una masa esférica de citoplasma
de unos 70-120 um de didmetro limitada por la membrana plasmatica (oolema) que, a
su vez, esta contenida por una envoltura glicoproteica, la zona pellucida (ZP) (Figura
3A). Entre la ZP y el oolema se encuentra un espacio lleno de fluido, el espacio
perivitelino. El ovocito ovulado se encuentra inmerso en una matriz de acido
hialuronico y células de la granulosa, estructura que se conoce como cumulus
oophorus (Figura 3B).

El ovocito se encuentra conformado por la membrana plasmatica (oolema) rodeando al
citoplasma (ooplasma), el cual contiene al nucleo y una variedad de organelas. Si bien
se supone que la composicién del oolema es similar a la membrana plasmatica de
otros tipos celulares, la dificultad en la obtencion de material proveniente de ovocitos
ha obstaculizado su estudio. Una caracteristica particular del oolema radica en la
presencia de microvellosidades en toda su superficie, con excepcion de un area libre
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Introduccion

de microvellosidades que coincide con la regién que recubre al huso meiédtico, y a
través de la cual raramente ocurre la fusién del espermatozoide (Johnson et al., 1975).
Al igual que en otras células, dentro del ooplasma se encuentran las mitocondrias, el
reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, organelas importantes para los
diferentes procesos metabdlicos que debe cumplir el ovocito. En la region cortical del
ovocito maduro, por debajo de la zona de microvellosidades, se encuentran los
granulos corticales, pequenas organelas esféricas rodeadas de membrana (Ducibella,
1991). La aparicion de dichos granulos se encuentra asociada a la expansion del
aparato de Golgi durante el crecimiento del ovocito (Ducibella et al., 1994). El papel de
los granulos corticales seria importante para el desarrollo de un embrion viable, ya que
su liberaciébn luego de la fertilizacion aseguraria la entrada de un Unico
espermatozoide dentro del ovocito (Yanagimachi, 1994).

Figura 3: La gameta femenina. A) Microfotografia de un ovocito sin células del cumulus en
donde se distinguen la zona pellucida, el espacio perivitelino y el primer cuerpo polar. B)
Fotografia de microscopio electrénico de barrido de un complejo cimulus-ovocito.

La ZP es una matriz transparente, relativamente gruesa, que rodea al ovocito. Si bien
durante mucho tiempo no se sabia exactamente si los componentes de la ZP eran
sintetizados por las células del foliculo o por la misma gameta, diversas evidencias
han demostrado que seria el ovocito el responsable de producir la ZP (Haddad y
Nagai, 1977; Wassarman, 1988b). Dicha matriz se deposita alrededor del ovocito
durante la etapa de crecimiento y aumenta su espesor a medida que la célula aumenta
su diametro (Mashiach et al., 1992). A pesar de la presencia de la ZP, las células
foliculares continian en contacto con el ovocito a través de uniones de tipo gap,
formadas entre el oolema y extensiones de las células del cimulus (Austin y Short
F.R.S., 1972), las cuales serian importantes en el mantenimiento de las funciones
nutricionales y regulatorias que ejercen las células foliculares sobre el ovocito. La ZP

12
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esta compuesta, principalmente por entre dos y cuatro glicoproteinas mayoritarias,
segun la especie (Wassarman, 1988b; Lefievre et al., 2004). Gran parte de la
informacién sobre la naturaleza bioquimica, estructura, y funcién de la ZP provienen
de los laboratorios de los Dres. Paul Wassarman y Jurrien Dean, quienes han utilizado
al ratbn como modelo para la mayoria de sus estudios (Wassarman, 1988a;
Wassarman y Litscher, 2001; Hoodbhoy y Dean, 2004). En esta especie, tres
proteinas altamente glicosiladas conforman la ZP: ZP1, ZP2 y ZP3, siendo las dos
ultimas las mas abundantes. La glicosilacién diferencial de las tres proteinas produce
una alta heterogeneidad de carga en las mismas. Mientras que tanto ZP3 (83 kDa)
como ZP2 (120- 140 kDa) son monémeros, la proteina minoritaria ZP1 (185-200 kDa)
se encuentra formando parte de un dimero de cadenas polipeptidicas asociadas por
puentes disufluro. Hace més de dos décadas, Wassarman postulé un modelo para
explicar la estructura de la ZP de ratén basandose en resultados provenientes de
experimentos de microscopia electrénica e inmunolocalizacion de proteinas en la ZP
(Wassarman, 1988b). Dicho modelo, sugirié que la ZP estaria compuesta por
filamentos constituidos por heterodimeros de ZP2 y ZP3, intercomunicados por
homodimeros de ZP1. Un elemento estructural presente en todas estas proteinas,
denominado dominio ZP (Bork y Sander, 1992), seria el responsable del ensamblaje
de estos filamentos (Jovine et al., 2002; Jovine et al., 2005).

La relevancia de cada una de las proteinas de la ZP y sus funciones durante la
fertilizaciébn y el desarrollo fue demostrada mediante el estudio de ratones
genéticamente modificados carentes de ZP1, ZP2 o ZP3. Los ratones knockout para
ZP3 fueron aquellos que presentaron efectos mas drasticos sobre el fenotipo, ya que
los ovocitos carecieron de ZP y los animales fueron completamente infértiles (Rankin
et al., 1996). En las hembras knockout para ZP1, se formé un ZP compuesta por ZP2 y
ZP3, mas fragil que la normal, que no afecté la formacion ni la fertilizacion de los
ovocitos, pero produjo una reduccion de la fertilidad del 50%, atribuida al hatching
prematuro de los embriones (Rankin et al., 1999). Segun esos resultados, la ZP1 seria
una proteina minoritaria de la matriz, con un rol estructural que no seria indispensable
para el desarrollo del ovocito ni para la fertilizacion. Por ultimo, el fenotipo de los
animales knockout para ZP2 fue diferente al de los dos anteriores, ya que los ovocitos
formaron una ZP delgada (similar a los ratones deficientes para ZP1), que se perdiod
previamente a la ovulacion, resultando en la esterilidad de las hembras (Rankin et al.,
2001). En cuanto a la relevancia de cada proteina, ZP3 seria la molécula fundamental
para formar la ZP, requiriéndose la presencia de sé6lo una proteina adicional (ZP1 o
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Introduccion

ZP2). Funcionalmente, la ZP seria la encargada de brindar la especie-especificidad
durante la fertilizacion, impedir la polispermia, impedir la separacion de las
blastomeras y proteger al ovocito y embrién de darios fisicos, especialmente durante el

clivaje.

Rodeando la ZP, en la mayoria de los mamiferos, se encuentra el cimulus oophorus,
conformado por las células del cimulus embebidas en una matriz extracelular. Como
se mencionara anteriormente, en el foliculo ovarico, las células del cumulus se
encuentran asociadas entre si por uniones de tipo gap. Como respuesta al pico de
gonadotrofinas que precede a la ovulacién, dichas células depositan abundante matriz
extracelular y, en consecuencia, los complejos cumulus-ovocito aumentan en volumen
de 20 a 40 veces respecto de su tamano inicial. Por este motivo, se denomina a este
proceso “expansion del cumulus” (Zhuo y Kimata, 2001). Originalmente, el acido
hialuronico era considerado el componente principal de la matriz del cadmulus (Eppig,
1979). Diversos estudios han descripto otros componentes de dicha matriz,
particularmente glicosaminoglicanos y proteinas, sintetizados por las células de la
granulosa, que también serian parte importante del cumulus (Zhuo y Kimata, 2001).
Ademas de las moléculas antes mencionadas, existen factores extra foliculares, de
origen plasmatico, cuyo papel en la composicion y la estabilizacion de la matriz del
cumulus seria importante. Es sabido que los ovocitos euterianos son capaces de ser
fertilizados desprovistos de las células del cumulus tanto in vitro como in vivo
(Yanagimachi, 1994; Bedford, 2004). Teniendo ésto en cuenta, el cumulus pareceria
no ser esencial para la interaccién de las gametas. No obstante, numerosos trabajos
han informado acerca del efecto beneficioso del cumulus durante la fertilizacién
(Yanagimachi, 1994; Chen et al., 1993; de Mouzon et al., 1985). Se ha propuesto que
existirian factores solubles en el cimulus que estimularian tanto la motilidad de los
espermatozoides como la ocurrencia de la reaccién acrosomal (Roblero et al., 1990;
Schroer et al., 2000). Ademas, se ha sugerido que el cimulus tendria otras funciones
tales como aumentar el tamarno del blanco a ser ubicado por los espermatozoides en
el oviducto (Bedford and Kim, 1993), guiar al espermatozoide hacia el ovocito en un
proceso denominado quimiotaxis (Kaupp et al., 2008; Yoshida y Yoshida, 2011),
favorecer la penetracion de la ZP (Yudin et al., 1988), prolongar la vida fértil de los
espermatozoides, seleccionar aquellos con mayor capacidad fertilizante (Roblero et
al., 1990; Tanghe et al., 2002) y favorecer el desarrollo embrionario (Zhang et al.,
1995). De esta manera, aunque no esencial para la interaccion de gametas, la
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presencia de las células del cumulus incrementa el éxito de la fertilizacién (Florman
and Ducibella, 2006).

Anatomia y funcion del tracto reproductor y la gameta masculina

Tracto reproductor masculino

El tracto reproductor masculino de los mamiferos estd compuesto por una serie de
organos y conductos que, en conjunto, cumplen la funcion de producir
espermatozoides, contribuir con las distintas secreciones del liquido seminal vy
transportar las gametas hacia el tracto genital femenino.

Los testiculos estan ubicados fuera de la cavidad abdominal en un saco de piel
denominado escroto, y son los encargados de la produccién de andrégenos y de
proporcionar el entorno adecuado para la produccion de los espermatozoides. Del
testiculo emerge el conducto eferente, el cual desemboca en el epididimo, y se
continta con el conducto deferente por donde son transportados los espermatozoides.
Cada conducto deferente desemboca en un conducto eyaculador corto que, luego de
atravesar la préstata, se comunica con la uretra. Las glandulas sexuales accesorias,
que incluyen la vesicula seminal, la prdstata, las glandulas coagulantes, las glandulas
bulbo uretrales o de Cowpery las glandulas uretrales o de Littré, aportan secreciones
que constituyen la fraccion principal del liquido seminal (Figura 4) (Geneser 2000a).
Los testiculos de los mamiferos se pueden dividir funcional y estructuralmente en dos
compartimientos: el tubular y el intersticial. La mayor parte del volumen testicular esta
ocupado por los tubulos seminiferos, los cuales conforman la unidad productora de
espermatozoides y estan compuestos por un epitelio seminifero que contiene dos tipos
principales de células: las células de Sertoli, y las células de la serie espermatogénica,
que comprenden las espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios,
espermatidas y espermatozoides (Geneser 2000a). El tejido intersticial que completa
los espacios entre los tubulos seminiferos contiene las células de Leydig, principal
fuente productora de andrégenos, mastocitos y macrofagos, vasos sanguineos y
linfaticos y terminaciones nerviosas. Las células de Leydig se asocian a los vasos
sanguineos y a las paredes de los tubulos seminiferos, y su nimero varia segun la
especie, observandose mayor produccién de androgenos en aquellas especies donde
existe un mayor numero de células de Leydig (Setchell, 1982).
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El epididimo consiste en un largo conducto con muchas circunvoluciones, del que
habitualmente se distinguen tres regiones: caput (o cabeza), corpus (0 cuerpo) y
cauda (o cola). El caput es la region mas proxima al testiculo, el corpus es la region
media, y el cauda es la regién distal al testiculo, que actia como lugar de

almacenamiento de espermatozoides.

Conducto Vejiga Prostata Glandula
deferente  yrinaria

de Cowpe
ge wper
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Uretra

Figura 4: El tracto reproductor masculino. Se muestra una representacién simple del tracto

reproductor masculino.

A diferencia de los invertebrados y vertebrados inferiores (tales como tele6steos y
anfibios anuros), en los mamiferos, los espermatozoides testiculares no tienen la
capacidad de reconocer y fertilizar al ovocito (Yanagimachi, 1994). Esta capacidad se
adquiere durante el transito de los espermatozoides por el epididimo, proceso que se
conoce como maduracién epididimaria (Orgebin-Crist and Fournier-Delpech, 1982;
Cooper, 1986; Austin, 1985; Bedford, 1990; Amann et al., 1993). Es dificil determinar
el lugar exacto del epididimo donde se adquiere la capacidad fertilizante, ya que no
todos los espermatozoides la adquieren simultdneamente, y existe variacion entre las
distintas especies. Sin embargo, como regla general, la gran mayoria de los
espermatozoides obtiene el potencial fertilizante al llegar al cauda epididimario. Otra
diferencia fisiolégica entre espermatozoides testiculares y epididimarios consiste en su
capacidad de movimiento. Mientras que los espermatozoides testiculares son inmatiles
o débilmente mdtiles, los espermatozoides del cauda exhiben una motilidad progresiva
y direccional que se adquiere durante su transito por el epididimo (Yanagimachi,
1994).
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En este proceso de maduracién, ocurren numerosos cambios en la membrana
plasmatica del espermatozoide, que involucran tanto a lipidos como a proteinas.
Mediante la utilizacion de distintas estrategias experimentales, se ha estudiado la
sintesis y secrecidon de proteinas de origen epididimario, como asi también su unién o
integraciéon a diferentes dominios de la membrana plasmatica del espermatozoide
(Cuasnicu et al., 2001). De este modo, se ha descripto que la gran mayoria de las
nuevas proteinas adquiridas por los espermatozoides son proteinas de superficie que
se unen a la membrana de los espermatozoides a través de interacciones
electrostaticas (Cooper, 1998). Sin embargo, también existen evidencias que indican
que algunas proteinas adquiridas durante la maduracion se comportan como proteinas
integrales de membrana (Kirchhoff y Hale, 1996; Legare et al., 1999; Cohen et al.,
2000b). Muchas de estas proteinas asociadas fuertemente a la superficie de los
espermatozoides se encuentran ancladas a la membrana mediante uniones GPI
(Legare et al., 1999; Frenette y Sullivan, 2001; Zhang y Martin-Deleon, 2003). En ese
sentido, el laboratorio del Dr. Robert Sullivan describié la participacion de unas
vesiculas membranosas en la transferencia de proteinas epididimarias ancladas
mediante uniones GPI a la superficie de los espermatozoides durante la maduracién
(Legare et al., 1999; Frenette y Sullivan, 2001; Frenette et al., 2002). Estas vesiculas
denominadas “epididimosomas” han sido descriptas en el epididimo de distintos
mamiferos, tales como la rata (Fornes et al., 1991), el toro (Frenette y Sullivan, 2001;
D"Amours et al., 2012), el ratén (Griffiths et al., 2008b; Krapf et al., 2012), e inclusive el
humano (Frenette et al., 2005; Thimon et al., 2008).

Por su parte, la funcion bioldgica de las distintas proteinas epididimarias asociadas a
los espermatozoides durante la maduracion también ha sido ampliamente estudiada.
Mientras que algunas de estas proteinas mediarian la interaccion del espermatozoide
con el ovocito (Cuasnicu et al., 2002; Dun et al., 2012), otras, que reciben el nombre
de “factores decapacitantes”, estabilizarian la membrana del espermatozoide
impidiendo la ocurrencia del proceso de capacitacion (Oliphant et al., 1985; Fraser et
al., 1990; Chau y Cornwall., 2011; Krutskikh et al., 2012).

La gameta masculina

Los espermatozoides de las distintas especies, aunque presentan un tamano variable
que no guarda relacién con el tamano corporal, comparten una estructura general

similar. Estas células altamente diferenciada, poseen basicamente dos componentes
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morfolégicos: la cabeza que contiene el material genético, y la cola que le confiere
motilidad (Figura 5).

Cabeza: dentro de esta estructura se encuentra el niacleo, que contiene la cromatina
altamente condensada. EI ADN esta asociado a unas proteinas basicas y de bajo peso
molecular, llamadas protaminas. Estas proteinas que reemplazan a las histonas,
permiten un empaquetamiento de la cromatina mayor al de una célula somatica, y

forman puentes disulfuro intermoleculares que aumentan su estabilidad.

El ndcleo se encuentra envuelto en su parte anterior por el acrosoma, que es una
estructura membranosa que contiene enzimas involucradas en la penetracion del
ovocito. La membrana acrosomal puede ser diferenciada en externa o interna, de
acuerdo a su aposiciébn con la membrana plasmatica o nuclear, respectivamente.
Como toda célula, el espermatozoide, esta limitado por la membrana plasmatica. La
region donde se ubica el acrosoma se conoce como regién acrosomal, mientras que la
region por debajo del acrosoma recibe el nombre de post-acrosomal. La region
acrosomal anterior se conoce como capuchon acrosomal, mientras que la porcién
posterior corresponde al segmento ecuatorial. A diferencia de lo que se observa en el
capuchon acrosomal, el segmento acrosomal no se vesiculiza durante la reaccion

acrosomal y es la regidn por la cual el espermatozoide se fusiona con el ovocito .

Cola: el componente principal de la cola es el axonema, que consiste en un par de
microtUbulos centrales rodeados por un cilindro de 9 pares de microtubulos. Esta
estructura es la que genera el movimiento de la cola. Usualmente, la cola se divide en
tres regiones o piezas: pieza media, pieza principal y pieza final. El axonema de la
pieza media esta recubierto por mitocondrias que se disponen en hélice, y que
proveen al espermatozoide de energia.
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Figura 5: La gameta masculina. (A) Se muestra un esquema de un espermatozoide humano de
frente y de perfil. En el mismo se puede observar las estructuras de la cabeza. (B) Esquema de
un espermatozoide humano en el que se indican las diferentes estructuras internas de la cola

Capacitacion de los espermatozoides

Los espermatozoides eyaculados han completado el proceso de maduracion
epididimaria, pero permanecen limitados en su capacidad de fertilizar. El requerimiento
de una maduracién adicional fue reconocido por M. C. Chang (Chang, 1951) y C. R.
Austin (Austin, 1951; Austin, 1952), quienes observaron, independientemente, que los
espermatozoides de los mamiferos recién eyaculados no eran capaces de fertilizar
ovocitos in vivo hasta tanto no hubieran residido por un periodo de tiempo dentro del
tracto reproductor femenino. A los espermatozoides que han completado este proceso

se los denomina “capacitados” (Austin, 1952).

La fertilizacion continla siendo la prueba definitiva de la capacitacién de los
espermatozoides, si bien se han propuesto otras definiciones. Por ejemplo, Austin
observé en sus estudios iniciales que la penetracion del espermatozoide en la ZP del
ovocito (zona) in vivo era especificamente regulada por capacitacién (Austin, 1951).
Mas tarde se reconocié que los espermatozoides deben llevar a cabo la reaccién
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acrosémal para entrar a la zona (Austin, 1985) y que este evento exocitotico puede ser
provocado por la ZP (Florman and Storey, 1982).

Concordantemente, la capacitacion puede, operacionalmente, ser definida como
aquellos eventos por los cuales el espermatozoide adquiere la habilidad de sufrir la
reaccion acrosomal en respuesta a sefales estimulatorias de la zona (Storey, 1991).
Otras definiciones también han sido propuestas basandose en la observacion del
aumento en la fosforilacion en tirosina de las proteinas del espermatozoide, a pesar de
que hoy en dia se sabe que no son marcadores exactos de una completa capacitacion
(Yanagimachi, 1994; Ward and Kopf, 1993).

Mecanismos involucrados en la capacitacion

Uno de los mayores cambios que ocurre durante el proceso de capacitacion implica la
desestabilizacién de la membrana plasmatica. En diversas especies se ha demostrado
que la membrana de los espermatozoides muestra una distribucion asimétrica de
lipidos (Muller et al., 1994; Gadella et al., 1999), la cual seria distorsionada por accion
del ion bicarbonato durante la capacitaciéon (Gadella y Harrison, 2002; Baumber y
Meyers, 2006). Se cree que el mayor efecto de la reorganizacion de los lipidos seria el
de facilitar la remocidn del colesterol de ciertas dominios de la membrana plasmatica
(Flesch et al., 2001) (Figura 6). La albumina, presente en el tracto femenino, fue
propuesta como uno de los agentes removedores del colesterol (Go y Wolf, 1985;
Cross, 1998; Visconti et al., 1999). Sin embargo, posteriormente, se demostré que la
albumina sélo puede remover el colesterol luego de la reorganizaciéon de los lipidos,
evento inducido por el bicarbonato (Flesch et al., 2001). A su vez, el bajo contenido de
colesterol tiene efectos importantes sobre los microdominios de la membrana
denominados rafts, complejos dinamicos compuestos por colesterol y esfingolipidos.
Se postula que los rafts estarian involucrados en la transduccion de sefales
intracelulares, ya que en los mismos se agrupan ciertos tipos de proteinas intrinsecas
de membrana (Simons y Toomre, 2000). Evidencias en el cerdo muestran que dos
marcadores de rafts se redistribuyen a la regiébn apical de la membrana del
espermatozoide como consecuencia de la accién del bicarbonato y albdmina
presentes en la capacitacién (van Gestel et al., 2005). Como resultado de la pérdida
de colesterol, aumenta la fluidez de la membrana y, de este modo, podrian explicarse
algunos fendmenos de redistribucion de proteinas que se han asociado con la
capacitacion (Travis y Kopf, 2002), entre los que puede mencionarse a la proteina
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fertilina de cobayo (Cowan et al., 2001), la galactosiltransferasa de ratéon (Lopez y
Shur, 1987), y la proteina epididimaria de rata CRISP1 (Rochwerger y Cuasnicu,
1992). Asimismo, esta desestabilizacién de la membrana plasmatica, probablemente,
debilite la unién de los mencionados factores decapacitantes, proteinas de superficie
que estan débilmente asociadas al espermatozoide epididimario y al eyaculado, las
cuales inhiben la capacitaciébn y son removidas durante el transito por el tracto
femenino (Oliphant et al., 1985; Fraser et al., 1990). Tanto el aumento de la fluidez de
la membrana como la relocalizacion de proteinas de membrana y la pérdida de
proteinas de superficie estarian relacionados a eventos intracelulares involucrados en
la capacitacion. Ademas, ahora esta bien establecido que los fosfolipidos de la bicapa
se estructuran de manera asimétrica (Daleke, 2003) y esta asimetria es mantenida por
las flipasas (Tanaka et al., 2011). En ciertos momentos esta asimetria colapsa,
exponiéndose en la membrana externa tanto a la fosfatidil serina como a la fosfatidil
etanolamina. Este evento se observa al inicio de la capacitacion, y si bien no esta del
todo claro como participa en la capacitacién se sugiere que facilitaria la remocién del
colesterol de la membrana (Gadella y Harrison, 2000; Flesch et al., 2001; Boerke et al
2012).

Testiculo Tracto reproductor femenino

\ m ’». 70“

\

Espermatogenesis Capacitacion
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Figura 6: Espermatogénesis, maduracion y capacitacion espermatica: El esquema muestra la
formacion de los espermatozoides, y como una vez madurados los espermatozoides, los
mismos pierden colesterol y se modifica la distribucién de moléculas sobre la membrana
plasmatica

Numerosos estudios en diferentes especies han demostrado que, ademas de un

aceptor de colesterol como la albumina, la capacitacién seria altamente dependiente
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de los iones bicarbonato (HCO3-) (Boatman y Robbins, 1991; Visconti et al., 1995a;
Da Ros et al.,, 2004). EI movimiento de dichos iones a través de transportadores
especificos en la membrana estaria relacionado con la regulacion del metabolismo del
AMP ciclico (cAMP) a través de la modulacion de la actividad de la adenilato ciclasa
del espermatozoide (Kopf et al., 2002). En el raton, se demostré que el HCO3- podria
entrar al espermatozoide a través de un co-transportador Na+/HCOS-. Una vez dentro
de la célula, el HCO3- interactuaria con una isoforma testicular y soluble de la enzima
adenilato ciclasa (sAC), la cual aumentaria los niveles intracelulares de cAMP
activando de esta forma a la proteina kinasa A (PKA). De este modo, PKA fosforilaria
diversas proteinas en residuos serina y treonina para, finalmente, activar una cascada
de senalizacién que conduciria al aumento en la fosforilacién de proteinas en residuos
tirosina en el espermatozoide (Visconti, 2009). A excepcion de alguna de estas
proteinas (Arcelay et al., 2008), queda aun por estudiar la identidad y funcion de esta
gran cantidad de proteinas que sufren esta modificacion post-traduccional durante la
capacitacion. La capacitacién no sélo seria dependiente de aceptores de colesterol y
de los iones. Recientemente ha sido demostrado la necesidad de un correcto estatus
oxidativo de los espermatozoides. Esto fue observado en la disminuciéon de los
porcentajes de fertilizacién en espermatozoides deficientes en la enzima superéxido
dismutasa (SOD), los cuales mostraron deficiencias en los patrones de fosforilacién en
tirosina, demostrando un rol en la capacitacion espermatica (Tsunoda et al., 2012).

Cambios funcionales asociados a la capacitacion

Como se observé anteriormente, la mayor consecuencia de la capacitacion incluye
cambios en la movilidad flagelar, en la estructura de la cabeza y en la habilidad de los
espermatozoides para interactuar con los ovocitos, mas precisamente en la

hiperactividad, quimiotaxis y reaccion acrosomal:

Hiperactivacion. Luego de su liberacion del cauda epididimario, los espermatozoides
muestran un movimiento flagelar relativamente simétrico, de baja amplitud y larga
longitud de onda. El resultado es el movimiento lineal de los espermatozoides en
forma progresiva hacia adelante. En contraste, el espermatozoide que fue incubado
bajo condiciones capacitantes in vitro o que fue recuperado del oviducto cuando ya
estaba capacitado in vivo, muestra patrones de movilidad que consisten en un
incremento de la velocidad de batido flagelar; una disminucion del movimiento

progresivo, un correspondiente aumento en el desplazamiento lateral de la cabeza; y
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un movimiento flagelar asimétrico e intenso, de gran amplitud (Yanagimachi, 1994;
Cross and Razy-Faulkner, 1997; Osheroff et al., 1999; Travis et al., 2001). Se han
sugerido varios roles potenciales para este tipo de motilidad. Por un lado, el
espermatozoide hiperactivado desarrolla una fuerza que le permite penetrar mas
eficientemente las sustancias visco elasticas, como moco oviductal y la matriz
extracelular del cumulus oophorus y la ZP que rodean al ovocito (Suarez, 1996).
Ademas de facilitar el pasaje por las células del cumulus y la ZP, la hiperactivacion
podria ayudar a los espermatozoides a desprenderse de la uniéon que establecen con
el epitelio oviductal, permitiéndoles ascender desde el oviducto al sitio de fertilizacion
(Suarez, 1996; Yanagimachi, 1994), aumentar la probabilidad del encuentro entre los
espermatozoides y el ovocito dentro de la ampdulla (Yanagimachi 1994). La
hiperactivacion actua, entonces, como un flitro ya que acceden al sitio de fertilizacién
sblo a aquellos espermatozoides que han completado el proceso de capacitacion y
estan hiperactivados.

La comprension de los mecanismos de hiperactivacion aun no ha sido esclarecida. Se
ha sugerido que la transicion del modo de movilidad activada a hiperactivada podria
estar regulada por factores presentes en el tracto reproductor femenino al momento de
la fertilizacion, incluyendo fluidos foliculares o factores liberados por el complejo
cumulus oophorus que rodea al ovocito ovulado. Sin embargo aun hoy, no hay
consenso respecto de las identidades de dichos factores (Fetterolf et al., 1994;
Oehninger et al., 1994). Asimismo, la cascada de sefales que regulan la
hiperactivacion tampoco se haya completamente descripta, aunque se sabe que el
Ca2+ seria fundamental, y que la interaccion de este ion con el axonema de la cola del
espermatozoide seria capaz de desencadenar la hiperactivacién. Ademas del Ca2+,
tanto el cAMP como el ATP serian requisitos fundamentales para el mantenimiento del
movimiento hiperactivado. La relevancia de la hiperactividad para la fertilidad esta
dada por resultados indicando que ratones mutantes para canales de Ca2+ (Ho et al.,
2009) o enzimas involucradas en la glicolisis (Kota et al., 2010) tienen
espermatozoides incapaces de hiperactivarse y son infértiles.

Quimiotaxis. Las gametas, antes de establecer el contacto (fisico) requerido para la
fertilizacién, establecen un contacto (quimico) a distancia. Dentro de este ultimo tipo
de comunicacion, se encuadra la espermo-quimiotaxis, la que se define como el

movimiento direccional de los espermatozoides guiado por un gradiente de
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concentracion de moléculas atractantes, producidas por el ovocito o el microambiente
ovular. La quimiotaxis espermatica hacia factores del ovocito o del tracto reproductor
femenino, se ha observado en especies marinas, en anfibios y en mamiferos
(Vacquier, 1998; Eisenbach, 2004). En este dltimo grupo se ha reportado que los
espermatozoides de humano (Eisenbach, 1999), y de ratén (Giojalas and Rovasio,
1998; Oliveira et al., 1999), entre otros, responden quimiotacticamente hacia factores
presentes en el fluido folicular. El fendmeno quimiotactico se observa generalmente en
una subpoblacion de espermatozoides de entre 10%-20%, dependiendo de la especie,
cuando el fluido folicular se encuentra diluido entre 1.000 y 10.000 veces (Fabro et al.,
2002). Este grupo de células quimiotacticas esta constituido sélo por espermatozoides
capacitados, siendo dicho estado quimiotéctico-capacitado de caracter transitorio. Mas
aun, trabajos recientes indican que las sefales quimiotaticas estarian modulando el
movimiento de los espermatozoides ya hiperactivados que se desprenden del isthmus,
dirigiéndolos hacia el cumulus (Chang y Suarez, 2010). Aunque se desconoce la
identidad del (los) atractante(s) presente(s) en el fluido folicular, se ha sugerido como
posibles candidatos, entre otros, al aldehido aromatico bourgeonal que activa los
receptores olfatorios OR1D2 en el espermatozoide (Gakamsky et al., 2009; Spehr et
al., 2003; Spehr et al., 2004), y péptidos pequefnos de hasta 8 kDa denominados
guemoquinas, tales como RANTES, CCL7 (Isobe et al., 2002; Tamba et al., 2008) y la
hormona esteroidea progesterona (Teves et al., 2006) por ser ésta el principal
esteroide del fluido folicular que ademas, continda siendo secretado por las células del
cumulus oophorus después de la ovulacion. En ese sentido, es sabido que la
progesterona regula los canales de calcio “CatSper” presentes en el flagelo de los
espermatozoides humanos, abriendo la posibilidad de que dichos canales también
estén involucrados en la regulacion de las sefales de calcio del flagelo durante la
quimiotaxis (Lishko et al., 2011; Strunker et al., 2011).

Reaccidon acrosomal. Tal como se mencionara anteriormente, el acrosoma es una
estructura membranosa que cubre la porcién anterior del nucleo del espermatozoide.
Dentro del acrosoma, existe una complicada matriz proteica asi como diversas
enzimas hidroliticas, principalmente la proteasa acrosina y la hialuronidasa (Yudin et
al., 1999b). La reaccién acrosomal (RA) consiste en la liberacién del contenido
acrosomal, constituyendo un proceso de exocitosis. La reaccidbn comienza con la
fusion entre la membrana acrosomal externa y la membrana plasmatica en multiples
puntos, con excepcion del segmento ecuatorial (Figura 7). En los sitios de fusién, la
membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa forman vesiculas, creandose
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poros por los que se libera el contenido acrosomal. Al igual que la fusion de
membranas en otros sistemas tales como la que tiene lugar entre vesiculas de
transporte y la membrana plasmética, la fusién en la RA esta mediada por la accién de
unas proteinas pertenecientes a la familia SNARE, como Rab3A y NSF (De Blas et al.,
2005). En este sentido, muy recientemente, se descubrid la participacion de Rab27
conjuntamente con Rab3A en la formacidn de los poros al comienzo de la RA (Bustos
et al., 2012).Ademas, se ha encontrado que las GTPasas dinamina 1 y dinamina 2,
participarian en la RA controlando la dinamica de los poros por los cuales comienza la
exocitosis acrosomal (Reid et al., 2012). Como resultado de la RA, la membrana

acrosomal interna adquiere continuidad con la membrana plasmatica.
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Figura 7: Progresion de la reaccién acrosomal. Se muestra un diagrama representando las
etapas de la RA en la cabeza del espermatozoide de ratéon. mp: membrana plasmatica, ma int:
membrana acrosomal interna, ma ext: membrana acrosomal externa.

A diferencia de la capacitacién, la RA es muy rapido e irreversible. El estado
capacitado de los espermatozoides es una condicion esencial para que los mismos
puedan sufrir una RA fisiolégica (Fraser, 1998). Es importante diferenciar la RA
fisiolégica o verdadera de la RA falsa, que consiste en la pérdida del capuchén
acrosomal por muerte de los espermatozoides. Existen dos tipos de RA verdadera,
una inducida por el ovocito y una espontanea, que se produce en ausencia del ovocito.
El principal inductor de la RA, y el que ha sido méas estudiado en numerosas especies,
es la ZP (Florman and Storey, 1982; Uto et al., 1988). Se ha demostrado que sus
componentes solubilizados también son eficientes inductores de la RA (Florman and
Storey, 1982; Bleil and Wassarman, 1983; Cherr et al., 1986; O'Rand and Fisher,
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1987; Florman and First, 1988; Berger et al., 1988; Cross et al., 1988). Es ampliamente
aceptado que la glicoproteina ZP3 seria el receptor para el espermatozoide en la ZP
responsable de la RA inducida (Yanagimachi, 1994). La actividad de receptor seria
ejercida por los residuos glicosilicos que se unirian a componente/s de la membrana
del espermatozoide. La unién de los oligosacaridos de ZP3 a distintos sitios en el
espermatozoide produciria la agregacion de dichos sitios, lo cual induciria la RA
(Leyton and Saling, 1989). Si bien la ZP seria el inductor principal de la RA, existen
evidencias de que la progesterona que se encuentra en el fluido folicular que
acompana a las células del cimulus también tiene la capacidad de inducirla (Parinaud
et al.,, 1992; Blackmore, 1993; Roldan et al., 1994). Se ha postulado un efecto
sinérgico entre elementos presentes en el cumulus y la ZP sobre el espermatozoide
para completar la reacciéon (Cherr et al., 1986). Por lo tanto, no existiria en el medio de

fertilizacién un Unico componente crucial para el desencadenamiento de la RA.

Los Dres. Kim y Gerton (2003) propusieron un modelo denominado “de exocitosis
acrosomal”, en el que replantearon el mecanismo de la RA y el papel de las moléculas
acrosomales en la interaccion con las cubiertas del ovocito. Segun estos autores, la
RA seria un proceso gradual, espontaneo, que seria acelerado por la ZP pero no
iniciado por la misma (Figura 8). Segun este modelo, los espermatozoides no deben
estar intactos para unirse a la ZP. A favor de esta teoria, recientemente se demostr6
que la mayoria de los espermatozoides que fertilizan a los ovocitos comenzarian a
reaccionar sobre el cimulus y no sobre la ZP (Jin et al., 2011). Esto fue apoyado con
la reciente demostracién de que los espermatozoides perivitelinos (ya reaccionados y
sin capuchén acrosomal) fueron capaces de fertilizar ovocitos in vitro (Inoue et al.,
2011).

Por ultimo, la importancia fisiolégica de la RA radica en que sélo luego de haber
reaccionado, un espermatozoide es capaz de atravesar la ZP y fusionarse con el
oolema (Huang and Yanagimachi, 1985). Por lo tanto, la RA tendria una funcion dual:
permitir que el espermatozoide pueda atravesar la ZP y el cimulus y, posteriormente,

pueda fusionarse con el oolema.
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Figura 8: Reaccion acrosomal. Fotografia de microscopio electronico de barrido. (A) sin
reaccionar, (B) reaccionado, estadio intermedio (C) reaccionado, sin capuchon acrosomal.

Proceso de fertilizacion

Penetracion de los espermatozoides a través del camulus oophorus

El cumulus que rodea al ovocito durante las ultimas etapas de foliculogénesis posee
funciones tanto previas (durante la foliculogénesis) como durante la ovulacién (captura
del ovocito ovulado por el oviducto) (Yanagimachi, 1994; Bedford, 2004; Talbot et al.,
2003). En mamiferos euterianos (a excepcién de los ungulados), una vez en el
oviducto, las células del cumulus son retenidas ya que participan en las primeras

etapas de la interaccion espermatozoide-ovocito (Figura 9).
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Figura 9: Esquema general del proceso de de fertilizacién.
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El primer modelo que intenté explicar la penetracion del cimulus observo que la
actividad dispersora de la matriz del cumulus por parte del espermatozoide se debia a
la hialuronidasa (Lin et al., 1994) presente en el acrosoma (Overstreet et al., 1995) ya
que esta enzima era detectada en forma soluble en la matriz del cimulus cuando los
espermatozoides habian reaccionado dentro del mismo (Yanagimachi, 1972; Bedford,
1970). Como resultado, se propuso que la reaccién acrosomal, necesariamente,
ocurria mientras el espermatozoide estaba entrando en la matriz del camulus y que, la
subsiguiente liberacién del contenido acrosomal localmente, dispersaba aquella matriz
y facilitaba el pasaje del espermatozoide hacia la ZP (Yanagimachi, 1994).

Actualmente, se propone que la reaccion acrosomal no seria absolutamente requerida
para la actividad de las hialuronidasas hacia substratos extracelulares. Algunas
evidencias han sugerido la presencia de un pool de hialuronidasas sobre la superficie
del espermatozoide sumadas a las presentes en el acrosoma (O'Rand et al., 1986). En
este sentido, se ha descripto que SPAM1 (sperm adhesion molecule 1, originalmente
denominada PH-20), una proteina testicular identificada por primera vez en la
superficie del espermatozoide de cobayo (Primakoff et al., 1985), presenta actividad de
hialuronidasa en las diferentes especies en las que ha sido detectada (Li et al., 1997;
Gmachl et al.,, 1993; Lin et al., 1994). La relevancia de esta proteina para la
penetracién del cumulus ha sido replanteada en vista de que los ratones knockout
para SPAM1 son fértiles, a pesar de sufrir un retardo en la dispersion de las células del
cumulus respecto de los animales normales (Baba et al., 2002). Experimentos
posteriores del mismo grupo de trabajo identificaron a otra hialuronidasa, denominada
HYALS5, presente en membrana plasmatica y acrosomal de espermatozoides
epididimarios de raton. Los autores postulan la existencia de una redundancia en
cuanto a la funcion de SPAM1 y HYALS5, por lo que entonces HYAL5 estaria
compensando la funcién de SPAM1 en los animales knockout antes descriptos (Kim et
al., 2005). Mas aun, la reciente generacién de ratones doble knockout para SPAM1 y
las serin-proteasas TESPS o ACR (acrosina) sugieren que ambas proteinas actuarian
cooperativamente junto a SPAM1 en la penetracion del al cimulus (Zhou et al., 2012).

Interaccion espermatozoides-ZP

Unidon de los espermatozoides a la ZP. Durante la fertilizacion in vivo, el
espermatozoide que ha atravesado el cimulus encuentra la ZP. Esta matriz es porosa

con respecto a moléculas no sélo pequenas sino también de gran tamafo tales como
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anticuerpos, e incluso particulas virales. Pero aun asi, representa una barrera para el
espermatozoide. Para alcanzar la membrana plasmatica del ovocito, el
espermatozoide se adhiere al borde exterior de la ZP y luego, se mueve dentro y a
través de la matriz de la ZP (Figura 10). La etapa de unién es mediada por la
interaccion entre moléculas de la superficie del espermatozoide y de la ZP. El modelo
clasico, aceptado durante varios anos, comprende dos pasos: 1) la “union primaria” del
espermatozoide intacto a la ZP3, que desencadenaria la RA, y 2) la “union secundaria”
del espermatozoide reaccionado, a través de ZP2. Sin embargo, algunos autores
proponen un nuevo modelo en el cual el espermatozoide interactuaria con una
estructura supramolecular compuesta por ZP2 y ZP3, en vez de con alguna Unica
glicoproteina en particular (Rankin et al., 2003; Hoodbhoy and Dean, 2004). Asimismo,
estos trabajos indican que la unién del espermatozoide a la ZP estaria dada sélo por el
estado de ZP2, ya que una ZP2 intacta permitiria la union, mientras que una ZP2
clivada, impediria dicha interaccion (Gahalay et al., 2010).

Figura 10: Interaccién espermatozoide-ovocito en el ratén. A) Fotografia de microscopio
electrénico de barrido de un espermatozoide penetrando ZP de un ovocito. B) Fotografia de
microscopio electrénico de transmision de la cabeza de un espermatozoide unido a la ZP de un
ovocito. pm: membrana plasmatica, ZP: zona pellucida, n: nicleo, a: acrosoma. C) Surcos
dejados sobre la zona transitada por espermatozoides

Moléculas involucradas. Existe controversia en cuanto a la identidad del ligando para
la ZP presente en el espermatozoide. Uno de los candidatos mas extensamente
estudiados ha sido la b-1,4-galactosiltransferasa 1 (Shur and Hall, 1982; Lopez and
Shur, 1987), aunque su relevancia para la fertilidad ha sido luego replanteada en vista
de que los ratones knockout para esta proteina son fértiles, a pesar de presentar
niveles muy bajos tanto de RA inducida por ZP3 como de fertilizacion de ovocitos in
vitro (Lu and Shur, 1997). Otros candidatos alternativos propuestos son sp56 (Bleil and
Wassarman, 1990) y zonadhesina (Hardy and Garbers, 1995) pero debido a su
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localizacién intra-acrosomal (Foster et al., 1997; Kim et al., 2001b) existian
controversias en cuanto a su disponibilidad para interactuar con ZP3. Cabe aclarar
que, recientemente, se mostrd que zonadhesina si bien participa en la interaccion con
la ZP, su un rol principal seria en la regulacion de la especie/especificidad (Tardiff y
Cornier, 2011). Segun el modelo clasico, estas moléculas intra-acrosomales no
podrian actuar en la “unién primaria” ya que el espermatozoide se encontraria intacto
al momento de unirse a ZP3, mientras considerando los modelos actuales en los
cuales la reaccion inicia antes de contactar la ZP, las moléculas de la matriz acrosomal
podrian asociarse a la ZP sin ser considerado una unién secundaria. Se ha descripto
un cuarto candidato, denominado SED1 (Ensslin et al., 1998) para el cual
recientemente, se ha identificado un homélogo en ratén y cuyos estudios con animales
KO para SED1 han demostrado la relevancia de esta proteina para la etapa de unién
del espermatozoide a la ZP ya que los ratones machos son subfértiles in vivo e
incapaces de unirse a la ZP de ovocitos in vitro (Ensslin and Shur, 2003).

Otras moléculas del espermatozoide involucradas en la union a la ZP, incluyen
algunas proteinas tales como SPAM1 (Myles and Primakoff, 1997; Yudin et al., 1999) y
proacrosina/acrosina (Richardson et al., 1994; Crosby et al., 1998; Furlong et al., 2000;
Howes et al., 2001a). En cuanto a SPAM1, tal como se mencionara anteriormente, los
machos KO para esta proteina resultaron fértiles (Baba et al., 2002), probablemente
por redundancia funcional con la hialuronidasa HYAL5 (Kim et al., 2005). Asimismo, se
postula que esta nueva proteina, que es liberada durante la RA, podria
“despolimerizar” localmente a la matriz del camulus cerca o en la superficie de la ZP,
permitiendo asi que la cola del espermatozoide se mueva libremente, facilitando la
penetracién de la ZP. En el caso de acrosina, estudios con animales KO han
replanteado el papel de esta enzima en el proceso de union/penetracion de la ZP ya
que los machos carentes de esta proteina son fértiles (Baba et al., 1994) a pesar de
mostrar un retardo en la fertilizacién in vitro comparado con animales control (Adham
et al., 1997). No obstante, una combinaciéon de estudios posteriores a nivel genético,
bioquimico y funcional apoya la hipétesis de que la interaccién proacrosina/acrosina
con ZP2 es importante para la unién del espermatozoide reaccionado a la ZP,
postulando la existencia de otras proteasas que pudieran reemplazar a
proacrosina/acrosina en esos animales KO(Howes et al., 2001a). Posteriormente, el
grupo del Dr. Baba demostr6 que los espermatozoides deficientes en acrosina
conservaban aun la actividad de proteasa, sugiriendo que otra proteasa podria estar
involucrada en la union/penetracion de la ZP, e identificando cinco enzimas
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denominadas Tesp1-5 (testis-specific serine proteases) (Honda et al., 2002). Sin
embargo, los ratones KO para Tesp5 son fértiles a pesar de tener una muy disminuida
capacidad para interactuar con la ZP (Yamashita et al., 2008).

Penetracion de la zona pelucida. La interaccion entre el espermatozoide y la ZP
contina con la etapa de penetracién de la ZP para la cual han sido propuestas dos
hipétesis (Yanagimachi, 1994). Una de ellas, la hipotesis enzimética, sostiene que el
pasaje a través de la ZP seria dependiente de la accion de enzimas presentes en el
acrosoma. Segun esta teoria, la mayoria de dichas enzimas serian liberadas sobre la
superficie de la ZP durante la RA, provocando hidrélisis en la porcién de la ZP que
rodea al espermatozoide e induciendo asi el "ablandamiento" de la misma. Otras
enzimas permanecerian unidas a la membrana acrosomal interna y serian la
responsables de clivar a las moléculas de ZP2 a las que el espermatozoide se haya
unido, permitiendo asi el avance a través de la ZP. La segunda hipétesis, denominada
hipdtesis mecanica, propone que la RA permitiria la exposicidén del perforatorium, una
estructura rigida, que “cortaria” la ZP y que, conjuntamente con la motilidad
hiperactivada presente en los espermatozoides, favoreceria la penetracion de la ZP.
Esta hipotesis ha sido respaldada fuertemente por las caracteristicas estructurales y
funcionales de la cabeza de los espermatozoides de los mamiferos euterianos,
incluyendo la rigidez del nudcleo, la forma aplanada de la cabeza, el perfil filoso del
perforatorium y la rigidez de la membrana acrosomal interna (Bedford, 2004). O'Rand y
colaboradores (1986) han propuesto una hipoétesis que involucraria ambos
mecanismos. En primer lugar, el espermatozoide se asociaria a la ZP a través de una
unién de alta afinidad. Se produciria entonces la degradacién de las moléculas de la
ZP involucradas en esa interaccion, dejando libres, como consecuencia, a las
proteinas del espermatozoide, que quedarian por ende disponibles para interactuar
con nuevas moléculas de la ZP. En este punto jugaria un papel importante la
motilidad, ya que si el espermatozoide no se moviera en forma progresiva, la
probabilidad de encontrar nuevas moléculas para interactuar seria muy baja y la
penetracién no se produciria. En este sentido, el grupo de Dean y colaboradores
propuso que el espermatozoide intacto reaccionaria al atravesar la ZP por un efecto
mecanico de los poros de la misma (Baibakov et al., 2007). Sin embargo, actualmente,
y por los trabajos comentados de Hirohashi, esta teoria no tendria tanto consenso (Jin
etal., 2011).
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Cada vez crece mas la idea de que la unién a la ZP y la especie especificidad no estan
dados por una sola proteina sino por varias, concepto también apoyado por la
observacién de la agregacién de varias proteinas que participan en la interaccion
espermatozoide-ZP localizadas en la region de la cabeza del espermatozoide por
donde ocurre dicha interaccién (Reid et al., 2011).

Fusion del espermatozoide con el ovocito

Mecanismo de Fusion. La fusién entre las membranas plasmaticas del
espermatozoide y el ovocito constituye un evento clave en el proceso de fertilizacion,
ya que soOlo luego de la ocurrencia de la fusion un ovocito puede considerarse
fertilizado. La etapa de fusibn comprende dos fases de interaccion entre las
membranas de ambas gametas: una primera de unién, y una segunda de fusién
propiamente dicha. Este proceso comienza con la uniébn de la cabeza del
espermatozoide a la membrana plasmatica del ovocito y, seguida luego de un breve
periodo, por una abrupta declinacién o cesacién del movimiento de la cola (Gaddum-
Rosse, 1985) como consecuencia de la depolarizacion de membranas que ocurre
luego de la fertilizacién. Finalmente, todo el espermatozoide es gradualmente
incorporado al citoplasma del ovocito (Shalgi and Phillips, 1980). La parte posterior de
la cabeza y la cola son incorporadas a través de un proceso de fusibn de membranas,
mientras que la region anterior de la cabeza es incorporada al citoplasma de un modo

similar a la fagocitosis (Figura 11).
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o OQ

Figura 11: Fusiéon espermatozoide-ovocito. Se muestra un esquema de los eventos
involucrados en el proceso de fusién de gametas. ma int: membrana acrosomal interna, SE:
segmento ecuatorial.

No toda la membrana plasmatica de las gametas es fusogénica, por lo que los
dominios de membrana involucrados en la fusidon son restringidos en ambos tipos
celulares. El ovocito de roedores se encuentra recubierto de microvellosidades en toda
su superficie, con excepcion de un area que coincide con la regién que recubre al huso
meiético (Ebensperger and Barros, 1984), a través de la cual, raramente, ocurre la
fusion con el espermatozoide (Johnson et al., 1975; Ebensperger and Barros, 1984). Si
bien el espermatozoide al asociarse al oolema entra en contacto con las
microvellosidades, aun no se conoce si las mismas son esenciales para la ocurrencia
de la fusién (Bedford and Cooper, 1978). En el caso del espermatozoide, es aceptado
que la membrana plasmatica que cubre al segmento ecuatorial es la que primero se
fusiona con el ovocito (Arts et al., 1993; Yanagimachi, 1994). La motilidad pareceria no
ser un requisito para la ocurrencia de la fusion, ya que ha sido demostrado que
espermatozoides inmétiles o de muy baja motilidad son capaces de fusionarse con el
ovocito. Por el contrario, la RA es un requisito fundamental para la ocurrencia de la
fusibn ya que, como se menciond anteriormente, los espermatozoides no
reaccionados (intactos) son incapaces de fusionarse con el oolema (Yanagimachi,
1994).

Moléculas involucradas. Si bien el proceso de fusidbn es un punto clave de la
fertilizacion, es muy escasa la informacién disponible sobre los mecanismos

moleculares involucrados en esta etapa. Al igual que ocurre para la union a la ZP, la
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fusién esta mediada por la interaccién de moléculas complementarias localizadas en
los dominios fusogénicos especificos de las membranas de ambas gametas. En
cuanto a los componentes de la membrana del ovocito, las integrinas fueron las
primeras moléculas postuladas como mediadoras del proceso de fusién, por tratarse
de ligandos especificos de proteinas presentes en el espermatozoide ya involucradas
en este proceso. La integrina a6B1, una de las principales en la superficie del ovocito,
fue originalmente propuesta como la responsable de la union espermatozoide-ovocito
(Almeida et al., 1995; Bigler et al., 2000). Sin embargo, el hecho de que animales KO
para esta integrina sean fértiles, cuestioné la relevancia de esta proteina para la
fertilizacién (Miller et al., 2000). Asimismo, la importancia de las integrinas para la
fusibn ha sido replanteada en vista de que un estudio, utilizando diferentes
combinaciones de animales knockout para integrinas y ensayos de fusién in vitro en
presencia de anticuerpos, demostré que ninguna de las integrinas conocidas en la
superficie del ovocito (integrina a2, a3, a5, a9, aV, B3 y B5) seria esencial para este

proceso (He et al., 2003).

La asociacion entre la integrina a6B1 y la tetraspanina CD9 en la membrana del
ovocito de ratén (Chen et al., 1999), y el hecho de que esta tetraspanina haya sido
implicada en la fusion de membranas en otros sistemas celulares (Tachibana and
Hemler, 1999), sugiri6 que CD9 también podria cumplir alguna funcién en el proceso
de fusiébn de gametas. Esta hipétesis fue confirmada por el estudio de animales
knockout para esta proteina (Kaji et al., 2000; Le Naour et al., 2000; Miyado et al.,
2000), demostrando que las hembras mutantes son estériles y que sus ovocitos, a
pesar de unirse a espermatozoides, son incapaces de fusionarse con los mismos. De
acuerdo a estos resultados, CD9 seria una de las moléculas del ovocito responsable
del proceso de fusion con el espermatozoide. Estos estudios fueron los primeros en
identificar a una molécula del ovocito esencial para la fusién de gametas y para la
fertilidad femenina. Experimentos posteriores demostraron que CD9 actua en cis con
otros elementos, aun no identificados, presentes en la membrana del ovocito,
funcionando como un organizador de la superficie ovocitaria (Zhu et al., 2002). Estos
resultados no descartan la posibilidad de que CD9 pueda también interactuar en trans
como ligando de una proteina del espermatozoide. Resultados mas recientes indicaron
que CD9 generaria sitios especificos de adhesion que regularian la fusion
espermatozoide-ovocito acercando y reuniendo a todos los intermediarios de este
proceso (Jégou et al., 2011) y que la porcién C terminal de esta molécula estaria
involucrada en la formaciéon de dichos complejos y sitios de adhesién (Wang et al.,
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2011). Ademas, se ha descripto la existencia de vesiculas membranosas secretadas
por el ovocito y presentes en el espacio perivitelino. Estas vesiculas conteniendo CD9
serian capaces de interactuar con el espermatozoide y participarian en la fusién de
gametas (Miyado et al., 2008). Si bien, los animales KO para proteinas del ovocito
unidas al oolema via glicosilfosfatidilinositol (GPI) también presentan ovocitos con la
fusogenicidad altamente afectada (Alfieri et al., 2003), la identidad de las proteinas que

pudieran ser relevantes para la fusion, ain se desconoce.

Respecto a las moléculas del espermatozoide implicadas en fusion es importante
mencionar a la familia de proteinas denominada ADAM (a disintegrin and a
metalloprotease domain) estd compuesta por alrededor de 40 miembros (revisién de
trabajos en (Kim et al., 2006)), tres de los cuales han sido postulados como
mediadores del proceso de fusion espermatozoide-ovocito: fertilina a/ADAM1 (existen
2 subunidades: a y b), fertilina B/ADAM2 y ciritestina/ADAM3 (Evans, 1999).

Los estudios en los cuales la carencia de la proteina en los espermatozoides resulta
en animales infértiles, se limita Unicamente a una proteina denominada lzumo. La
proteina lzumo corresponde a un miembro de expresion testicular de la familia de
inmunoglobulinas IgSF localizado en el acrosoma del espermatozoide. La relevancia
de esta proteina para la fertilidad y su rol en el proceso de fusién fueron confirmados
mediante el andlisis de los animales KO. Los machos mutantes resultaron infértiles vy,
mas aun, la capacidad fusogénica de los espermatozoides fue el Unico parametro
espermatico comprometido que presentaron estos animales (Inoue et al., 2005).
Asimismo, se observo que, luego de la RA, la proteina lzumo se relocalizaba en la
region por la cual el espermatozoide se fusiona con el ovocito. En este sentido,
resultados utilizando ratones knockout para Tssk6 (testis-specific serine kinase 6)
mostraron que los espermatozoides Tssk6-/- eran incapaces de fusionarse con el
ovocito debido a que la proteina Izumo no se redistribuia correctamente (Sosnik et al.,
2009).

Cabe destacar que otras proteinas espermaticas involucradas en el proceso de fusion
son las proteinas, CRISP1 y CRISP2, sobre las que ahondaremos mas adelante.
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Consecuencias de la fusion

Luego de la fusién, el ovocito inicia una serie de eventos conocidos, conjuntamente,
como “activacion” y que incluyen el reinicio de la meiosis detenida en metafase Il
desde la ovulacion, la extrusién del segundo corpusculo polar conteniendo la mitad del
contenido cromosdmico, la replicacion del ADN vy, finalmente, la primera division
mitética (Kurokawa et al, 2004). Dichos cambios son de vital importancia ya que daran
origen a un individuo nuevo y, a su vez, desencadenardn mecanismos tendientes a
evitar la entrada de més de un espermatozoide al ovocito, impidiendo la polispermia y
asegurando asi la viabilidad del embrién. En todos los animales, la sefal universal
responsable de la activacién del ovocito es el aumento de la concentracion de Ca2+
en el citoplasma de la gameta femenina unos segundos luego de que la fusién ha
ocurrido (Yanagimachi, 1994). Sin embargo, el mecanismo por el cual se desencadena
esta liberacién de Ca2+ aun no ha sido completamente dilucidado (revisién de trabajos
en (Kurokawa et al., 2004).

En la region cortical del ovocito maduro, por debajo de la zona de microvellosidades,
se encuentran los granulos corticales, pequenas organelas esféricas rodeadas de
membrana que contienen mucopolisacéridos y diversas enzimas (Ducibella, 1991).
Pocos minutos luego de producida la fusién, mas del 95% de los granulos corticales ha
sido expulsado por exocitosis (reaccién cortical) (Ducibella, 1991; Hoodbhoy and
Talbot, 1994). Su funcién es modificar tanto la ZP (“reaccién de zona”) como asi
también el oolema (“reaccion vitelina”), de forma tal de prevenir la polispermia. En
varias especies, se ha demostrado que las proteasas liberadas de los granulos
corticales provocan la hidrolisis parcial de proteinas de la ZP (Shabanowitz and
O'Rand, 1988; Hatanaka et al., 1992; Ducibella et al., 1993). Sin embargo, se
desconocia la identidad de dichas proteasas hasta la reciente identificacion de
“ovastacina” la cual clivaria a la ZP2 (Burkart et al., 2012). Por otro lado, se ha
determinado que, durante la liberacion de los granulos corticales, las membranas de
los mismos se fusionan con el oolema, afectando la composiciéon de la membrana de
los ovocitos fertilizados (Stewart-Savage and Bavister, 1988; Horvath et al., 1993). El
contenido liberado por los granulos también afectaria componentes del oolema, en
particular a aquellos involucrados en la unién y la fusiéon de las gametas (Hoodbhoy
and Talbot, 1994). La contribucién de la ZP y el oolema al bloqueo de la polispermia es
variable segun la especie. En algunos animales como el hdmster, humano y perro, la
prevencion de polispermia depende principalmente de la reaccién de zona. En otras

especies, como el conejo y el murciélago, el bloqueo depende, principalmente, de la
36



Introduccion

modificacion del oolema, por lo cual estos ovocitos presentan normalmente
espermatozoides supernumerarios en el espacio perivitelino. Existe, ademas, un tercer
grupo de especie, que incluye a la rata, raton y cobayo, en el que el bloqueo de
polispermia depende de ambos (Austin, 1961; Yanagimachi, 1994).

Una vez que se ha completado la meiosis y liberado el segundo corpusculo polar, el
complemento haploide resultante se transforma en el pronucleo femenino. En tanto, el
nucleo del espermatozoide se descondensa y se transforma en el pronucleo
masculino. En ambos pronudcleos comienza la sintesis de ADN. Una vez que los
pronucleos han completado su desarrollo, migran al centro del ovocito, sus envolturas
nucleares se desintegran y los cromosomas se unen (singamia) para dar lugar a la

primera division mitoética.

Durante mas de treinta afos, nuestro grupo se ha dedicado al estudio de los
mecanismos moleculares involucrados en el proceso de la interaccion de gametas,
utiizando como modelo a la proteina epididimaria DE identificada por nuestro
laboratorio (Cameo y Blaquier 1976) y, posteriormente, denominada CRISP1 por ser el
primer miembro descripto de la familia CRISP (Proteinas Secretorias Ricas en
Cisteinas). Las evidencias encontradas indican que CRISP1 seria un claro mediador
del proceso de fertilizacion (Cohen et al., 2011). La familia CRISP es miembro de la
superfamilia CAP, compuesta por mdultiples familias, de las cuales las dos mejor
caracterizadas son las familias CRISP y GLIPR1 (Glioma Patogenesis Relacionadas
1). Considerando que las proteinas CRISP y GLIPR1 son altamente homélogas entre
si, y que existen evidencias sugiriendo la presencia de posibles péptidos
pertenecientes a las GLIPR1 en los espermatozoides (Sleight et al., 2005), nuestros
estudios se han centrado en estas dos familias, cuyas caracteristicas se describen a

continuacion.

Superfamilia CAP

La superfamilia de proteinas CAP fue originalmente definida por el agrupamiento de
tres grandes familias de proteinas que poseen una gran similitud de secuencia entre si:
la familia CRISP (Cysteine-Rich Secretory Proteins), la familia Ag5 (Antigen 5) y la

familia Pr-1 (Pathogenesis-related 1). Las proteinas CRISP se encuentran altamente
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enriquecidas tanto en el tracto reproductivo masculino de mamiferos (Gibbs et al.,
2008) como en los venenos de reptiles y otros vertebrados (Yamazaki and Morita,
2004). Por su parte, las proteinas Ag5 son las mas abundantes e inmunogénicas
presentes en los venenos de insectos (King and Spangfort, 2000) y las Pr-1, las mas
expresadas en plantas en respuesta a una invasion por patégenos (Van Loon et al.,
2006). Si bien, originalmente, la superfamilia CAP se encontraba formada por estas tres
familias, un reciente analisis filogenético indica que serian nueve las familias que
integran la superfamilia CAP: CRISP, GLPR1, GLIPR2, PI15, PI16, CRISPLD1,
CRISPLD2, MRL y R3HDML.

Las proteinas CAP estructuralmente estan caracterizadas por compartir un dominio N-
terminal comdn denominado PR-1 el cual contiene los dos motivos o secuencias
consenso denominados “Signature 17 y “Signature 2”. La gran mayoria, pero no todos
los miembros de la superfamilia CAP, poseen una secuencia denominada HINGE, que
es muy rica en cisteinas y que sigue el esquema Cx2Cx5Cx4C. La region C-terminal es
distintiva de cada familia en particular y, mientras que en algunas esta region es
variable, muy extensa y particular, en otras es muy pequeia 0 no se encuentra
presente. Las CAP representan un caso de evolucion “mosaico” ya que poseen
regiones que han permanecido constantes a lo largo de la evolucién, indicativas de
funciones altamente conservadas (PR-1, Signatures y Hinge), como asi también
regiones con una significativa diversificacién entre las subfamilias (C-terminal) (Figura
12). Estos dos patrones evolutivos, aparentemente opuestos, han dado origen a una
superfamilia con una estructura terciaria formada por dos porciones (una conservada y
una variable), lo que aporta una gran diversidad de funciones. En términos generales,
las proteinas CAP han sido identificadas en tres ambientes: 1) como componentes
normales de una célula o tejido, 2) incrementadas durante la enfermedad o 3)
introducidas por un agente externo produciendo un efecto téxico o de evasion inmune.
En el caso especifico de mamiferos, las proteinas CAP han sido identificadas en
numerosos tejidos de raton y de humanos, habiéndoseles propuesto roles en
reproduccion, desarrollo y sistema inmune, como asi también en patologias tales como
el cancer, dafno neuronal, pancreatitis, y fallas cardiacas, por lo cual las CAP son cada
dia més reconocidas como componentes claves en la fertilidad, la salud y la
enfermedad.
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Figura 12. Esquema de las familias que forman la superfamilia CAP. En colores se
muestran las regiones consenso que forman parte de la superfamilia, y, en escala de grises, las
terminaciones propias de cada familia.

Pese a la constante incorporacién de nuevas proteinas a la superfamilia CAP, aun
existe un conocimiento muy limitado acerca de la funcién biolégica de la mayoria de
sus miembros. En ese sentido, las dos familias mejor caracterizadas son la familia
CRISP, la cual consta de cuatro proteinas descriptas en mamiferos y la familia

GLIPR1 formada por tres proteinas identificadas.

Proteinas CRISP

Las proteinas CRISP se encuentran presentes en diversas especies de mamiferos,
como asi también en los venenos de diferentes serpientes, lagartos y caracoles
(Morrissette et al., 1995; Milne et al., 2003; Yamazaki and Morita, 2004), en huevos y
embriones de rana (Olson et al., 2001; Schambony et al., 2003), y en embriones de
gallina (Smith et al., 2001). Reciben este nombre por ser proteinas secretorias ricas en
cisteinas, conteniendo un total de 16 cisteinas, 10 de las cuales se localizan en el
extremo carboxi-terminal de la molécula (Cohen et al., 2000b). El analisis
cristalografico de algunos miembros de la familia CRISP indicé que estas proteinas
presentan una estructura general caracterizada por la presencia de dos dominios
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definidos conectados por una pequena regién que actia de bisagra. Los dominios han
sido caracterizados como: el C-terminal, que recibe el nombre de Cysteine Rich
Domain (CRD) o dominio CRISP, y el N-terminal, llamado Pathogenesis Related (PR-
1) o dominio CAP (Guo et al., 2005). De acuerdo a las evidencias obtenidas hasta el
momento, se ha sugerido que cada uno de estos dominios tendria funciones bioldgicas
independientes. Si bien existen numerosos miembros de la familia CRISP expresados
en diversos sistemas y organismos, en esta Tesis nos centraremos en las cuatro

presentes en mamiferos.

CRISP1

La proteina epididimaria de rata CRISP1 (32 kDa), es una de las principales
glicoproteinas secretadas por el epididimo de rata, y ha sido identificada (Cameo and
Blaquier, 1976), caracterizada y purificada en nuestro laboratorio (Garberi et al., 1979;
Garberi et al., 1982). CRISP1 es sintetizada, en forma andrégeno-dependiente en los
segmentos proximales del epididimo (Kohane et al., 1983) y se asocia a la region
dorsal de la cabeza del espermatozoide a medida que los mismos transitan por el
epididimo (Kohane et al., 1980a; Kohane et al., 1980b). La inseminacién de hembras
superovuladas con espermatozoides previamente expuestos al anticuerpo especifico
contra CRISP1 resultd en una inhibicién significativa del porcentaje de ovocitos
fertilizados, indicando que CRISP1 jugaria un rol importante en el proceso de
fertilizacién (Cuasnicu et al., 1984). La relevancia de CRISP1 para la fertilidad fue
confirmada, posteriormente, por experimentos en los cuales la inmunizacién de ratas
hembras y machos con CRISP1 produjo anticuerpos especificos contra la proteina en
mas del 90% de los animales, como asi también una inhibicion significativa de la
fertilidad en ambos sexos (Cuasnicu et al., 1990; Ellerman et al., 1998a; Perez Martinez
et al., 1995; Ellerman et al., 2008).

CRISP1, originalmente localizada en la regién dorsal del acrosoma, migra al segmento
ecuatorial concomitantemente con la ocurrencia de la reaccion acrosomal (RA)
(Rochwerger and Cuasnicu, 1992). Dado que el segmento ecuatorial es la regidén por la
cual el espermatozoide se fusiona con el ovocito, se investigé el posible papel de
CRISP1 en este paso especifico de la fertilizacion. Los resultados indicaron que, tanto
la presencia de anti-CRISP1 como de la proteina CRISP1 purificada durante la co-
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incubacién de gametas, inhibia significativamente la fusién espermatozoide-ovocito sin
afectar la etapa de unién entre ambas gametas (Cuasnicu et al., 1990; Rochwerger et
al., 1992). Estos resultados confirmaron la participacion de CRISP1 en un evento
posterior a la union de gametas y conducente a fusién, como asi también la existencia
de sitios complementarios para esta proteina en la membrana plasmatica del ovocito
(oolema). Ensayos posteriores de inmunoflorescencia indirecta (IFI) permitieron
detectar la presencia de dichos sitios en toda la superficie del ovocito, excepto en una
regiéon a la que se denomind area negativa y que resulté coincidente con la region de
membrana que recubre el huso meibtico y por la cual el espermatozoide no se fusiona
con el ovocito (Cohen et al., 1996; Rochwerger et al., 1992). De este modo, mientras la
proteina CRISP1 estaria localizada en la region fusogénica del espermatozoide, sus
sitios complementarios se localizarian en la regién fusogénica del ovocito. Estos
resultados representaron una importante contribucion al campo de la fusién de gametas
ya que constituyeron la primera evidencia de la existencia de sitios especificos para
una proteina del espermatozoide en la superficie del ovocito de mamiferos. Posteriores
resultados indicaron que CRISP1 se asociaria a la membrana del espermatozoide con
dos afinidades diferentes, dando lugar a la existencia de dos poblaciones sobre la
gameta: una poblacion mayoritaria, asociada débilmente por interacciones idnicas y
que se libera de la célula durante el proceso de capacitaciéon, y una poblacion
fuertemente unida por un mecanismo aun desconocido, que corresponde a la proteina
que migra al segmento ecuatorial y que participa en el proceso de fertilizaciéon (Cohen
et al., 2000b).

El analisis de la secuencia de CRISP1 revel6 que la misma presentaba una
significativa homologia con otras dos proteinas epididimarias: la proteina AEG de ratén
(Haendler et al., 1993; Mizuki and Kasahara, 1992) y la proteina ARP/hCRISP1 de
humano (Hayashi et al., 1996; Kratzschmar et al., 1996). Resultados de nuestro
laboratorio indican que, al igual que CRISP1 de rata, las proteinas de ratén y humano
también participan en el proceso de fusion de gametas a través de sitios de unién en la
superficie de los respectivos ovocitos (Cohen et al., 2000a; Cohen et al., 2001).
Posteriores estudios de nuestro grupo revelaron que, ademas de su rol en el proceso
de fusiéon de gametas, CRISP1 también participaria en la etapa previa de interaccién
espermatozoide-ZP, mas especificamente en la primera etapa de unién a la ZP a
través de su interaccién con sitios complementarios presentes en la ZP tanto de
roedores (Busso et al., 2007a), como de humano (Tesis Doctoral Dra. Julieta Maldera).
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Mientras se ha encontrado que el dominio CRD de varias proteinas CRISP presenta la
capacidad de regular canales iénicos (Gibbs et al., 2006; Guo et al., 2005), resultados
de nuestro laboratorio utilizando la proteina recombinante expresada en bacterias, asi
como fragmentos recombinantes y péptidos sintéticos, indican que el dominio N-
terminal contendria el sitio por el cual CRISP1 se une a la membrana plasmatica del
ovocito (Ellerman et al., 2006). Mas aun, hemos encontrado que dicha actividad reside
en una regién de sélo 12 aminoacidos que corresponde a una secuencia consenso
compartida por todas las proteinas CRISP denominada Signature 2 (S2) (Ellerman et
al., 2006). Por su parte, nuestras observaciones indican que la capacidad de CRISP1
de interactuar con la ZP no residiria en una region especifica de la molécula sino que
dependeria de la conformacion de la misma (Busso et al., 2007a). En conjunto, no sélo
habria dos poblaciones de CRISP1 sobre el espermatozoide, sino también dos
dominios en la molécula con dos actividades diferentes. En base a lo expuesto, es
posible que mientras la capacidad de unirse al ovocito se encuentre asociada a la
proteina fuertemente unida y resida en el dominio PR-1, la proteina CRISP1
débilmente unida al espermatozoide cumpla un rol en el proceso de capacitacion
regulando canales ionicos a través del dominio CRD. Recientes resultados indican que
la poblacion de CRISP1 débilmente unida al espermatozoide se asociaria a través de
la formacion de un complejo entre la proteina y el Zinc (Maldera et al., 2011), mientras
que la poblacién fuertemente unida, lo haria a través de la transferencia de CRISP1
desde unas vesiculas denominadas epididimosomas presentes en el fluido

epididimario (Tesis doctoral Julieta Maldera).

La generacion de animales KO para la proteina CRISP1 indic6 que si bien los
animales KO para CRISP1 eran fértiles, los espermatozoides presentaban una
marcada disminucién en el nivel de fosforilacion de proteinas en tirosina, evento clave
dentro del proceso de capacitacion de los espermatozoides, como asi también una
disminucion significativa en su capacidad de interactuar con la ZP y fusionarse con el
oolema, consistente con los roles propuestos para CRISP1 en el proceso de
fertilizaciéon (Da Ros et al,, 2008). Asimismo, la exposicion de ovocitos a
espermatozoides KO en presencia de diversas proteinas CRISP disponibles en el
laboratorio indic6 que, ademas de CRISP1, otras proteinas homoélogas estarian
cooperando con CRISP1 para garantizar el éxito de la fertilizacion, siendo CRISP2 por
su homologia la candidata méas probable a compensar CRISP1 en la etapa de fusion.
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CRISP2

Esta proteina fue inicialmente descubierta como el mayor auto-antigeno en ratones a
los que se les habia practicado una vasectomia (Hardy et al., 1988), enfatizando
nuevamente la alta antigenicidad de las proteinas CRISP. Inicialmente conocida como
Tpx-1, es una proteina de origen testicular la cual se ha localizado en al menos tres
regiones del espermatozoide: en la superficie de los espermatocitos donde se cree
actlia como una proteina de adhesién entre los espermatocitos y las células de Sertoli
(Maeda et al.,, 1998), en la parte externa de la vaina fibrosa del flagelo del
espermatozoide maduro (O'Bryan et al., 2001), y como un componente del acrosoma
espermatico (Foster and Gerton, 1996). En la cola, se encontr6 que la proteina
interactta con una MAP quinasa (MAP kinase kinase kinase 11 (MAP3K11)), y que
tiene la capacidad de regular el flujo de calcio a través de canales rianodinicos,
sugiriendo su participacion en las vias de sefalizacidn, si bien ain no se comprende
exactamente cudl es su funcién (Gibbs and O'Bryan, 2007). En ese sentido, se han
encontrado dos nuevas proteinas que interacttan con CRISP2 en la cola y
participarian en las vias de sefializacion, la proteina gametogenetina 1 (Jamsai et al.,
2008) y la proteina SHTAP (Jamsai et al., 2010). Siendo un componente del
acrosoma, se cree que se expone durante la reaccion acrosomal. En nuestro
laboratorio hemos observado que CRISP2, al igual que CRISP1, estaria involucrada
en el proceso de fusion de gametas a través de su union a sitios complementarios en
el ovocito (Busso et al., 2005; Busso et al., 2007b). Mas aun, estudios de competencia
indicaron que CRISP2 se uniria a los mismos sitios que CRISP1 en el ovocito (Busso
et al., 2007b) y, muy posiblemente, por el mismo mecanismo, ya que exhibe sélo dos
aminoacidos diferentes en su Signature 2 respecto al de CRISP1, sugiriendo la
existencia de una cooperacion funcional entre ambas proteinas con el fin de garantizar
el éxito de la fertilizacion (Da Ros et al, 2008). Basados en los ensayos de estudio
para la fertilidad con la proteina CRISP1 y, considerando las funcién de CRISP2
durante la interaccion de gametas, se evalud la posibilidad de que la generacion de
anticuerpos contra esta proteina pudiera servir como un método de anticoncepcion,
observando que CRISP2 no fue capaz de disminuir la fertilidad, muy probablemente
debido a su localizacién intra-acrosomal (Weigel et al., 2012).
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CRISP3

A diferencia de CRISP1 y CRISP2, la proteina CRISP3 no se encuentra presente en el
genoma de la rata y tiene un amplio rango de expresion con una deteccién principal en
neutréfilos, glandulas salivales, en el epitelio secretor de todo el tracto reproductor
masculino, desde el testiculo hasta la préstata y en espermatozoides humanos. Esta
proteina fue originalmente caracterizada como SG28 (28-kDa), un componente
especifico de granulos de neutréfilos (Udby et al., 2002b; Udby et al., 2002a) vy,
posteriormente, caracterizada como un componente importante de los fluidos
prostéticos en caballos y vacas (Topfer-Petersen et al., 2005). Se han llevado a cabo
considerables estudios para determinar si alguno de los polimorfismos detectados para
esta proteina en caballos correlaciona con el éxito reproductivo (Hamann et al., 2007;
Schambony et al., 1998a; Schambony et al., 1998b). En ese sentido, se demostré que
CRISP3 es el principal componente del fluido prostatico que inhibe la interaccion de
los neutrofilos con los espermatozoides y, por lo tanto, se especula que su presencia
podria contribuir a la proteccion de los espermatozoides del ataque inmunoldgico en el
tracto reproductivo femenino (Bjartell et al., 2006). Mas aun, existen resultados que
demuestran que los niveles de CRISP3 estan elevados en el suero sanguineo de
pacientes con cancer prostatico, sugiriendo que podria utilizarse como un biomarcador
de esta enfermedad (Udby et al., 2005). Recientemente, se encontré6 que CRISP3
estria unida a la glicoproteina a1B en el suero, postulandose que esta interaccién
podria enmascarar a CRISP3 del sistema inmune, protegiéndola del ataque de
macroéfagos, o bien que podria cumplir alguna otra funcién aun desconocida (Udby et
al., 2010).

CRISP4

El gen de esta proteina no ha sido encontrado en humanos y fue descubierto en
roedores durante la secuenciacién completa del genoma (Jalkanen et al., 2005). La
comparacion de secuencias sugiere que este gen representaria el ortélogo de Crisp1
en humanos, y que el gen Crisp1 podria ser en realidad un ortélogo del Crisp3 en
ratones (Nolan et al., 2006). Esta proteina se expresa solamente en el epididimo y
asociandose a la region dorsal de la cabeza de los espermatozoides durante la
maduracién (Jalkanen et al., 2005). Recientemente, se ha demostrado que CRISP4
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regula el canal espermatico TRPM8, y cumple una funcién en la regulacion de la
reaccion acrosomal inducida por progesterona (Gibbs et al., 2011; Martinez-Lopez et
al., 2011) como asi también en la unién de los espermatozoides a la ZP (Turunen et
al., 2012), siendo la proteinas mas probable a compensar la ausencia de CRISP1 en
ratones KO para esta proteina durante esta etapa . El hecho de que CRISP4 pudiera
ser una duplicacién de CRISP1 y la alta homologia entre todas las proteinas CRISP,
abre la posibilidad de que las mismas hayan aparecido durante la evolucién por
duplicacion de genes. Si este fendbmeno hubiera ocurrido en una etapa inicial en la
evolucion de los vertebrados, habria llevado a la aparicion de CRISP 1, 2 y 3, mientras
que un suceso de duplicacion posterior podria haber originado la aparicion de la cuarta
proteina CRISP sdlo en roedores.

Proteinas GLIPR1

La segunda familia mejor caracterizada dentro de la superfamilia CAP en mamiferos,
es la familia de proteinas GLIPR1. Estas proteinas fueron originalmente llamadas
“Proteinas Relacionadas con Testiculo, Vespid y Patogénesis relacionado-1 (RTVP1)".
Al igual que las CRISP, las GLIPR1 son una familia multigénica que consta de tres
genes en la mayoria de las especies, y de cuatro en el raton. El analisis filogenético
muestra que las GLIPR1 de mamiferos forman un solo cluster de genes compuesto
por tres subclades distintos (Figura 13): GLIPR1, GLIPR1-tipo1 (GLIPR1L1), y
GLIPR1-tipo 2 (GLIPR1L2). GLIPR1-tipo 3 (GLIPR1L3) se encontraria Unicamente en
el ratén y seria una duplicacién de Glipr1/1, segun lo observado al analizar ESTs de
esta especie (Ren et al., 2006). Estos genes en humano se agrupan en el cromosoma
12921, mientras que los de ratén se localizan en el cromosoma 10D1 (Ren et al.,
2006). Cada uno de los genes humanos y de ratén tiene en su regidbn promotora
elementos respondedores al factor de transcripcion p53 (Ren et al., 2006; Ren et al.,
2002). Los andlisis gendmicos identificaron probables ortélogos de Glipr1, Glipr1l1y
Glipr1/2 en muchos grupos taxonémicos que van desde peces teledstos a pollos.

El primer gen Glipr1 fue identificado luego de un estudio en el cual se buscaban los
genes mas expresados en la forma mas agresiva de cancer de cerebro humano, el
glioblastoma multiforme/astrocitoma, y en lineas celulares de glioma (Murphy et al.,
1995; Rich et al., 1996). El transcripto de este gen no fue identificado en otras lineas
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de cancer neuronal o en cerebro sano, lo que sugiere que la expresién de Glipr1 es
derivada de la célula en la cual se originé el cancer y, como tal, puede ser importante
para dicha patogénesis. El mismo gen pero denominado RTVP-1, fue identificado mas
adelante en lineas celulares de cancer de préstata, observandose que podia ser
regulado por p53 y proteinas proapoptéticas (Ren et al., 2002). Contrariamente a lo
observado en el glioblastoma, en el cancer de préstata, la regulacién de Glipr1 fue
negativa (Ren et al., 2004). Posteriormente a estos estudios, la expresién génica de
Glipr1 humano fue observada en el rindn fetal y en multiples tejidos en adultos (Ren et
al., 2006; Rosenzweig et al., 2006). RT-PCR cuantitativas mostraron que la expresion
de Glipr1 fue mayor en el pulmén, seguido por los testiculos, médula 6sea, préstata,
vejiga, y rindn (Ren et al., 2006). Glipr1l1 se expresa casi exclusivamente en los
testiculos, con pequefias cantidades en la vejiga (Ren et al., 2006). De manera similar
a Glipr1, Glipr1/2 tiene una amplia expresién con niveles més altos en los testiculos y
los niveles mas bajos en rifidn, prostata, pulmén, vejiga y médula 6sea (Ren et al.,
2006).

En cuanto a las proteinas, cada grupo de GLIPR1 tiene claras diferencias en su
extremo C-terminal, y dentro de esta familia se encuentran los Unicos dos miembros
(GLIPR1 y GLIPR1L2) entre todas las proteinas CAP de mamiferos que poseen un
dominio transmembrana predicho (Ren et al., 2006), por el cual se podria anclar la
proteina a las membranas. Ademas, es interesante mencionar que GLIPR1L2 tendria
un dominio rico en glutamato (Ren et al., 2006), cuya funcion es desconocida (Figura
13). La localizacion celular de las proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en los seres
humanos es actualmente desconocida. Del mismo modo, si bien los perfiles de
expresion de los genes de estas proteinas no han sido completados en ratén, los
datos de EST son consistentes con lo descripto en el humano. En cuanto a las
proteinas de raton, un trabajo realizado en “rafts” de espermatozoides reveld que,
posiblemente, GLIPR1L1 y GLIPR1L2 se encuentren presentes en estas regiones
lipidicas de membrana (Sleight et al., 2005).
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Figura 13: Comparacion de la estructura secundaria de las tres GLIPRs. Esquema de
GLIPR1, GLIPR1L1 y GLIPR1L2 con sus dominios conservados. Signature 1 (S1) y Signature 2
(S2), TM, dominio transmembrana y ERD dominio rico en glutamato.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento en cuanto al rol de las
proteinas CAP en reproduccién, el presente trabajo ha tenido dos objetivos principales
que se detallan en la proxima seccion.
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El objetivo general de esta Tesis de Doctorado ha sido aportar nuevos conocimientos
sobre los mecanismos moleculares involucrados en la interaccién entre el
espermatozoide y el ovocito mediante la identificacidén de nuevos mediadores de este
proceso. Para ello, los estudios realizados se han centrado en las familias de proteinas
CRISP y GLIPR1, miembros de la superfamilia CAP.

Obijetivo 1-ldentificacion de proteinas CRISP en el tracto reproductor femenino y
su participacion en el proceso de fertilizacion

Tal como se mencionara anteriormente, en mamiferos, se han caracterizado cuatro
miembros de la familia de proteinas CRISP: CRISP1 de expresion epididimaria,
CRISP2 de expresion testicular, CRISP3, que se expresa en diferentes glandulas de
secrecidn exocrina, y CRISP4 también de origen epididimario. Existen numerosas
evidencias acerca de la presencia de proteinas CRISP en el tracto reproductor
masculino, como asi también sobre su participacion en el proceso de interaccion de
gametas. Por el contrario, si bien se ha descripto la existencia de un miembro de la
familia CRISP presente en el tracto reproductor femenino de Xenopus (Olson et al.,
2001), se desconoce aun la posible presencia de proteinas CRISP en el tracto

reproductor femenino de mamiferos.

En base a ello, el primer objetivo de esta Tesis ha sido investigar la presencia de
alguna de las proteinas CRISP en el tracto reproductor femenino de mamiferos,
como asi también, su posible rol en el proceso de fertilizacion.

Objetivo 2- Presencia de proteinas GLIPR1 en el tracto reproductor y su
participacion en el proceso de fertilizacion

Como se indicara en la introduccion, la secuenciacion de pequefios péptidos
provenientes de proteinas presentes en “rafts” de membrana de espermatozoides de
raton revel6 la posible presencia de dos proteinas desconocidas (Sleight et al., 2005),
las cuales, por comparacién de secuencias, podian pertenecer a la familia de
proteinas GLIPR1. Teniendo en cuenta la participacién de las proteinas CRISP en el
proceso de fertilizacién y la gran homologia de secuencia entre los miembros de las
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familias GLIPR1 y CRISP, nuestra hipétesis es que, ademas de las proteinas CRISP,
las proteinas GLIPR1 podrian estar interviniendo en el proceso de fertilizacién con el
fin de garantizar el éxito de este importante proceso reproductivo.

En base a lo expuesto, el segundo objetivo de esta tesis ha sido la caracterizacion
de las proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2, y el estudio de su participacion en el
proceso de fertilizacion.
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Animales

Para los ensayos descriptos en esta Tesis, se utilizaron ratas de la cepa Sprague-
Dawley y Wistar (machos adultos de 3 a 12 meses y hembras prepuberes de 26 a 29
dias de edad), ratones de la cepa CF1 (machos adultos de 3 a 12 meses) y ratones de
la linea KO para CRISP1 (machos adultos de 3 a 12 meses y hembras de entre 45 y
90 dias). Cabe aclarar que los ratones KO para CRISP1 fueron generados en nuestro
laboratorio y presentan un “background” hibrido C57BL/6N x 129/SvEv.

Todos los animales fueron mantenidos en el bioterio del Instituto de Biologia y
Medicina Experimental (IBYME), con alimento y agua ad libitum, y con un ciclo de 12
hs de luz 'y 12 hs de oscuridad. Los experimentos con animales fueron llevados a cabo
siguiendo la “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” publicada por NIH
(Bethesda, MA, Estados Unidos).

Proteina CRISP1 nativa

La proteina CRISP1 utilizada en este trabajo fue purificada de acuerdo a lo descripto
por Garberi y colaboradores (1979; 1982) con pequefias modificaciones. Brevemente,
la purificacion incluye la precipitacion del citosol epididimario con (NH4),SO4, seguido
de una cromatografia de afinidad en una columna de Sepharosa-Concanavalina A
(Pharmacia LKB, Uppsala, Suecia) y un paso final de cromatografia de intercambio
ionico en DEAE-celulosa (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, Estados Unidos).
Cuando la preparacion obtenida es sometida a electroforesis y tincion con plata, sélo
se detectan las bandas correspondientes a CRISP1.

Proteina CRISP3 nativa

La proteina CRISP3 utilizada en este trabajo fue donada gentilmente por el grupo del
Dr Topfer-Petersen, y purificada del caballo de acuerdo a lo descripto por Schambony
y colaboradores (1998).

Expresion de proteinas recombinantes CRISP1 y MBP

La expresion de la proteina recombinante CRISP1 fue producida a partir de la
secuencia codificante de CRISP1, que fue clonada anteriormente en nuestro
laboratorio (Ellerman et al., 2002) en el vector de expresion pMAL-C2 (New England
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Biolabs, EEUU), a partir de una biblioteca de ADNc de epididimo de rata en Agt11,
cedida por el Dr. D. Hamilton (Universidad de Minnesota, EE.UU.). Dicho sistema
produce una proteina de fusién con la proteina unidora de maltosa “MBP” (“maltose
binding protein”). La expresién de la proteina MBP fue realizado utilizando el plasmido
comercial (New England Biolabs) pMAL-C2, sin inserto.

Tanto en el caso de la proteina recCRISP1 como MBP, los plasmidos respectivos
fueron utilizados para transformar bacterias E. coli BL21, las cuales fueron crecidas a
37°C en LB-ampi 2% glucosa hasta una DOgynm =0,5 y, luego de la adicion de IPTG
0,1mM, incubadas durante 4-5 h a 26°C. Las bacterias fueron cosechadas por
centrifugacion durante 20 minutos (min) a 4000 x g, resuspendidas en buffer 20 mM
Tris (pH 7,4), 1M NaCl, 1mM EDTA, vy, finalmente, sonicadas. La suspensién final fue
centrifugada durante 30 min a 12000 x g, y el sobrenadante pasado por una columna
de resina amilosa equilibrada con 20 mM Tris (pH 7,4), 1M NaCl, 1 mM EDTA,
eluyéndose la proteina de fusidén con maltosa 10mM. Las fracciones conteniendo el
eluido fueron analizadas por DOyg 0 por Bradford, y luego dializadas 24 h contra H,O
y liofilizadas.

Generacion de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 recombinantes

Las secuencias correspondientes al mARN total de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 de
raton dentro del vector pGEX (GE Healthcare Life Sciences, EEUU) fueron
cedidas por el Dr. P. Visconti (Universidad de Massachssetts, EEUU). Estos
vectores fueron usados como templado para obtener las secuencias mediante
PCR, las cuales se prepararon a partir de 1 pg/ul de la solucion madre de cada
vector diluida 50 veces en agua. A partir estos moldes, fueron realizadas las
PCRs, y los productos separados por electroforesis en geles de agarosa 1 %. Se
utilizé la polimerasa “Taq” (Promega) y el siguiente programa de ciclado: 5 min a
94°C; 1 min a 94°C, 1 min a 60°C y 1,5 min a 72°C por 30 ciclos; 5 min a 72°C. El
producto de PCR fue chequeado mediante la secuenciacion del mismo utilizando
los primers para su amplificacion y, una vez chequeado, 1ul del producto de PCR
fue introducido dentro del vector pTOPO (Invitrogen, EEUU) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Subclonado del ADNc de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 al vector pGemT

El ADNc de longitud completa de ambas proteinas fue amplificado por PCR como
se describiera anteriormente para cada uno de los clones dentro de pTOPO,

utilizando en ambos casos primers que contienen las secuencias de enzimas de

54



Materiales y Métodos

restriccion, BamHI y Hindlll en el extremo 5y 3", respectivamente. Ambos
fragmentos amplificados fueron concentrados mediante precipitacion con etanol,
digeridos con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, y purificados mediante
las columnas Wizard PCR (Promega). Obtenidos asi los fragmentos, los mismos
fueron luego ligados al vector pGemT previamente digerido con las enzimas
utilizadas para los fragmentos.

Bacterias DH5a competentes fueron transformadas con el producto de la ligacion,
y la presencia del plasmido en las colonias resultantes fue analizada mediante la
purificacion del ADN plasmidico y separacién del mismo por electroforesis en gel
de agarosa. Posteriormente, el plasmido obtenido de diferentes colonias fue
digerido con las enzimas BamHI y Hindll, y sometido a electroforesis en agarosa
1%, para evaluar la presencia del inserto.

Para el caso del subclonado al vector pET-28c, la estrategia se realizé del mismo
modo que el subclonado en el vector pGemT, utilizando este ultimo vector como

fuente de las secuencias a subclonar en el pET.
Expresion de pET-28c GLIPR1L1 y pET-28c GLIPR1L2

Los plasmidos pET provenientes de colonias independientes fueron utilizados
para transformar bacterias competentes de la cepa BL21 (pLYS S). Colonias
aisladas de bacterias BL21 transformadas con pET-28c fueron crecidas en LB-
Kan a 37°C durante toda la noche. Con el fin de evaluar la expresion de las
proteinas recombinantes y la capacidad de induccibn de las bacterias
transformadas, el cultivo saturado fue diluido 1:100 en LB-Kan y crecido hasta una
DOgoonm=0.5, momento en que fue dividido en dos fracciones, una de las cuales
recibio IPTG (0,3-1 mM) durante 2-3 hs (a 27 o 37°C), mientras que la otra fue
utilizado como control. Posteriormente, las bacterias fueron colectadas mediante
centrifugacion por 10 min a 12000 rpm y el pellet resuspendido en buffer de
siembra (50 mM Tris pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 0.1% Azul de bromofenol),
analizandose la expresion de las proteinas recombinantes mediante electroforesis

en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Purificacion de las proteinas recombinantes pET-28cGLIPR1L1 y pET-28cGLIPR1L2

Ambas construcciones recombinantes fueron crecidas a 37°C en LB-Kan 2%
glucosa hasta una DOgynm =0.5, y, luego de la adicién de IPTG 0.3mM, fueron
incubadas durante 5 hs a 27°C. Las bacterias asi inducidas fueron concentradas
por centrifugacion durante 20 minutos a 4000 x g, y el pellet resuspendido en

55



Materiales y Métodos

buffer de lisis (8 M urea; 0.1 M NaH2PO4; 0.01 Tris-Cl, pH 8.0), seguido de
sonicaciéon. Esta suspension fue agitada durante 10 minutos en hielo vy
centrifugada a 8000 x g durante 20 minutos. El sobrenadante fue nuevamente
centrifugado durante 30 min a 12000 x g para clarificarlo, y luego pasado por una
columna de resina de niquel (NINTA his, Novagen, EEUU), la cual une residuos
polihistidina presentes en las proteinas recombinantes generadas. La resina fue
equilibrada (previa y posteriormente al agregado de las proteinas recombinantes)
con el buffer de lisis a pH 8.0, sometido a lavado con buffer de lisis pH 6.3, y las
proteinas recombinantes eluidas con el mismo buffer a pH 5.9 y pH 4,5. Las
fracciones conteniendo el eluido fueron dializadas 24 hs contra PBS, bajando la
concentracion de urea 8M hasta 0,015625M. Considerando que luego de la
eluciéon tanto recGLIPR1L1 como recGLIPR1L2 no salen con el nivel de pureza
deseado, se agregd un paso mas de purificacion, por el cual las proteinas
recombinantes fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida
nativo, y recuperadas del gel mediante elucion pasiva, método detallado mas
adelante. Por dltimo, las proteinas recuperadas por elucion pasiva fueron
dializadas contra una solucion con la composicion salina del medio utilizado para
ensayos de fertilizacidbn in vitro de raton y concentradas por liofilizacion.
Alternativamente, las proteinas fueron dializadas contra H,O y luego liofilizadas.
En todos los casoa, las proteinas quedan guardadas a -20°C hasta su utilizacién.

Anticuerpo anti-CRISP1

El anticuerpo policlonal anti-CRISP1 (concentracién: 7,2 mg/ml) fue desarrollado
mediante la inmunizacién de conejos con la proteina epididimaria de rata CRISP1
purificada tal como se describiera anteriormente (Kohane et al., 1983).

Suero anti-CRISP2

El suero anti-CRISP2 (concentracion: 3 mg/ml) fue desarrollado mediante la
inmunizacién de ratas con la proteina de fusion recombinante MBP-CRISP2 (Weigel et
al., 2012).
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Anticuerpo anti-hGLIPR1L1

El anticuerpo policlonal anti-hGLIPR1L1 (concentracion: 1 mg/ml) fue desarrollado
contra la proteina humana recombinante en raton por la compania Abnova (Catalog # :
H00256710-B0O3P).

Anticuerpo anti-hGLIPR1L2

El suero anti-hGLIPR1L2 fue desarrollado contra la proteina humana recombinante en
raton por la compania Abnova (Catalog # : H0O0144321-B01).

Anticuerpos comerciales

Para los ensayos descriptos en este trabajo se utilizaron diversos anticuerpo
comerciales que se detallan a continuacién: anti-His tag (Sigma), este anticuerpo fue
utilizado para inmunodetectar a las proteinas de fusién conteniendo dicha molécula
(GLIPR1L1 y GLIPR1L2 recombinantes); anti-Btubulina (clone D66, Sigma) y Anti-
beta Actina antibody (clone AC-15, abcam), estos anticuerpos fueron utilizados en
ensayos de Western blot para detectar la presencia de tubulina y actina
respectivamente, en distintas preparaciones como control de siembra y IgG de conejo
normal (5 mg/ml, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EEUU) el cual fue

utilizado como control negativo en algunos experimentos.

Generacion de IgG de rata normal, y anticuerpos anti-recGLIPR1L1 y anti-

recGLIPR1L2

Los IgG control y los anticuerpos contra GLIPR1L1 y GLIPR1L2 se obtuvieron po la
inmunizacién de ratas Wisar con las proteinas recombinantes y posterior purificacion,

tal como se describe a continuacion:
Inmunizacion

Las ratas fueron inmunizadas 3 veces (separada la primera de la segunda por tres
semanas Yy luego cada dos semanas, ver esquema del capitulo 2) con 80 ug de
cada una de las proteinas recombinantes. Cada inyeccién se prepar6 disolviendo
las proteinas en 300 pl de solucidn fisioldgica, realizando luego una emulsién con
un volumen igual de adyuvante completo de Freund (ACF) para la primera
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inyeccién, y con adyuvante incompleto de Freund (AIF) para las restantes. Se
administraron 300 pl de la emulsion en forma subcutanea en la region dorsal y

300 pl en forma intramuscular en un miembro trasero.
Obtencion y almacenamiento de los sueros

Previo a las inmunizaciones fueron realizados los primeros sangrados, a partir de
los cuales se obtienen los sueros normales. Para la obtencién de los sueros, las
ratas fueron anestesiadas y sangradas a blanco por punciéon cardiaca. Se
extrajeron entre 5 y 10 ml de sangre por animal, utilizdndose jeringa y aguja N°
21. La sangre se incubd durante 30 minutos a 37°C, para favorecer la
coagulaciéon, y luego durante 16 hs a 4°C. Los sueros fueron separados del
coagulo por centrifugacién durante 15 minutos a 1700 rpm a 4 °C, y luego
fraccionados y almacenados a —20°C.

Purificacion de los sueros

Con el fin de obtener la fraccidn IgG de los sueros se utilizé una columna HiTrap
Protein G HP (GE Healthcare, Life Sciences, EEUU), a través de la cual se
pasaron los sueros con la ayuda de una bomba peristaltica. Las fracciones 1Gs
fueron obtenidas por pasaje del buffer de elucién provisto por el fabricante (0,1M
glicina-HCI pH 2,7). Las IgG aisladas a partir de los sueros preinmunes,
corresponden a las denominadas IgGs de rata normal.

Separacion electroforética de las proteinas

La separacion electroforética de las proteinas se llevé a cabo utilizando geles de
poliacrilamida al 7,5%-15% y de 1,5 mm de espesor, ya sea nativos (Hames 1981) o
desnaturalizantes conteniendo SDS (Laemmli 1970) para los geles. Las muestras
fueron diluidas, ya sea en buffer de siembra (Tris-HCI 50 mM pH 6,8 conteniendo 10%
glicerol y azul de bromofenol) sin SDS, o diluidas y hervidas durante 8 min en buffer de
siembra con 2% SDS. En algunos casos, las muestras fueron hervidas ademas en
presencia de 70 mM B-mercaptoetanol. Las corridas se realizaron bajo condiciones de
corriente constante (25 mA por gel) a temperatura ambiente.
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Tincion de proteinas en geles

Azul de Coomasie: una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron sumergidos
y agitados en Azul de Coomasie R250 (CBB) (0,25% en 45% metanol, 10% acido
acético) durante 2 h a temperatura ambiente. El exceso de colorante fue eliminado
mediante sucesivas incubaciones en destefnidor (50% metanol, 10% acido
aceético).

Nitrato de plata: los geles fueron fijados durante 1 h en una solucién 40% metanol-
10% acido acético, y sometidos a dos incubaciones de 30 min en 10% etanol 5%
acido acético y a una incubacion de 10 min en 0,1% K,Cr.0O, 0,03% HNO; Luego
de tres lavados con agua, los geles fueron incubados durante 30 min con 0.2%
AgNQO; y lavados con agua durante 10 min. El revelado se inici6 mediante una
incubacién de 30 segundos con 3% Na,CO3, 0,02% formaldehido, seguida de una
segunda incubacién hasta la apariciéon del color. La reaccion se finalizé con el

agregado de acido acético al 5%.

Para su conservacion, los geles tefiidos con cualquiera de las dos técnicas fueron

secados mediante vacio y calor, sobre un papel de filtro.

Transferencia a nitrocelulosa

Una vez finalizada la separacion electroforética, las proteinas fueron
electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa siguiendo la técnica descripta por
Towbin y colaboradores (1979). La transferencia fue realizada en buffer Tris 25 mM,
Glicina 192 mM, metanol 20%, a 4°C a voltaje constante durante toda la noche (35 V),
o durante una hora (100 V). Previo al Western blot, las membranas fueron tefidas con
rojo Ponceau para visualizar la correcta transferencia de las proteinas. Para ello, las
membranas fueron incubadas durante 5 min en Ponceau 0,1% en acido acético 5%, y

el exceso de colorante removido mediante lavados con agua desionizada.

Western blot

Para la deteccion inmunoldgica de las proteinas mediante la técnica de Western blot,
las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con una solucién de leche en polvo
descremada 2% en PBS Tween 20 0,1% (PBS-Tween), seguida de una incubacién
con el anticuerpo primario correspondiente en PBS-Tween a la correspondiente
dilucion. Luego se realizaron 3 lavados con PBS-Tween y las membranas fueron
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incubadas con anti-IgG de la especie en la que se produjo el anticuerpo primario,
acoplado a peroxidasa (Vector Laboratories, Burlingame, CA, Estados Unidos), diluido
1:4000 en PBS-Tween. Finalizada la incubacion, las membranas fueron lavadas
nuevamente. Con el fin de eliminar el Tween 20, se realiz6 un lavado adicional con
PBS. Por ultimo, las bandas reactivas fueron visualizadas por quimioluminiscencia
utilizando el kit comercial “ECL plus” (Amersham Life Science, Oakville, ON, Canada).
Las membranas con el reactivo de quimioluminiscencia fueron expuestas a placas
AGFA durante pocos minutos, y luego reveladas por pasajes sucesivos en soluciones
de revelador, lavado y fijador. Todas las incubaciones fueron realizadas por un periodo
de 60 min a temperatura ambiente con agitacién. En la inmunodeteccién de proteinas
recombinantes, tanto el bloqueo como las incubaciones con los anticuerpos fueron
realizados en presencia de un extracto proteico de bacterias E. coli con el fin de

competir con sitios de union inespecifica.

Elucidn pasiva de proteinas de un gel

Las bandas escindidas de un gel fueron colocadas en tubos de centrifuga, al cual se le
agreg6 0,5-1 ml de buffer de elucion (50mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, y 0,1 mM EDTA;
pH 7,5) por calle, de manera que las mismas quedaron totalmente sumergidas. A
continuacion, las bandas fueron cortados con un bisturi en trozos lo mas pequefnos
posibles que fueron presionados contra las paredes del tubo con un mortero, y los
tubos sometidos a agitacion a 30°C, 24 hs con el fin de facilitar la elucién de las
proteinas. Al dia siguiente, las suspensiones fueron centrifugadas a 10000 x g por 10

minutos y separando cuidadosamente el sobrenadante, conteniendo las proteinas.

Preparacion de citosoles de 6rganos de rata y de ratén

Para la preparacién de citosoles de los distintos érganos, los citosoles fueron extraidos
de animales previamente sacrificados, e inmediatamente colocados en hielo. Los
organos fueron disgregados en frio, mediante cortes con tijeras, hasta obtener una
preparacion homogénea. Posteriormente, fueron agregados 1.5 volumenes de una
solucién Tris 50 mM, pH 7.4 conteniendo 0.2 mM de PMSF, completandose la
homogeneizacién mediante la utilizacion de un homogeneizador Polytron. Finalmente,
la preparacion resultante fue centrifugada durante 20 min. a 10000 x g y el
sobrenadante centrifugado nuevamente durante 60 min. a 105.000 x g a una

temperatura de 4°C, con el fin de obtener la fraccién correspondiente al citosol de cada
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muestra. Las fracciones obtenidas se dializaron contra 100 volimenes de una solucion
de Tris 50 mM, pH 6.8, y la concentracion proteica de las muestras se determiné como

se describe a continuacion.

Cuantificacion de proteinas

En todos los casos, la concentracion proteica de las muestras se determiné utilizando
el reactivo “Protein Assay” (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, Estados Unidos).
Para ello se realiz6 una curva midiendo la absorbancia (620 nm) de una proteina
estandar a concentracién conocida (0 a 10 mg/ml), la cual fue utilizada como patrén

para calcular la concentracion de la muestra al medir su absorbancia (620 nm).

Obtencidn y preparacion de gametas

Ovocitos

Las hembras de rata (prepuberes 26-29 dias) y raton (entre 2 y 4 meses) fueron
superovuladas con una inyeccién de gonadotrofina coridnica equina (eCG) (20U
en rata, 5U en raton) (Syntex), seguida, a las 48 -72 h, por una inyeccion de
gonadotrofina coriénica humana (hCG) (25U en rata, 5U en ratén) (Sigma). Las
hembras fueron sacrificadas a las 12-15 h luego de la inyeccién de hCG, y ambos
oviductos fueron extraidos cuidadosamente y colocados en el medio de
capacitacion de espermatozoides correspondiente a cada especie; el medio
denominado “Rat Fertilization Médium” (RFM) (Kaplan and Kraicer, 1978) para los
ovocitos de rata, y el medio Fraser y Drury para los de ratén (Fraser and Drury,
1975). Los complejos ovocito-cumulus (COCs) fueron obtenidos mediante puncion
de la ampulla. En los casos en que se requirieron ovocitos sin cumulus, los
mismos fueron tratados con hialuronidasa 0,1% (type IV, Sigma) a temperatura
ambiente, para la disociacién de las células del cimulus. Para la remocion de la
ZP, los ovocitos fueron sometidos a un tratamiento con solucién acida de Tyrode
(pH 2,5) durante 10-20 segundos. Luego de cada tratamiento, los ovocitos fueron
rapidamente lavados en el medio correspondiente, y utilizados en los diferentes

ensayos.
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Espermatozoides de raton

Para la obtencion de espermatozoides epididimarios de las distintas especies
utilizadas, los animales adultos fueron anestesiados, y cada epididimo expuesto a
través de un corte efectuado en la region escrotal. Los 6rganos fueron liberados
de grasa y sangre, manteniéndose permanentemente humedecidos con solucién
fisioldgica. La obtencion de espermatozoides de ratén se realiz6 en el medio de
Fraser y Drury (Fraser y Drury, 1975), suplementado con 0,3% BSA. Los
espermatozoides fueron obtenidos del cauda epidimario, colocado en una gota de
300 pl de medio equilibrado, bajo aceite de parafina

Capacitacion de espermatozoides de raton

La capacitacion fue llevada a cabo en gotas de 300 pl de medio bajo aceite a una
concentracién final de 0,1-1 x 10’ espermatozoides /ml, los cuales fueron
incubados por un periodo de 90-120 min a 37°C y 5% CO, en una estufa con
gaseo automético. La concentracion de espermatozoides se determiné mediante

la utilizacién de un hemocitémetro.

Espermatozoides humanos

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

donacién de la muestra.
Capacitacion de espermatozoides humanos

Luego de la licuefaccion, el semen fue diluido con 6 vol de medio Biggers,
Whitten, Whittingham (BWW) (Biggers et al, 1971). Los espermatozoides fueron
centrifugados 10 min a 300 x g, y luego lavados una vez mas con 1 ml de BWW
conteniendo 3,5% de albumina sérica humana (BWW-ASH) (Sigma). Una vez
lavada, la suspension de espermatozoides concentrados fue colocada en el fondo
de un tubo cénico de 15 ml conteniendo 1 ml de BWW-ASH y el mismo fue
incubado durante 1 h a 37°C. Los espermatozoides matiles recuperados de la
superficie del medio luego de una hora (“swim up”) fueron diluidos en BWW-ASH
a una concentracion final de 0,5-1 x 107 cels/ml e incubados por 18-22 h a 37°C,
en una atmosfera de 5% CO2.

62



Materiales y Métodos

Extraccion de proteinas de espermatozoide

Las suspensiones de espermatozoides provenientes de la regiébn del cauda
epididimario de ratén, fueron lavadas dos veces por centrifugacion y resuspensiéon en
PBS. Luego, los espermatozoides fueron separados en alicuotas y cada una de ellas
fue expuesta a los distintos tratamientos entre los que se incluyen: 0,6-2 M NaCl, 1%
Tritébn X-100 en PBS, 250 mM DTT, 5 U/ml PLC-PI (fosfolipasa C especifica para
fosfatidilinositol, Sigma), o PBS, durante 30 min con agitacion. Todas las incubaciones
se realizaron a temperatura ambiente, a excepcion del tratamiento enzimatico con
PLC-PI que fue llevado a cabo a 37°C. Terminadas las distintas incubaciones, las
suspensiones fueron centrifugadas a temperatura ambiente por 8 min a 500 x g de
manera tal de obtener los sobrenadantes y los pellets. En todos los casos, con el fin de
concentrar los extractos proteicos para su andlisis electroforético, los sobrenadantes
fueron dializados contra agua desionizada y tratados ya sea con un volumen de &cido
tricloroacético (TCA) 10% o con 10 volumenes de acetona, y luego centrifugados para
la separacion de las proteinas.

Evaluacion de la motilidad de los espermatozoides

Los espermatozoides incubados en presencia de las proteinas y los anticuerpos
correspondientes, segun cada experimento, fueron sometidos a centrifugacion,
resuspendidos en una gota de 10 uyl de medio a 37°C, montados sobre portaobjetos
pre-calentados a 37°C, y examinados al microscopio evaluandose el numero de
espermatozoides motiles. Para cada tratamiento se contd un nimero igual o superior a

100 células, por duplicado.

Evaluacidn de la ocurrencia de la reaccidon acrosomal (RA)

Los espermatozoides de ratdén fueron fijados en un volumen de PFA 8% en PBS
durante 1 h a 42 C, y luego lavados por centrifugacion 3 veces con acetato de amonio
0,1M pH 9, y extendidos sobre portaobjetos. Los preparados fueron lavados por
inmersién en agua, metanol y agua (5 min en cada uno) y, posteriormente, incubados
en una solucién de 0,22% Coomasie Brillant Blue G en 50% metanol, 10% acido
acético. Al cabo de esa incubacion, los preparados fueron lavados con agua destilada,
montados y observados inmediatamente para evitar la difusion del colorante. Los
espermatozoides fueron clasificados como intactos cuando presentaban una

coloracion azul intensa en la regidbn acrosomal, y como reaccionados cuando esa
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region no presentaba color. En aquellos casos en que se evalué el porcentaje de RA
inducida los espermatozoides de cualquier especie fueron expuestos a ionéforo de
calcio A23187 (10 pM concentracion final de un tock 10 mM, resuspendido en
dimetilsulféxido (DMSQ)), a espermatozoides capacitados de raton, 30 min antes del
final del periodo de capacitacion.

Evaluacion de la viabilidad de los espermatozoides

Con el fin de evaluar la viabilidad de los espermatozoides de ratdn, alicuotas de 10 pl
de las suspensiones obtenidas fueron dispuestas sobre portaobjetos mantenidos a
37°C. A continuacion se agregd un volumen de 0,5% eosina en solucion fisioldgica.
Mientras que los espermatozoides vivos excluyen el colorante y no se colorean, los
espermatozoides muertos incorporan el colorante y se tifien de rosa. El porcentaje de
viabilidad se evalu6 por microscopia éptica utilizando un aumento de 40 x. En todos

los casos se evalué un minimo de 100 células por determinacion.

Inmunohistoquimica

Con el fin de realizar un analisis histolégico, las ratas y ratones, fueron anestesiados y
sus 6rganos removidos Yy fijados por inmersién en solucion de Bouin durante 24 horas.
Los d6rganos fueron luego incluidos en parafina, y cortados con un espesor de 7
micrones con micr6tomo. La parafina fue removida de los preparados mediante la
inmersion sucesiva de los mismos por 5 min en xileno, etanol 100%, etanol 96%,
etanol 70% y PBS. A continuacién, los preparados fueron bloqueados con SCAN 5%
en PBS por un periodo de 30 min a 37°C, seguido por una incubaciéon con el
anticuerpo primario a la concentracién indicada para cada anticuerpo durante 2 h a
37°C. Luego de 3 lavados con PBS, las muestras fueron incubadas con el anti-lgG
correspondiente acoplado a peroxidasa (1:100 en PBS) por 30 min a 37°C. Terminada
la incubacion, las muestras fueron nuevamente lavadas 3 veces con PBS e incubadas
hasta la aparicion de color con diaminobencidina (50 pg/ml, H202 0,01% en Tris 0,1 M
pH 7,5), y la reaccion fue frenada con agua. Posteriormente, los preparados fueron co-
tefidos con hematoxilina y deshidratados por tratamiento con concentraciones
crecientes de alcohol y xileno de manera inversa a lo antes indicado. Una vez
deshidratados los preparados fueron secados, montados con balsamo de Canada y
observados bajo microscopio 6ptico.
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Inmunofluorescencia indirecta (IFl) de células del cimulus

Las células del cumulus disgregadas por hialuronidasa 0,1% (type IV, Sigma) fueron
incubados en SCAN 5% en PBS durante 30 min a 37°C para bloquear los sitios
inespecificos y posteriormente sometidos a 3 lavados con PBS-BSA 4 mg/ml con leve
agitacién e incubadas con los anticuerpos contra CRISP1 durante 1 h a 37°C. Luego
los cumulus fueron lavados en PBS-BSA4 e incubados durante 30 min a 37°C con un
segundo anticuerpo acoplado a FITC en PBS-BSA4. Al finalizar, las células fueron
lavadas con PBS-BSA4, montados en portaobjetos, y observados bajo microscopio de
fluorescencia (Nikon Optiphot), acoplado a una camara digital. Se tomaron
microfotografias de las células del camulus utilizando los objetivos de 10X, 20X y 40X.

IFI de espermatozoides

Frescos: Los espermatozoides fueron lavados del fluido epididimario por una
centrifugacion suave a 500 rpm, incubados con SCAN5% en PBS por 30 min a
37°C vy, luego resuspendidos en PBS-BSA4 conteniendo el anticuerpo primario a
una dilucién de 1/:50 o 1:10. Luego de 30 min, los espermatozoides fueron
lavados 2 veces por centrifugacién con un volumen de 300 pl de medio, e
incubados con el anti-IgG correspondiente acoplado a FITC (1:50) por 30 min.
Finalmente, los espermatozoies fueron montados en medio sobre portaobjetos
pre-calentados a 37°C, y examinados con un microscopio de epifluorescencia
(Nikon Optiphot) con los objetivos de 40x o 100x. Con el fin de conservar la
viabilidad de los espermatozoides, todas las incubaciones y manipulaciones
inherentes a esta técnica fueron realizadas a 37 °C.

Fijados: En los casos de IFI de muestras fijadas, los espermatozoides fueron
incubados en un volumen de PFA 4% durante 10 min, lavados tres veces por
centrifugacion con PBS conteniendo 4 mg/ml de BSA y finalmente, extendidos
sobre portaobjetos. Para la permeabilizacion de los espermatozoides, los
extendidos fueron sumergidos en metanol a —20°C durante 5 min, incubadas con
SCAN 5% en PBS por un periodo de 30 min a 37°C, seguido por una incubacion
con el anticuerpo primario a la concentracion indicada durante 2 h a 37°C. Luego
de tres lavados con PBS, las muestras fueron incubadas con el anti-lgG
correspondiente acoplado a FITC (1:100 en PBS) por 30 min a 37°C. Terminada la
incubacién, las muestras fueron nuevamente lavadas tres veces con PBS,

montadas con glicerol 90% vy los cubreobjetos sellados con esmalte. Los
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preparados fueron examinados en un microscopio de epifluorescencia (Nikon
Optiphot).

Ensayo de fertilizacién in vitro

- con ovocitos con ZP

Ovocitos de raton con ZP (con o libres de cumulus) fueron inseminados con
espermatozoides previamente capacitados en una concentracion final de 5 x 10°
células/ml, y las gametas co-incubados durante 24 hs en una estufa a 37°C y 5%
CO2. Al concluir la co-incubacién, los ovocitos fueron lavados en medio fresco con
el fin de remover los espermatozoides débilmente unidos. Todos los tratamientos
fueron realizados bajo aceite mineral. Finalmente, los ovocitos fueron observados
a 60 x en una Lupa (Nikon), determinandose el porcentaje de embriones en 2
células, como control se utilizaron ovocitos no expuestos a espermatozoides con

el fin de cuantificar la activacién espontanea.
- con ovocitos sin ZP

Ovocitos de raton sin ZP fueron inseminados con espermatozoides de ratdn
capacitados en una concentracion final de 0,5-1 x 10* células/ml, y las gametas
co-incubadas durante 1 h en una estufa a 37°C y 5% CQO2. Al concluir la co-
incubacion, los ovocitos fueron lavados en medio fresco con el fin de remover los
espermatozoides débilmente unidos, fijados con PFA 2% durante 10 min a
temperatura ambiente y tefidos con 1 ug/pl Hoescht 33342 durante 10 min a
temperatura ambiente. Todos los tratamientos fueron realizados bajo aceite
mineral. Finalmente, los ovocitos fueron lavados, montados y observados en un
microscopio Nikon Optiphot (Nikon) equipado con lentes de epifluorescencia,
determindndose el porcentaje de ovocitos fertilizados. Los ovocitos se
consideraron fertilizados si presentaban en el citoplasma al menos un nudcleo

espermatico descondensado.

Ensayo de union a la ZP

Ovocitos intactos de raton fueron inseminados con espermatozoides capacitados, y las
gametas fueron co-incubadas en una estufa a 37°C y 5% CO, por 30 min, luego de lo
cual los ovocitos fueron lavados por pasajes sucesivos en tres gotas de medio,
utilizando la misma pipeta para todos los ovocitos del experimento. Finalmente, los
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ovocitos fueron fijjados en PFA 2%, montados, y observados al microscopio 6ptico,
determinandose el numero de ovocitos con espermatozoides unidos y el numero de

espermatozoides unidos a la ZP de cada ovocito.

Ensayo de dispersion de las células del cimulus

COCs de raton fueron obtenidos por ruptura de la ampulla de hembras superovuladas,
lavados en medio Fraser y Drury (1975) y colocados en gotas de 100 pl de medio solo
o conteniendo diferentes proteinas segun se indica en cada caso. Al cabo del 15, 30 o
60 min, la integridad del cumulus de cada COC fue determinada bajo lupa siguiendo el
esquema de clasificacion descripto en la seccion resultados (ver seccion resultados,
capitulo 1, figura 14).

Ensayo de penetracion de camulus:

Complejos cumulus-ovocitos de raton fueron inseminados con una concentracion de
0,3 x 10* células/ml de espermatozoides capacitados previamente tefiidos con 0,01
Mg/ul Hoescht 33342 durante 5 min a temperatura ambiente y lavados 3 veces con
PBS. Las gametas fueron co-incubadas durante 15 minutos en una estufa a 37°C y 5%
CO,, luego de lo cual, los COCs fueron fijados con paraformaldehido 4%, lavados con
PBS, y montados determinandose el numero total de espermatozoides dentro del

cumulus por observacion al microscopio de fluorescencia.

Reduccion y alquilacion de la proteina CRISP1

La proteina CRISP1 fue resuspendida en Tris 50 mM (pH 8,5) y luego incubada con
DTT 250 mM durante 2 h a 37°C. Al cabo de ese periodo, se agreg6 a la solucién un
10% del volumen de acido iodoacético 1,5 M, seguido de una incubacion de 2 h a
temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, la proteina fue dializada durante 24 h
contra agua deionizada, y la eficiencia del tratamiento analizada mediante Western
blot.

Obtencion de uterosomas de rata

El aislamiento de los uterosomas, se realiz6 a partir de fluidos uterinos, de ratas
hembra adultas obtenidos por perfusién con 1-1,5 ml de PBS realizada desde la union
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utero-tubaria hacia una incision realizada en el otro extremo de cada cuerno uterino.
La suspension obtenida fue sometida a centrifugacion a 4°C por 15 min a 10000 x g
para eliminar restos de debris celular y los fluidos fueron ultracentrifugados a 4°C por
45 min a 47000 x g para obtener los pellets conteniendo las vesiculas membranosas y
guardados a -20°C hasta el dia del experimento. El dia del experimento, los pellets asi
obtenidos fueron lavados dos veces por ultracentrifugacion y resuspension en PBS
para remover restos de fluido. Los sobrenadantes conteniendo el fluido uterino libre de

vesiculas, fueron utilizados como control.

Microscopia electrénica

Con el fin de mantener las propiedades de la muestra intactas, los uterosomas fueron
fijados en solucion de 3% glutaraldehido, 2% PFA, 10% solucidén saturada de acido
picrico en buffer fosfato 0,05 M pH 7,2 por al menos 4 hs a temperatura ambiente. A
continuacién, la muestra fue lavada con PBS, deshidratada en una serie gradual de
soluciones alcohdlicas de concentraciones crecientes (70-100%), y embebida en una
resina hidrofébica (EPON). Después de la polimerizacién, la preparacion fue
seccionada en cortes delgados con un ultramicrétomo con hoja de diamante. Una vez
preparados, los cortes fueron montados sobre rejillas de cobre, doblemente tenidos
con acetato de uranilo y citrato de plomo y, finalmente, examinados con un

microscopio electronico de transmision.

Quimiotaxis

Para la evaluacion de la quimiotéxis se utilizé una camara Zigmund. Para el armado de
las camaras 100 pl de soluciones conteniendo las diferentes muestras a evaluar fueron
dispuestas en uno de los hoyos, mientras que en el otro lugar de siembra se agregé
una solucion de 100 pl de espermatozoides capacitados de ratén a una concentracion
de 2 x 10° espermatozoides/ml. Luego de permitir que se genere un gradiente por 15
minutos a 37°C y 5% CO. se registrd, mediante videomicroscopia, la zona del puente
de la camara por 210 segundos. Los videos luego fueron analizados con el programa
Image J, determinandose el porcentaje de espermatozoides que se encontraban
orientados hacia el gradiente.
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RT-PCR

El ARN total de distintos tejidos de rata y raton fueron extraidos utilizando el reactivo
Trizol® (Gibco BRL) siguiendo las instrucciones del proveedor. La integridad vy
cantidad del ARN obtenido fue evaluada por medio de una electroforesis en geles de
agarosa 1% con formaldehido (Sambrook et al., 1989) y visualizacion en

transiluminador con luz UV.

Con el fin de generar cADN, 5 ug del ARN total fueron incubados a 65°C durante 5
min, seguido de una incubacién en hielo. Por otro lado, una mezcla de reaccion
conteniendo 300 U de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega); 2,5 uM de
un oligonucleétido de timidinas (oligo dT), utilizado como “primer”’; 80 Ul de un
inhibidor de RNasas (Promega) y 0,3 mM de dNTPs, fue llevada a un volumen final de
15 pl con el buffer apropiado. La mezcla de reaccion, junto con el ARN, fue incubada
durante 10 min a temperatura ambiente, seguido por 1 h a 37°C y 5 min a 94°C. Dos pl
del producto de la transcripcion reversa fueron sometidos a PCR utilizando “primers”
especificos (detallados a continuacion), y el resultado de cada reaccién fue evaluado
por medio de una electroforesis en geles de agarosa 1% Yy visualizaciébn en

transiluminador con luz UV.

Las condiciones en generales de PCR fueron: 1 min a 94°C; 30 seg a 94°C, 30 seg a
60°C y 30 seg a 72°C por 35 ciclos; 5 min a 72°C. En el caso especifico de las RT-
PCR semicuantitativas, se restringié el niumero de ciclos a 20, y visualizado como
recién se menciond. Posteriormente, se cuantificd el producto de PCR obtenido con la
ayuda del programa Image J contra un gen constitutivo amplificado mediante el mismo

nuamero de ciclos y partiendo de la misma muestra.
Primers utilizados: de 5°a 3

GLIPR1L1 para subclonar. Fwd (BamHI): AGGCCGGTCCAAAATGGCCCTGAAGAAG; Rvs
(Hindlll): GGCCGCAAGCTTTTAAACTAGGCTCTG.

GLIPR1L2 para subclonar. Fwd (BamHI): GGGCCGGATCCAAATGAAGGCCTCTCTG; Rvs:
GGCCGCAAGCTTCTATTGTTCATCTTCTTC

CRISP1 rata Fwd: TGTTCCTGGCTGCTGTATTG;
Rvs: AAGACCACGATGCAGGGTAA
CRISP2 rata Fwd: CCACCCACAGAAGGAAAGG;
Rvs: CATACCAGCTTTGAATTACGG

CRISP4 rata Fwd: CAGACATCTCAAACTGG; Rvs: GGCCAATTCTCCGTATTTG
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CRISP1 raton Fwd: AAGCCATCAGAATTCCAAGATAGCTCTCAG;
Rvs: CTGGAATTATTTCAATGTCC

GLIPR1L1 para tejidos y semicuantitativa. Fwd: TTCGCCAGCAGGAAACTTTATAGG; Rvs:
CGCTTTGTGGTGAGGTGTCTTC

GLIPR1L2 para tejidos y semicuantitativa. Fwd: TTGGCATGAGGAGAGGAAGAGC; Rvs:
GCACACGAAGTAACAGCACAACC

Deglicosilacion enzimatica

Con el fin de evaluar la posibilidad de deglicosilar a GLIPR1L1 y GLIPR1L2, 2 millones
de espermatozoides frescos fueron resuspendidos en buffer 50 mM Na3PO4 (pH 7,5)
y luego incubados a 37°C durante 2 h con PNGasaF (NEB) (50 unidades/mg d
proteina). Luego de este periodo, la eficiencia del tratamiento analizada mediante
western blot.

Hibridacion in situ
Preparacion de la sonda:

A partir de 10.5 pl de cada sonda simple cadena (secuencias detalladas al final)
solubilizadas en dH,0, se le agregaron: 4 ul Promega 5X buffer de transcripcion, 2
pl BMB 10X DIG RNA labeling mix (BMB Cat. #1 277 073), 1 yl 0.1M DTT, 0.5 pl
Promega rRNAsin, 2 yl RNA polimerasa (SP6, T3, or T7), llevando las soluciénes
a un volumen final de 20 ul. Posteriormente, las soluciones a volumen fueron
mezcladas cuidadosamente, fueron centrifugadas a baja velocidad, e incubadas a
37°C por 2 horas. Las sondas fueron pasadas por columnas G50 ProbeQuan (que
permiten separar aquellas que incorporaron DIG de aquellas que no), llevandolas

a un volumen final de 100 ul con buffer de hibridizacion.

El tejido obtenido del animal fue congelado a -80°C y posteriormente, fue cortado
en criostato con un grosor de15 um. Luego los cortes se dejaron secar, se fijaron
en PFA 4% por 10 minutos, y se lavaron tres veces por 3 min en PBS. Estos
cortes fueron prehibridizados poniéndolos con la solucién de hibridizacién a 65°C
durante una hora. Para cada corte se prepararon 100 ul de buffer de hibridizacion
conteniendo 1-2 ul de cada sonda marcada con DIG, las cuales fueron

desnaturalizadas por calor a 80°C durante 5 minutos, y rapidamente fueron
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pasadas a hielo. Las sondas fueron pipeteadas cuidadosamente sobre los cortes,
poniendo los mismos en camara humeda a 65°C por 16-24 horas cubiertos con
parafilm. Pasado ese lapso de tiempo, el parafim fue removido, y los cortes
incubados en 5X SSC (0,15 M de citrato de sodio, 15 mM de citrato de trisodio, pH
7) precalentado a 65°C, y lavados con 3 pasaje de 20 min en 0.2X SSC también a
65°C. Finalmente, los cortes fueron lavados 10 min en PBS, Triton X-100 0.1%,
incubados 1 hora en solucién de bloqueo B2 y expuestos al anticuerpo anti-DIG-
fosfatasa alcalina (BMB Cat. #1 093 274) (diluido 1:1000 en la soluciéon B2), a 4° C
24 hs.

Luego de la incubacién del anticuerpo, se realizaron 3 lavados de 30 min en PBS,
0.1% Triton X-100, y luego se equilibré a los cortes en la solucién B3 durante 10
min. Pasado el periodo de equilibracion, los cortes fueron cubiertos con la
solucion B4 a temperatura ambiente por 24 hs o hasta la aparicion de reaccién
positiva. La reaccion fue frenada mediante el lavado por 5 minutos con PBS-Triton
X-100 0.1%. Finalmente, los cortes fueron lavados con agua destilada, secados
con aire, montados en 160 ul Glycergel (DAKQO) y examinados en microscopio
optico (Nikon).

Solucion de Hibridization: 50% formamida; 5X SSC, 5X Denhardts, 250 ug/ml

tRNA de levadura, 500 pg/ml DNA de esperma de salmon, 50 ug/ml Heparina, 2.5
mM EDTA, 0.1% Tween-20, 0.25% CHAPS

Soluciéon B2: 1XPBS, 0.1% Triton X-100, 10% Suero de cabra normal inactivado

por calor.

Solucion B3: 0.1M Tris pH 9.5, 0.1M NaCl, 50 mM MgCI2, 0.1% Tween-20
Solucién B4: 45 ul NBT, 35 ul BCIP, 100 yl 100mM Levamisole, 10 ml B3
Sonda GLIPR1L1 de 5'a3": GCCGCTTTGTGGTGAGGTGTCTTCCGATTC

Sonda GLIPR1L2 de 5°a3": CCTCTCCCTCTCCCTCCTCCATCACTATTTCTACC

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media * el error estandar para cada serie de

experimentos. Aquellos resultados expresados en porcentajes (ej: embriones en 2

células, ovocitos penetrados, ovocitos con espermatozoides unidos a ZP, motilidad y
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reaccion acrosomal de los espermatozoides) fueron analizados con el test de Chi
cuadrado (x°). Los nimeros de espermatozoides penetrando los complejos cumulus-
ovocitos y unidos a la zona fueron analizados mediante el test de Student. Los
estudios de quimiotaxis y dispersién del cumulus fueron analizados mediante ANOVA
de una via. Los resultados fueron considerados significativamente diferentes a un valor
de p<0,05. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa “GraphPad
Prism” (versién 3,02, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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Capitulo I
Identificacion de proteinas CRISP en el tracto reproductor
femenino y su participacion en el proceso de fertilizacion

1- Presencia de CRISP1 en el tracto reproductor femenino de la rata

Como se mencionara en la Introduccién, existen muchas evidencias de la expresion de
la proteina CRISP1 en el epididimo y en el espermatozoide, como asi también sobre
su participacion en el proceso de interaccién de gametas. Si bien esta proteina habia
sido descripta sélo en el tracto masculino, estudios realizados en Xenopus leavis
indicando la presencia de una proteina CRISP denominada Allurina en el tracto
reproductor femenino (Olson et al., 2001) abrieron la posibilidad de que CRISP1
estuviera presente en el tracto femenino. Allurina, es secretada de manera hormono-
dependiente por el oviducto, adhiriéndose a la gelatina que rodea a los ovocitos
durante el transito de los mismos por el oviducto (Xiang et al., 2004) y participa en el
proceso de fertilizacion ejerciendo un efecto quimioatractante sobre los
espermatozoides, hacia los ovocitos (Xiang et al., 2005).

Teniendo en cuenta las observaciones descriptas, y que la proteina CRISP1 de rata
posee una homologia del 40% con la proteina Allurina, se investigd la posible
presencia de CRISP1 en el tracto reproductor femenino de la rata. Para ello, se
comenz6 evaluando la presencia del ARNm del gen Crisp1 en ovario, oviducto y Utero,
a través de la técnica de RT-PCR utilizando primers especificos para CRISP1. Como
control positivo, utilizamos ADNc de epididimo. Los resultados revelaron la presencia
de una banda del tamano esperado en los tres tejidos estudiados que no se observo
en los controles negativos (Figura 1).
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Figura 1. Analisis de la presencia de ARNm de Crisp1 en tracto reproductor femenino.
Productos de RT-PCR de los diferentes tejidos reproductivos femeninos fueron separados en
un gel de agarosa al 2% y luego tefiidos con bromuro de etidio para su visualizacion. Se utilizd

el producto de PCR de epididimo como control positivo, y los productos de PCR sin molde
(H20) y de PCR sin la realizacién previa de RT (-RT), como controles negativos.

La presencia del mensajero de CRISP1 en el ovario abria la posibilidad de que
estuviera presente en los ovocitos o en las células del cimulus que rodean al ovocito.
Para evaluar esta posibilidad, se realizaron los ensayos de RT-PCR antes
mencionados utilizando como molde ARNm proveniente de ovocitos y de las células
del cumulus aisladas de COCs por tratamiento con hialuronidasa. Los resultados
indicaron la presencia de una banda del tamafno esperado en el cumulus que no fue

detectado en el ovocito (Figura 2).

Figura 2. Analisis de la presencia de ARNm de Crisp1 en ovocito y células del cumulus.
Productos de RT-PCR de células del cimulus y ovocito fueron separados en un gel de agarosa
al 2% vy luego tefidos con bromuro de etidio para su visualizacién. Se utilizo el producto de
PCR de epididimo como control positivo, y el producto de PCR sin la realizacion previa de RT (-
RT), como control negativo.
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La identidad de las bandas detectadas por RT-PCR en las distintas muestras fue
analizada por secuenciacion de los fragmentos amplificados correspondientes. Tal
como se muestra en la Tabla1, los resultados indicaron que, en todos los casos, los
ARNm amplificados presentaban una identidad mayor al 95% con CRISP1.

Tejido Identidad
Ovario 97
Oviducto 95
Utero 99
Células del cumulus 96

Tabla 1. Identidad de los productos secuenciados. Los productos de secuenciacién fueron
comparados contra todo el genoma de rata utilizando el programa nucleotide Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.), calculandose los porcentajes de identidad con respecto a
Crisp1 para cada muestra.

Con el fin de evaluar la expresién de la proteina CRISP1 en todas las muestras
analizadas realizamos ensayos de Western blot (Wb) utilizando el anticuerpo anti-
CRISP1 generado en nuestro laboratorio. Para este fin, extractos proteicos de los
tejidos y de las células mencionadas fueron sometidos a separacion electroforética y
Western blot utilizando el extracto epididimario como control. Los resultados se
muestran en la Figura 3 (A y B) e indican la presencia de una banda del tamarfo
esperado para la proteina CRISP1 tanto en los tejidos como en las células del
cumulus, confirmando la expresién de la proteina. De la observacion de los geles
resulta evidente la menor expresion de CRISP1 en los tejidos reproductores femeninos
y en las células del cumulus con respecto al epididimo.
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Figura 3. Presencia de la proteina CRISP1. Extractos proteicos de ovario, oviducto, utero (A)
y células del cimulus (B) fueron separados electroforéticamente en un gel de poliacrilamida al
12%, analizandose la presencia de CRISP1 mediante Western blot. Como control se utilizé
epididimo.

A continuacién, y como otra alternativa para evaluar la presencia y localizacién de
CRISP1 en el tracto reproductor femenino, se realizaron estudios de
inmunohistoquimica. Para ello, cortes histolégicos de los distintos 6rganos fueron
incubados con anti-CRISP1, seguido de un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa. Tal como se muestra en la Figura 4, los tres tejidos incubados con el
anticuerpo presentaron marcacién positiva mientras que los tejidos incubados en
condiciones control carecian de marca. La marcacion para CRISP1 se localiz6
principalmente en el epitelio luminal del oviducto y el utero, consistente con su
naturaleza secretoria. Asimismo se observo una marca mayoritaria en las células de la

granulosa y minoritaria en las células estromales del ovario.
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Anti-CRISP1 IgG

Figura 4. Localizacion de CRISP1 en tejidos reproductivos femeninos. Ovario (A y B),
oviductos (C y D) y utero (E y F) fueron sometidos a inmunchistoquimica utilizando anti-
CRISP1 (A, Cy E) o IgG de conejo normal como primeros anticuerpos (B, D y F).

Habiendo determinado la localizacién de la proteina CRISP1 en los tejidos
reproductores femeninos, el siguiente paso consistio en evaluar la localizaciéon sobre
las células del cumulus, para lo cual las mismas fueron aisladas de COCs (mediante
exposicion a hialuronidasa), incubadas con anti-CRISP1 y un anticuerpo secundario
acoplado a FITC vy, finalmente, observadas en un microscopio de epifluorescencia.
Como control, se utilizé IgG purificada de sueros normales. Los resultados indicaron
que, mientras las células del cumulus incubadas en condiciones control no
presentaban marca, aquellas incubadas con anti-CRISP1 mostraban una marca
fluorescente en su superficie (Figura 5).

78



Resultados: CRISP1 en tracto femenino

Fase 20X 20X Fase 40X

Anti-CRISP1

Figura 5.Localizacion de CRISP1 en las células del cimulus. Células del cimulus aisladas
fueron fijadas y sometidas a IFI utilizando anti-CRISP1 o IgG de conejo normal como primeros
anticuerpos.

Como se mencionara anteriormente, la capacitacién de espermatozoides involucra,
entre otras cosas, la modificaciéon, incorporacion y liberacion de proteinas del
espermatozoide, no sblo de superficie sino también integrales. En ese sentido, existen
recientes evidencias en la bibliografia que indican la existencia de vesiculas presentes
en el fluido uterino de ratén, denominadas “uterosomas”, las cuales mediarian la
transferencia de proteinas integrales al espermatozoide durante su transito por el Gtero
(Griffiths et al., 2008a). Considerando que una poblacion de CRISP1 se encuentra
presente en unas vesiculas epididimarias muy similares a los uterosomas
denominadas “epididimosomas” (Tesis Doctoral Dra. Julieta Maldera) y la existencia
de esta proteina en el Utero, cabia la posibilidad de que CRISP1 se encontrara

presente en uterosomas en la rata.

Con el fin de evaluar esta posibilidad, fluidos uterinos obtenidos mediante perfusion
retrograda fueron sometidos a centrifugacion para descartar el debris celular v,
posteriormente, a ultracentrifugacion para el aislamiento de las vesiculas
membranosas. Las vesiculas asi obtenidas fueron luego preparadas para su analisis
por microscopia electronica. Las fotomicrografias electronicas mostraron la presencia
de vesiculas membranosas de doble capa lipidica, de tamafo heterogéneo (Figura 6),
consistente con lo descripto en la literatura (Griffiths et al., 2008a), confirmando asi la
presencia de uterosomas en las muestras obtenidas.
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Figura 6. Microscopia electronica de uterosomas. Imagenes de microscopia electronica de
preparaciones de uterosomas aislados del fluido uterino. A. 15000x B. 102000x Barra= 50 nm.

Una vez corroborada la existencia de uterosomas en la rata y su correcto aislamiento,
el siguiente paso consistié en investigar la posible presencia de CRISP1 en dichas
vesiculas. Para ello, extractos proteicos de uterosomas fueron separados por
electroforesis y, revelados mediante tincion con plata y Wb utilizando anti-CRISP1
como primer anticuerpo. Los resultados mostrados en la Figura 7A indican que
CRISP1 se encontraria presente en los uterosomas, a juzgar por el hecho de que el
anticuerpo fue capaz de detectar una uUnica banda del tamano molecular esperado
para esta proteina en el extracto proteico de vesiculas.

Con el fin de descartar que la proteina CRISP1 detectada en el extracto de
uterosomas se debiera a proteina que pudiera estar en forma soluble en el fluido
uterino, analizamos el fluido uterino libre de vesiculas y los sobrenadantes de los
lavados de vesiculas. Para estudiar dicha posibilidad, el sobrenadante de lavado de
las vesiculas y los extractos proteicos de uterosomas fueron analizados por Wb. Tal
como se observa en la Figura 7B, los resultados mostraron la ausencia de reaccion
positiva para CRISP1 en la solucion de lavado y en el fluido uterino, confirmando que
la proteina CRISP1 detectada en uterosomas no correspondia a una contaminacion.
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Figura 7. Presencia de CRISP1 en los uterosomas. (A) Extractos proteicos de vesiculas
fueron sometidos a electroforesis, y revelados mediante tinciéon con plata (Ag) o Western blot
(Wb) utilizando anti-CRISP1 como primer anticuerpo. (B) Extractos proteicos tanto de epididimo
(Epi), como de vesiculas (Ves), y fluido uterino (FU), sobrenadante del lavado de las vesiculas
(Lav), fueron separados electroforéticamente y analizados por Wb usando anti-CRISP1.

En resumen, los estudios presentados en esta seccién indican que la proteina CRISP1
se encuentra presente en el tracto reproductor femenino, mas precisamente en el
ovario, oviducto, utero y células del cimulus, observandose ademas, que la proteina

presente en el Gtero estaria asociada a uterosomas.
2- Identificacion de otras proteinas CRISP en el tracto femenino de la rata

Como se mencionara en la introduccién, en la rata, ademas de CRISP1, se encuentran
presentes CRISP2 (de origen testicular) y CRISP4 (de origen epididimario), las cuales
poseen una alta homologia de secuencia con CRISP1 (Gibbs y O'Bryan, 2007).

Teniendo en cuenta estos datos, y habiendo mostrado la presencia de la proteina
CRISP1 en tejidos reproductivos femeninos, cabia la posibilidad de que CRISP2 y
CRISP4 también se expresaran en el tracto reproductor femenino de la rata. Con el fin
de evaluar esta posibilidad, analizamos en primer lugar la presencia del ARNm de
ambas proteinas en ovario, oviducto, utero, células del cumulus, y ovocito. Para ello,
se realiz6 al igual que para Crisp1 una RT-PCR pero con una combinacion de

“primers” que corresponden a los mensajeros de Crisp2 y Crisp4, respectivamente.
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Como se muestra en la Figura 8A, los resultados indican la presencia de una banda a
la misma altura que su control, correspondiente a CRISP2 en ovario, mientras que
para el caso de CRISP4 no se detectd banda en ninguno de los tejidos evaluados
(Figura 8B). La secuenciacién de la banda detectada en ovario revel6 un 97% de
identidad con CRISP2. Si bien la presencia de CRISP2 en el ovario abria la posibilidad
de que se encontrara presente en las células del cdmulus u ovocitos, la ausencia de

producto de PCR indicé que no es el caso (Figura 8C).

A B c
CRISP2 CRISP4 CRISP2

Tes Ova Ovi Ut Epi Ova Ovi Ut Tes Ovo Cum

Figura 8. Analisis de la presencia de ARNm de CRISP2 y CRISP4 en tracto reproductor
femenino. (A y B) Productos de RT-PCR de ovario (Ova), oviducto (Ovi) y utero (Ut) con
primers para CRISP2 y CRISP4 respectivamente, y (C) ovocito (Ovo) y células del cimulus
(Cum), fueron separados en un gel de agarosa al 2% y luego tefiidos con bromuro de etidio
para permitir su visualizacion. Se utilizé el producto de PCR de testiculo (Test) y epididimo
(Epi) como control positivo, y producto de PCR sin la realizacion previa de RT (-RT) como
control negativo.

Posteriormente, analizamos la expresion de la proteina CRISP2 en ovario mediante
ensayos de Wb utilizando un anticuerpo contra la proteina CRISP2 recombinante de
ratdbn generado en nuestro laboratorio. Para este fin, se realizaron extractos proteicos
de testiculo de ratén (como control positivo) y testiculo y ovario de rata, los cuales
fueron luego sometidos a Wb con el anticuerpo anti-CRISP2 antes mencionado. El
resultado de este ensayo indic6 la presencia de banda del tamafo esperado para la
proteina CRISP2 (Figura 9) en ovario, confirmando la expresion del mensajero
detectado en el ovario. Cabe mencionar que en el ovario de rata, se puede observar la
presencia de una banda minoritaria con un peso molecular diferente al de CRISP2. De
la observacion del gel, resulta evidente la menor expresién de CRISP2 en el ovario
respecto al testiculo en la rata y la mayor especificidad del anticuerpo contra la
proteina testicular de ratén.
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Figura 9. Presencia de la proteina CRISP2 en ovario. Exiracto proteico de ovario de rata (30
ug), fue sometido a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%, analizandose la presencia
de CRISP2 mediante Western blot utilizando un suero anti-CRISP2 generado contra la proteina
de ratén. Como control se utilizaron extractos de testiculo de ratén y de rata (2 ug en ambos
casos).

A continuacion, para evaluar la localizacion de CRISP2 en el ovario, se realizaron
estudios de inmunohistoquimica. Para ello, los cortes de ovario fueron incubados con
anti-CRISP2, y con un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa. Las muestras
se incubaron luego con el colorante hematoxilina para marcar los nucleos de las
células y se prepararon para su posterior observaciéon bajo microscopio. Tal como se
muestra en la Figura 10, los ovarios presentaron una marcacién intensa en la médula
y de menor intensidad en el tejido intersticial del cortex. A diferencia de lo que ocurre
con CRISP1, no se observa marcacién sobre las células de la granulosa.
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Figura 10. Localizacion de CRISP2 en ovario. Cortes histolégicos de ovario fueron sometidos
a inmunohistoquimica utilizando suero anti-CRISP2 o IgG de conejo normal como primeros
anticuerpos.

En resumen, los resultados presentados sugieren la presencia de CRISP2 en el ovario
de la rata y la ausencia de CRISP4 en el tracto femenino.

3- Identificacion de CRISP1 en el tracto reproductor femenino del ratén y su
participacion en el proceso de fertilizacion

Tal como se describiera en la introduccién, los ensayos de fertilizacién in vitro, junto a
los experimentos de inmunizacién activa de ratas realizados en nuestro laboratorio,
sugieren que la proteina epididimaria CRISP1 no sélo participaria en el proceso de
interaccién de gametas sino que también seria relevante para la fertilidad de un
individuo (Rochwerger y Cuasnicu, 1992; Pérez Martinez et al., 1995; Ellerman et al.,
2008). En base a estas observaciones, en el laboratorio se realizaron diversos
ensayos tanto in vivo como in vitro utilizando ratones Crisp1-/- generados por nuestro
grupo. Los resultados obtenidos indicaron que, si bien los machos KO eran fértiles, los

espermatozoides carentes de CRISP1 presentaban una capacidad fertilizante
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significativamente disminuida (Da Ros et al., 2008). Teniendo en cuenta nuestros
resultados indicando la presencia de CRISP1 en el tracto reproductor femenino,
resultaba de interés investigar si, al igual que la proteina CRISP1 epididimaria, la
proteina presente en el tracto femenino también participaba en el proceso de
fertilizacién. En ese sentido, los ratones carentes de CRISP1 constituyen un excelente
modelo para estudiar esta posibilidad.

Para tal fin, se evalu6 primeramente si CRISP1 estaba presente en el tracto
reproductor femenino del ratéon analizando la presencia de ARNm de CRISP1, la
expresion de la proteina y el tipo de localizacion, en ovario, oviducto, Utero, células del
cumulus y ovocito provenientes de ratones HT y KO (Figura 11). Los resultados de los
ensayos de RT-PCR mostraron la presencia de bandas del tamafo esperado en todas
las muestras de animales HT analizadas, a excepcidn de las muestras de ovocito, y su
ausencia en animales KO confirmando que en ratdn, al igual que en rata, este
mensajero se encuentra presente en el tracto reproductor femenino. Si bien la
ausencia de banda en los tejidos KO sugeria que el mensajero corresponderia a
CRISP1, las bandas positivas fueron secuenciadas, confirmandose la identidad de
CRISP1 en todos los casos.
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Figura 11. Presencia y localizaciéon de CRISP1 en ratén. Productos de RT-PCR de
ovario (ova), oviducto (ovi), Gtero (ut) (A), y de células del cimulus (cum) y ovocito (ovo) (B)
provenientes de animales HT y KO para CRISP1 fueron separados en un gel de agarosa al 2%
y luego tenidos con bromuro de etidio para permitir su visualizacién. Extractos proteicos de
ovario, oviducto y Utero de animales HT (C), y de ovario y utero tanto HT como KO (D) fueron
sometidos a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%, analizdndose la presencia de
CRISP1 mediante Western blot. En C y D extracto proteico de epididimo HT y KO fueron
utilizados como control. E. Oviducto (a y b), Utero (c y d) y ovario (e y f) provenientes de
animales HT y KO fueron sometidos a inmunohistoquimica utilizando anti-CRISP1 como primer
anticuerpo. F. Células del camulus HT y KO fueron fijadas y sometidas a inmunofluorescencia
indirecta utilizando anti-CRISP1 y un anticuerpo secundario acoplado a FITC.

Los resultados de Wb revelaron bandas del tamano esperado para la proteina CRISP1
en oviducto, ovario y Utero, cuya identidad quedd confirmada en los dos ultimos por la
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ausencia de dicha banda en las muestras provenientes de animales KO (Figura 11D).
En cuanto a su localizacion, los resultados de inmunohistoquimica indicaron la
presencia de marcacion positiva en el epitelio luminal del oviducto y del utero, como
asi también en las células de la granulosa y, minoritariamente, en las células
estromales del ovario en los animales HT y no asi en los KO (Figura 11E). En las
células del cumulus, observamos que, mientras que las células de animales KO no
presentaban marca, aquellas de animales HT mostraban una marca fluorescente en la
superficie (Figura 11F). En conjunto los resultados indican que al igual que en la rata,
CRISP1 se expresa en el tracto reproductor femenino del raton.

El siguiente paso consisti6 en estudiar los posibles roles o funciones que podria
cumplir la proteina en dicho tracto. Dado que uno de los objetivos de nuestro
laboratorio es el estudio de los mecanismos moleculares involucrados en fertilizacion,
decidimos investigar el posible rol de CRISP1 del cimulus en este proceso, utilizando
el modelo de ratén KO: Para ello, se realizaron una serie de experimentos en los
cuales COCs HT y KO fueron inseminados con espermatozoides HT o KO durante 3
horas. Finalizada la incubacion, los ovocitos fueron recuperados, tefidos con el
colorante Hoechst y observados al microscopio, determinandose el porcentaje de
fertilizacién en los cuatro grupos. Los resultados indicaron que los porcentajes de
fertilizacién de ovocitos provenientes de COCs KO fueron significativamente menores
que los correspondientes a COCs HT, revelando que la presencia de CRISP1 en el
cumulus seria importante para la fertilizaciéon. Al igual que habia sido descripto
anteriormente (Da Ros et al., 2008), los espermatozoides provenientes de animales
KO no tuvieron un comportamiento distinto respecto a los espermatozoides de
animales HT cuando los COCs eran provenientes de animales HT. Sin embargo,
cuando los ensayos fueron realizados con COCs KO, los porcentajes de fertilizacion
fueron significativamente menores al utilizar espermatozoides KO, sugiriendo que,
ademas del efecto producido por la ausencia de CRISP1 en el cimulus sobre la
fertilizacién, habria un efecto debido a la ausencia de CRISP1 sobre los
espermatozoides (Figura 12). Estos resultados indicaban que la ausencia de CRISP1
permitia evidenciar defectos funcionales del espermatozoide KO no detectados al
utilizar COCs de animales HT sugiriendo que, mas alla de las ya descriptas funciones
de CRISP1 del espermatozoide en las etapas de interaccion con la ZP y con el oolema
(fusién) (Da Ros et al., 2008) CRISP1 del espermatozoide podria estar participando en
la etapa de penetracién del cimulus.
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Figura 12. Participacion de CRISP1 del cumulus en el proceso de fertilizacion. Complejos
cumulus-ovocito (COCs) de hembras HT y KO fueron co-incubados con espermatozoides
Crisp1+-0 Crisp1-/- capacitados por 90 min, luego de lo cual, los ovocitos fueron tefidos con
Hoescht determinandose el porcentaje de fertilizacién. Los datos representan el promedio +
SEM de al menos 3 experimentos independientes. b p<0,05 vs a. ¢ p<0,05vs ay vs b.

4- Participacion de CRISP1 del espermatozoide en la apertura del cimulus

Con el fin de completar la caracterizacion de las funciones de CRISP1 del
espermatozoide el préximo paso consistio en investigar la posible participacion de
CRISP1 en la apertura del cumulus que tiene lugar mientras el espermatozoide
atraviesa esta matriz que rodea al ovocito. Esta posibilidad estaba apoyada por
observaciones previas de nuestro laboratorio (Tesis Doctoral Dra. Dolores Busso),
mostrando que la proteina CRISP1 purificada provocaba la dispersion de las células
del cumulus. Tal como se muestra en la Figura 13 (Tesis Doctoral Dra. Dolores
Busso) puede observarse el aspecto compacto de COCs incubados en medio control
respecto al correspondiente a COCs incubados en medio conteniendo CRISP1, en los
que se observa un claro efecto de la proteina sobre la integridad del cimulus.
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Figura 13. Efecto de la proteina CRISP1 sobre la integridad de COCs de raton. COCs de
raton fueron incubados durante 30 min en medio control o medio conteniendo 6 uM CRISP1. A.
COCs observados en las gotas de incubacién mediante un microscopio invertido (6X). B. COCs
lavados, montados, y observados al microscopio éptico (40X).

Con el fin de investigar mas profundamente la posibilidad de que CRISP1 fuera capaz
de dispersar el camulus, empleamos la clasificacion previamente descripta por nuestro
laboratorio, por la cual se otorga un valor de 4 a los COCs intactos, un valor de 0 a
aquellos COCs completamente denudados, y valores entre 4 y 0 a los estadios
intermedios en los COCs parcialmente denudados (Figura 14).
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Figura 14. Clasificacion de la integridad del camulus. Esquema en el que se representa el
sistema de evaluacién subjetiva utilizado para evaluar el efecto de proteinas sobre los COCs.
Se asigné a cada COC individualmente un valor de entre 4 y 0, segun el grado de disgregacién
del cimulus.

A continuacion, los COCs fueron incubados en presencia de CRISP1 (6 pyM) durante
30 o 60 min, utilizando CRISP3 y hialuronidasa como controles. Los resultados
mostraron que el efecto de CRISP1 sobre la disgregacién del cimulus fue dependiente
del tiempo de incubacién (p<0,05), observandose una disgregacién total de los COCs
por exposicion a 6 yM CRISP1 durante 60 minutos, y ningun efecto al emplear
CRISP3 a ninguno de los tiempos evaluados (Figura 15). La hialuronidasa, como era
previsible, produjo la disgregacion total de los COCs a los 60 minutos.
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Figura 15. Actividad de CRISP1 sobre la integridad del cimulus de raton. COCs de ratdn
fueron incubados en ausencia de proteina (control), o en presencia de CRISP1 (6 uM), o
CRISP3 (6 puM), o hialuronidasa de testiculo bovino (Hyal) (0,3mg/ml), durante 30 o 60 min,
determinandose, posteriormente, la integridad de los cumulus de acuerdo al sistema de
evaluacion descripto (n=3).*p<0,05 vs control

Con el fin de investigar la especificidad del efecto de CRISP1 sobre la apertura del
cumulus, se evalué si los anticuerpos contra CRISP1 eran capaces de inhibir su
actividad por bloqueo del sitio activo. Para ello, los COCs fueron expuestos a la
proteina CRISP1 que habia sido previamente preincubada por 30 minutos con sueros
generados contra recCRISP1 provenientes de tres animales distintos, observandose el
efecto de cada suero sobre la apertura del cimulus por CRISP1. Mientras que la
incubacién de COCs en presencia de CRISP1 provocé la dispersion del cumulus
previamente descripta, la preincubacién de la proteina con una concentracion tres
veces superior de cualquiera de los tres anticuerpos no modificé el nivel de dispersién
(Figura 16), indicando que la actividad de CRISP1 no era inhibible mediante el

blogueo de la proteina por los anticuerpos.
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Figura 16. Especificidad del efecto de CRISP1 sobre la integridad del cumulus. COCs de
raton fueron incubados durante 30 o 60 min en presencia de CRISP1 6 uM, la cual habia sido
expuesta previamente por 30 min a sueros anti recCRISP1 (18 pM), determinandose,
posteriormente, la integridad de los cimulus de acuerdo al sistema de evaluacién descripto. La
incubacion de COCs en ausencia de proteina, o bien en presencia de hialuronidasa (0,3mg/ml),
fue realizada como control. *p<0,05 vs control. (n=3).

Evidencias previas del laboratorio indican que, si bien la proteina CRISP1 es capaz de
asociarse a 4acido hialurénico in vitro, no tendria una actividad hialuronidasica
detectable (Tesis Doctoral Dra Dolores Busso). Esos resultados han llevado a re-
evaluar la posibilidad de que existan otros mecanismos por los cuales CRISP1 podria
estar dispersando al cimulus. Con el fin de evaluar la posible dispersién del cimulus a
través de un mecanismo independiente de la accién hialuronidasica, los COCs fueron
incubados en presencia de CRISP1 previamente preincubada por 15 minutos con
Apigenina, un inhibidor especifico de hialuronidasa. Los resultados mostraron que la
apertura del cimulus, ya sea por hialuronidasa o por CRISP1, podia ser parcialmente
inhibida por el tratamiento con Apigenina, principalmente a los 60 minutos de
incubacién (Figura 17).
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Figura 17. Actividad de CRISP1 en presencia de Apigenina sobre la integridad del
cumulus. COCs de ratén fueron incubados 30 o 60 min en presencia de 6uM CRISP1
preincubada con Apigenina (100 uM), analizandose, posteriormente, el efecto del tratamiento
sobre la dispersion del cumulus. Como controles, se realizaron ensayos en los cuales la
incubacion de COCs se realiz6 en ausencia de proteina (control), en presencia de
hialuronidasa, en presencia de Apigenina, o en presencia de hialuronidasa preincubada con
Apigenena. *p<0,05 vs control. (n=3).

Este resultado sugirié que la preparacion de CRISP1 nativa podria estar contaminada
con alguna de las hialuronidasas conocidas. Para evaluar esta posibilidad, se procedié
a repurificar la proteina nativa por separacion electroforética y elucion de la banda
correspondiente a CRISP1. Como control, se eluyé el resto de la calle sembrada
donde podrian quedar los contaminantes, como asi también la calle correspondiente a
la hialuronidasa comercial. Los resultados (Figura 18) mostraron que la preparacion
de CRISP1 utilizada en los ensayos contenia contaminantes (Figura 18A), que fueron
detectables como consecuencia de la concentracion de las muestras durante el

proceso de repurificacion.
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Figura 18. Re-purificacion de las proteinas nativas. A. CRISP1 (2 ug) y el resto de la calle
(R. calle) sembrada repurificados y separados electroforéticamente en un gel de acrilamida
nativo al 12% y revelados mediante tincidon con plata. B. hialuronidasa comercial (2 pg) y
hialuronidasa previamente eluida del gel, fueron separados electroforéticamente en un gel de
poliacrilamida al 8% e identificados mediante tinciéon con plata.

La proteina CRISP1 (6 uM) eluida del gel fue utilizada en un ensayo de apertura de
cumulus utilizando, como control, COCs expuestos a la fracciébn conteniendo los
contaminantes (6 uM) o a hialuronidasa eluida del gel (Figura 18B). Los resultados
indicaron que, mientras la fraccién conteniendo los contaminantes mostré capacidad
de dispersar al cimulus, CRISP1 eluida no fue capaz de disgregarlos (Figura 19). El
hecho de que la hialuronidasa y los contaminantes purificados no perdieran su
actividad, indicaria que el método de purificacion no estaria alterando la capacidad de
dispersion de las proteinas.
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Figura 19. Actividad de CRISP1 re-purificada sobre la integridad del cumulus de ratén.
COCs de ratén fueron incubados durante 30 o 60 min en presencia de CRISP1 (6 uM), de la
fraccién conteniendo los contaminantes (6 uM), o de hialuronidasa (0,3mg/ml) eluidos del gel,
determinandose, posteriormente, la integridad de los cimulus por el sistema de evaluacion
descripto.*p<0,05 vs control. (n=3).

En resumen, estos resultados indicando que la apertura observada al exponer los
cumulus a CRISP1 se deberia a contaminantes muy minoritarios que acompanaban la
preparacion original, no apoyarian una actividad disgregante de CRISP1 del
espermatozoide durante la etapa de penetracion del cimulus.

5- Efecto de la ausencia de CRISP1 del cimulus en la interaccion de gametas

Dado que los estudios descriptos no apoyaban una actividad disgregante del camulus
por parte de la proteina CRISP1 del espermatozoide, el paso siguiente consistié en
investigar de qué manera la ausencia de CRISP1 del COC podria estar afectando la
fertilizacién. Como se mencion6 anteriormente, los resultados obtenidos en la FIV con
COCs de hembras KO revelaron que la presencia de CRISP1 en las células del
cumulus era relevante para la fertilizacion. Por otra parte, la disminucion de la

capacidad fertilizante de los espermatozoides KO para CRISP1 se observaba sélo al
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utilizar COCs KO. Una posible causa para explicar estos resultados, seria que la
ausencia de CRISP1 de las células del cimulus estuviera de alguna manera afectando
el ingreso de los espermatozoides a los COCs. Para evaluar dicha posibilidad, se
diserié un ensayo en el cual COCs HT y KO fueron co-incubados durante 15 min con
espermatozoides HT capacitados, previamente tenidos con el colorante Hoechst, con
el fin de poder detectar, por observacién al microscopio optico, los espermatozoides
que estaban penetrando el cumulus (Figura 20A).

Fase Hoechst

Merge

coc|
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KO

B

KO x KO *

10 20 30
Numero de espermatozoides

Figura 20. Efecto de la ausencia de CRISP1 en los COCs sobre la penetracion de los
espermatozoides. COCs de animales heterocigotas (HT) o Knock out (KO) fueron incubados
con espermatozoides HT o KO, los cuales fueron previamente capacitados y marcados con
Hoechst. La co-incubacion fue realizada por 15 min, y fijada con para formaldehido.
Posteriormente los COCs fueron montados entre cubre y porta, y los espermatozoides
observados (A) y contados (B) bajo un microscopio de epifluorescencia. *p<0,05 vs hembra
HT. (n=5).

Los resultados mostraron que los COCs KO presentaban un numero de
espermatozoides en su interior significativamente menor que el correspondiente a
COCs HT (Figura 20B). En paralelo, se realizaron ensayos de penetracién en los
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cuales se utilizaron espermatozoides KO en lugar de HT. En estos ensayos, los
resultados mostraron nuevamente que aquellos COCs que carecian de CRISP1 eran
menos penetrados por los espermatozoides que los COCs HT. Por otro lado, el mismo
grado de penetracion logrado por los espermatozoides, independientemente de su
genotipo, tanto para COCs HT como KO, estaba de acuerdo con los resultados previos
indicando que la proteina CRISP1 presente en los espermatozoides no participaria en

la apertura del cimulus.

En conjunto, estos resultados indicaban que la ausencia de CRISP1 en el cumulus
estaria afectando la penetracion de los espermatozoides durante el proceso de
fertilizacién. En base a estas observaciones, nos planteamos diferentes roles posibles
para la proteina CRISP1 del cumulus en el proceso de fertilizacion. Como primera
posibilidad se evalué si CRISP1 presente en el COC podria estar teniendo una funcion
en la organizacion de la estructura del cimulus que la hiciera mas penetrable por los
espermatozoides. Para ello, se analizd la apertura de los COCs provenientes de
hembras HT o KO ya sea espontanea o bajo efecto de la hialuronidasa, cada 30
minutos durante un periodo de 3 horas. Los resultados mostraron que si bien se
observaba una mayor apertura tanto espontanea como por hialuronidasa en funcion
del tiempo, no habia diferencias de comportamiento entre COCs HT y COCs KO para
ninguno de los dos tratamientos ensayados (Figura 21A y B). Estos estudios
indicarian que la ausencia de CRISP1 en las células del cumulus no tendria un efecto

en la estructura del cimulus al menos detectable mediante los métodos empleados.
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Figura 21. Evaluacion de la importancia de CRISP1 para la organizacion del cimulus. A.
COCs de animales HT y KO fueron incubados a 37°C por 3 horas, y luego analizados bajo
microscopio 6ptico siguiendo el sistema de evaluacién previamente descripto (n=3). B. COCs
HT y KO fueron incubados en presencia de hialuronidasa (0,1mg/ml), durante 15, 30 o 45 min,
determinandose la integridad de los cimulus de acuerdo al sistema de evaluacién descripto

anteriormente (n=3).

Dado que la estructura de los COCs no se encontraria alterada, y teniendo en cuenta

la alta homologia de CRISP1 con la proteina CRISP de anfibios “Allurina”, la cual

presenta propiedades quimioatractantes de espermatozoides no sélo de anfibios sino

también de ratén, decidimos evaluar si la bajada en el nUmero de espermatozoides

que penetran los COCs KO podria deberse a que CRISP1 del COC actuara como

quimioatractante.
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Figura 21. A. Esquema de camara Zigmond. B. Cuadrantes de distribucion de los

espermatozoides, sobre el puente.
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Para ello, se utilizé6 el método de medicion de quimiotaxis descripto por la Dra. Laura
Giojalas (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina), investigadora con amplia
experiencia en el estudio de quimiotaxis espermatica, en el cual uno de los
receptaculos (W1) de una camara Zigmond es cargado con el agente quimioatractante
a evaluar mientras que el otro es cargado con espermatozoides capacitados (W2)
(Figura 21A). De esta manera, se forma un gradiente monodimensional del
quimioatractante cargado en W1 sobre el puente (p) formado entre ambos
compartimientos (W1 y W2), y es ahi donde los espermatozoides son filmados con una
camara acoplada al microscopio. Los videos son luego analizados mediante el
seguimiento de la trayectoria de los espermatozoides individualmente, evaluando su
orientacion en los cuadrantes de manera tal que si los mismos estuvieran orientados al
azar, estarian distribuidos equitativamente en cada cuadrante (25% en cada uno),
mientras que la deteccién de un desvio indicaria la existencia de quimiotaxis (Figura
21B).

Para evaluar a CRISP1 como quimioatractante, se realizO0 una curva de
concentraciones progresivas de CRISP1 nativa purificada (0,1 pM hasta 10 pM),
evaluandose, en cada uno de los ensayos, la orientacion de los espermatozoides
incubados en medio de capacitacidén solo o conteniendo 10 pM de progesterona, como
controles negativo y positivo, respectivamente. Los resultados mostraron que a 1 yM
de CRISP1 se observa un aumento significativo en el porcentaje de espermatozoides
orientados hacia el gradiente, alcanzandose el valor correspondiente a progesterona al
utilizar una concentracion 10 yM de CRISP1 (Figura 22). Estos resultados nos
indicaban que, al igual que la proteina de anfibios “Allurina”, CRISP1 seria capaz de

quimioatraer espermatozoides.
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Figura 22. Capacidad quimioatractante de CRISP1 hacia los espermatozoides.
Espermatozoides capacitados (1x10*) fueron cargados en la cadmara Zigmond al mismo tiempo
que una de las concentraciones de CRISP1 a evaluar, dejados 15 minutos en estufa a 37°C
para que se equilibre y luego filmados. Por ultimo los espermatozoides son contados y su
orientacién evaluada. Medio de capacitacién de espermatozoides y progesterona 10 pM fueron
usados como controles negativos y positivos respectivamente. Esto fue realizado en 3
experimentos contando por lo menos 450 espermatozoides para cada tratamiento. Los datos
son expresados como la media + SEM. a p<0,005 vs control ; b p<0,05 vs control y b p<0,05 vs
a

Con el fin de caracterizar esta nueva actividad de la proteina, el paso siguiente
consistié en la realizacidon de una serie de estudios estructura-funcion, en los que se
evalub la relevancia de la glicosilacion y la conformacién de la proteina para la
actividad quimioatractante observada. Para ello, se utilizé la proteina recombinante
CRISP1 (recCRISP1 10 uyM) la cual, por ser producida en un sistema procariota,
carece de glicosilacion y posee un deficiente nivel de formacion de puentes disulfuros
(Ellerman et al, 1998b). Los resultados mostraron que esta proteina no tenia actividad
quimioatractante a juzgar por el hecho de que la misma fue incapaz de atraer a los
espermatozoides (Figura 23). Posteriormente, se evallo la actividad de la proteina
nativa desnaturalizada por calentamiento (10 min a 75°C), y de la proteina nativa
reducida por tratamiento con DTT, y alquilada para evitar la reformacién de los
puentes disulfuro y posterior desnaturalizacién por calor. Estos resultados indicaron
que la actividad de la proteina desnaturalizada era menor respecto de la proteina no
tratada, exhibiendo asi una actividad similar a la obtenida al utilizar la proteina nativa
en concentraciéon 1 pyM. Por su parte, la proteina reducida y calentada resulté

totalmente inactiva (Figura 23).
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Figura 23. Caracterizacion de la actividad quimioatractante de CRISP1 por estudios
estructura/funciéon. Espermatozoides capacitados (1x104) fueron colocados en la camara
Zigmond, evaluandose el porcentaje de los mismos que mostraban orientacion al ser expuestos
en medio solo o conteniendo progesterona 10 pM (P 10 pM), CRISP1 nativa (1 y 10 uM),
CRISP1 recombinante (10 uM) (recCRISP1), CRISP1 nativa calentada (10 uM) (CRISP1 @) y
CRISP1 nativa calentada y reducida (10 uM) (CRISP1 & y red). Los datos provienen de 3
experimentos contando por lo menos 450 espermatozoides para cada tratamiento. Los datos
son expresados como la media £ SEM. a p<0,005 vs control ; b p<0,05 vs control y b p<0,05 vs
a

La falta de actividad de la proteina recombinante como asi también la disminucién de
la actividad en la proteina nativa desnaturalizada y reducida indican que la
conformacion y los puentes disulfuro serian relevantes para la actividad quimiotactica
de CRISP1.

En resumen, los estudios presentados a lo largo del capitulo indican que CRISP1 esta
presente en el tracto reproductor femenino, y que aquella presente en el cumulus
participaria en el proceso de fertilizacion faciltando la penetracién de los
espermatozoides por el cimulus a través de una accién quimioatractante sobre los

mismos.
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Capitulo II
Presencia de proteinas GLIPR1 en el tracto reproductor y su
participacion en el proceso de fertilizacion

1- Identificacion de GLIPR1L1 y GLIPR1L2

Como se mencionara en la introduccion, la secuenciacién de péptidos pertenecientes
a proteinas localizadas en “raft” de membranas de espermatozoides revel6 la
presencia de dos proteinas de la superfamilia CAP que no habian sido previamente
descriptas en espermatozoides, denominadas SCP/TPX-1/CRISP-LIKE # 2
(1700011E04RIK) BAB 24280 y SCP/TPX-1/CRISP-LIKE # 1 (4921508011RIK)
NP_080499 (Sleight et al., 2005). La inclusion de estas secuencias en la base de
datos del NCBI, y posterior busqueda utilizando la plataforma “nucleotide blast”, indicé

que correspondian a las proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2.

Teniendo en cuenta la similitud de las proteinas GLIPRs con las CRISPs, y su
presencia en el espermatozoide, el primer paso consistidé en investigar el sitio de
expresion de dichas proteinas. Para ello, se realizé la extraccion del ARN total de
diferentes tejidos reproductivos y no reproductivos (control), y la retrotranscripcion
correspondiente sometiendo las muestras a PCR utilizando primers especificos para
dichos genes. Como control de carga, utilizamos primers del gen Gadph, que posee
expresion constitutiva en todos los tejidos evaluados. Los resultados revelaron la
presencia del mensajero para Glipr1/1 s6lo en testiculo, y de Glipr1/2 en el testiculo y
en el epididimo (Figura 1A). Dado que Glipr1/2 se encontraba presente en epididimo,
se evalub su expresién en las tres regiones principales del érgano: caput, corpus y
cauda, detectandose el mensajero sb6lo en el caput epididimario (Figura 1B). La
identidad de las bandas detectadas por PCR fue confirmada mediante secuenciacion
de los fragmentos amplificados correspondientes. Los resultados indicaron que los
ARNm amplificados presentaban una identidad de 98% con Glipr1/1 y de 100% con
Glipr1/2 en testiculo y de un 98% con Glipr1/2 en epididimo.
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Figural: Estudio de la presencia de ARNm de Glipr1l1 y Glipr1l2. Los ADNc de diferentes
tejidos (A) y de las diferentes regiones del epididimo (B) fueron sometidos a RT-PCR, utilizando
los primers correspondientes, y luego analizados por electroforesis en un gel de agarosa. Los
productos de PCR fueron observados por tincién con bromuro de etidio.

Con el fin de caracterizar la expresion de ambos mensajeros durante la ontogenia, se
realizaron RT-PCRs semi-cuantitativas a partir de los mensajeros totales de epididimo
y testiculo recuperados a distintos tiempos desde el nacimiento hasta los 70 dias de
edad. Una vez obtenidos los productos de PCR, los mismos fueron comparados con
los productos de PCR obtenidos para Gadph a partir de las mismas muestras, y la
relacion fue calculada utilizando el programa Image J. Los resultados (Figura 2A y B)
mostraron expresién del ARNm de Glipr1/1 al nacimiento, una disminucién a los 7
dias, y un aumento a partir de ese momento hasta alcanzar el maximo a los 70 dias.
Para el caso de GLIPR1L2, el mensajero también se encontrd presente al nacimiento.
Sin embargo, mientras el mensajero testicular bajé a los 7 dias sustancialmente, el
mensajero para la proteina epididimaria descendié a los 7 dias de manera menos
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pronunciada y mantuvo los mismos niveles hasta los 28 dias. En ambos casos, los

niveles luego subieron hasta llegar a valores maximos a los 60 dias.
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Figura 2. Estudio de la expresion de las GLIPRs durante el desarrollo. A. Los ADNc de
testiculo y epididimo fueron sometidos a RT-PCR semicuantitativas, utilizando los primers
correspondientes a Glipr1l1 y Glipr1l2, y luego analizadas por electroforesis en un gel de
agarosa. En el control H,O, no se incluyé ADNc, el control —RT se incluye ARNm sin convertir a
ADNCc, para chequear la presencia de ADN genomico. Como control de carga se realiza una
RT-PCR con primers de un gen que se expresa de manera constitutiva en los distintos tejidos
(Gadph). Los productos de PCR fueron observados por tincién con bromuro de etidio. B. Los
productos de PCR fueron cuantificados utilizando el programa Image J. Este grafico es el
promedio de 4 ensayos.

Con el fin de estudiar la localizacién celular de la expresién de estos mensajeros,
cortes histolégicos de testiculo y epididimo fueron sometidos a la técnica de
hibridacion in situ, utilizando sondas nucleotidicas antisentido especificas de los
mensajeros de Glipr1l1 y Glipr1l2. Debido a la existencia de una region de alta
homologia entre ambos mensajeros, y con el fin de evitar reacciones cruzadas, las
sondas fueron disefiadas en zonas de baja o nula homologia (Figura 3). A ambas
sondas se les acopl6 el glucésido digitoxina, de forma tal de ser detectadas mediante
el uso de un anticuerpo anti-digitonina acoplado a fosfatasa alcalina.
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Figura 3: Esquema de las sondas anti-Glipr1l1 y anti-Glipr1I2 utilizadas en ensayos de
hibridacion in situ. Las sondas anti-sentido disefiadas fueron acopladas a digitoxina mediante
un tratamiento quimico. La deteccion de las sondas se llevé a cabo mediante el empleo del
anticuerpo comercial anti-digitonina acoplado a peroxidada (Sigma) en una concentracion
0,1mg/ml.

Para el caso de Glipr1/1, los resultados mostraron la presencia de una marca positiva
en las espermatidas redondas y elongadas del testiculo, mientras que para Glipr1/2 se
observd marca positiva en los espermatocitos primarios del testiculo (Figura 4A).
Como control, los cortes de testiculo fueron incubados con la sonda correspondiente y
un exceso de la sonda “fria” (no acoplada a digitonina), no observandose marca en
ninguno de los casos. La evaluacién de Glipr1/2 en el epididimo mostré una marca
intensa en las células principales del caput, no observada en el corpus ni cauda
(Figura 4B).
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A Control GlipriL1 GlipriL2

Figura 4: Localizacion de los ARNm de Glipr1l1 y Glipr1l2. A. Cortes de testiculo fueron
incubados con la sonda marcada especifica para Glipr1l1 (b 40x y e 100x) y Glipr112 (¢ 40x y f
100x) y, posteriormente con un anticuerpo anti-digitonina acoplado a fosfatasa alcalina. En el
cuadro (d) se muestra una tincion con hematoxilina. El control (a) fue realizado co-incubando la
sonda no acoplada a digitonina (fria) con la sonda marcada (caliente) en una relacién 100 a 1.
B. Localizacién de ARNm de Glipr1l2 en las distintas regiones del epididimo. Los cortes fueron
tratados de la misma manera que en 4A. Se observa un epididimo entero y luego
magnificaciones de cada una de las regiones. Nétese la ausencia de marca en corpus y cauda.
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2- Clonado y expresion de las proteinas recombinantes GLIPR1L1 y GLIPR1L2

De acuerdo a las evidencias halladas (Sleight et al., 2005), los péptidos secuenciados,
que correspondieron a GLIPR1L1 y GLIPR1L2 se encontrarian presentes en los raft
lipidicos de los espermatozoides. Sin embargo, se desconoce la localizacién de ambas
proteinas en el espermatozoide y tejidos, como asi también la funcién de las mismas.
Con el fin de llevar a cabo estos estudios, el paso siguiente consistido en generar los
anticuerpos especificos contra ambas proteinas. Para ello, se disefid, en primer lugar,
una estrategia para la obtencién de las proteinas recombinantes partiendo de los
ARNm de testiculo, obteniendo, finalmente, ambas proteinas recombinantes
acopladas a un tag (Histag) (Figura 5).
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Figura 5. Disefio experimental para obtenciéon de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 recombinantes.
El esquema muestra las etapas llevadas a cabo para obtener la expresién de los ORFs de
Glipr111 y Glipr112 en Escherichia coli. Cada etapa se encuentra indicada por letras (A, B, C, D

y E).
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Los marcos de lectura abiertos (ORF) de Glipr1l1 y Glipr1l2 fueron amplificados
mediante RT-PCR utilizando testiculo como molde (Figura 5A). Ambas secuencias
fueron clonadas en el vector pTOPO, chequeandose la incorporacion de los mismos
en un gel de agarosa. Los resultados mostraron el tamarfio esperado correspondiente a
la suma del vector mas cada uno de los insertos correspondientes (Figura 6A). Cabe
destacar que las 3 bandas detectadas corresponden a las 3 conformaciones que
pueden adquirir los vectores cerrados. La identidad de los insertos en el vector pTOPO
fue analizada mediante la secuenciacion de los mismos, confirmando que las

secuencias presentaban identidad con los mensajeros de Glipr1l1y Glipr1l2.

El paso siguiente consistio en introducir sitios de corte de enzimas de restriccion en los
fragmentos presentes en el vector pTOPO (Figura 5B). Para ello, los fragmentos se
subclonaron al vector pGemT que contaba en su secuencia con los sitios de corte para
las enzimas disponibles en nuestro laboratorio. Para ello, los insertos presentes en el
vector pTOPO fueron amplificados por PCR utilizando primers especificos que,
ademas de amplificar la totalidad de ambos mensajeros, adicionaban en los extremos
un sitio de corte especifico para las enzimas de restriccion BamH1 y Hindlll. Los
productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa, y tenidos
con bromuro de etidio. Los resultados mostraron bandas del tamano esperado para
cada uno de los mensajeros (Figura 6B), indicando que la amplificacién habia sido

correcta.
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Figura 6. Obtencion de los ORFs de Glipr1i1 y Glipr1i2 con los sitios de restriccion
BamHI y HINDIII. A. Plasmidos TOPO-Glipr1/1 (TOPO-G1L1) y TOPO-Glipr1/2 (TOPOG1L2)
fueron extraidos de las bacterias transformadas y sometidos a electroforesis en un gel de
agarosa. B. Productos de PCRs incorporando los sitios de restriccion fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarosa y tinciébn con bromuro de etidio. Las flechas indican los
fragmentos esperados con los nuevos sitios de restriccion incorporados, 736 pb para Glipr1l1
(PCR G1L1) y 1024 pb para Glipr1/2 (PCR G1L2). El control consistio en una PCR llevada a
cabo en ausencia de molde.
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Estos fragmentos fueron recuperados del gel, clonados en el vector pGemT-Easy
(Figura 5B) e introducidos en bacterias E.coli DH5a. La eleccion de las posibles
colonias que incorporaron el vector con los fragmentos deseados fue realizada
seleccionando las colonias blancas, de acuerdo al sistema colorimétrico del vector
pGemT en presencia del sustrato X-gal. Para comprobar la transformacion de las
bacterias con los vectores que poseian los insertos, cada colonia seleccionada fue
sometida a “colony PCR” utilizando los primers especificos. La electroforesis en gel de
agarosa de los fragmentos amplificados de 10 colonias seleccionadas tanto para
Glipr1l1 como para Glipr1l2, permitié6 determinar que habian incorporado el inserto de

manera correcta (Figura 7).
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Figura 7. Subclonado en pGemT-Easy. Se seleccionaron 10 colonias (blancas) para Glipr1/1
y Glipr1l2 (pGT-G1L1 y pGT-G1L2 respectivamente) las cuales fueron crecidas en medio LB
sélido suplementado con ampicilina y X-gal, luego analizadas mediante colony PCR. Los
productos de amplificacién fueron visualizados sometiendo los mismos a electroforesis en gel
de agarosa tefiido con bromuro de etidio. Como control negativo (control neg), se muestra el
producto de PCR de colonias azules (negativas para la transformacién), y, como control
positivo, se utilizan colonias transformadas con el vector TOPO-G1L1 y TOPO-G1L2
respectivamente.

Habiendo observado la presencia de 10 colonias para Glipr1/1 y 10 para Glipr1l2
dentro del vector pGemT, a continuacién se procedié a aislar los marcos abiertos de
lectura (ORF) (Figura 5C). Para ello, cada una de las colonias fue crecida en medio
LB suplementado con ampicilina, procediendose al aislamiento de los plasmidos,
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material del cual fueron obtenidos los ORFs por el tratamiento secuencial con las
enzimas BamHI y Hindlll. Para el caso del vector pGT-Glipr1/1, fue necesario realizar
una digestion total con Hindlll y otra parcial con BamHI, dado que el ORF Glipr1l1
contiene un sitio de restriccién interno (ademas del incorporado en el paso anterior
junto al primer). Mientras que para pGT-Glipr1/2, se realiz6 una doble digestién total
con las mismas endonucleasas. El producto de la digestion fue luego sometido a
separacion electroforética en un gel de agarosa, y tefiido con bromuro de etidio para
permitir su visualizacién. Los resultados mostrados en la Figura 8 revelaron la
obtencion de ambos ORFs con los extremos adecuados para su posterior clonado en
el vector pET-28c, dado que los mismos son capaces de ser digeridos por las enzimas
y liberar los fragmentos del tamafno esperado. Vale aclarar que en el caso de pGT-
Glipr1l1, dos bandas (601 pb y 719 pb) fueron visualizadas debido a que el inserto

posee un sitio adicional al incorporado en el primer.

Figura 8. Obtencion de los ORFs Glipr1l1 y Glipr1l2. Digestiones enzimaticas de los
pldsmidos pGT-glipr1l1 y pGT-glipr1l2 con las enzimas BamHI y Hindlll fueron analizadas
mediante una electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio. Se indican con
flechas los fragmentos esperados (719 pb para glipr1l7, 1007 pb para glipr1/2). Las bandas
intensas corresponden a los vectores vacios.

Los ORFs fueron luego recuperados del gel, ligados al vector de expresiéon pET-28c y
dicho vector introducido en bacterias de E. coli DH5a (Figura 5D). La eleccién de las
colonias que incorporaron el vector fue realizada seleccionando aquellas resistentes a
kanamicina y, determindndose la correcta insercion de los ORFs al vector en las
colonias seleccionadas a través de una “colony PCR” con primers especificos. La
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posterior electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos amplificados de 10
colonias seleccionadas, tanto para Glipr1/1 como Glipr1l2, permiti6 determinar
aquellas que habian incorporado el inserto de manera correcta (Figura 9).

Figura 9. Clonado en el vector de expresion pET-28c. Se seleccionaron 10 colonias
(resistentes a Kanamicina) para Glipr1l1 y Glipr112 (pET-G1L1 y pET-G1L2, respectivamente)
las cuales fueron crecidas en medio LB sélido suplementado con kanamicina y luego
analizadas mediante colony PCR. Los productos de amplificacién fueron visualizados
sometiendo los mismos a electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio.
Como control negativo (control neg), se muestra el producto de PCR de colonias azules
(negativas para la transformacién), y, como control positivo, se utilizan colonias transformadas
con el vector pGT-G1L1 y pGT-G1L2, respectivamente.

Dado que las DH5a son bacterias de amplificacion de vectores, los plasmidos pET-
GLIPR1L1 (#2) y pET-GLIPR1L2 (#3) fueron transferidos a la cepa de expresién E. coli
BL21, evaluandose la correcta expresion de ambas proteinas recombinantes (Figura
5E). Para ello, las bacterias transformadas fueron crecidas y expuestas a distintas
concentraciones de IPTG, analizdndose tanto la cinética de crecimiento de las
bacterias transformadas como la proteémica de cada cultivo (entre 30 min y 150 min
luego de la induccién). Como control, se utilizaron bacterias transformadas que
crecieron en ausencia de IPTG. Tal como se observa en la Figura 10A, las bacterias
no inducidas con IPTG crecieron de manera exponencial mientras que aquellas que
habian sido inducidas no experimentaron un crecimiento significativo, indicando que la
induccion bacteriana estaba siendo funcional. Los resultados obtenidos por tincion de
los geles con Coomassie blue (CBB) mostraron que, en las bacterias transformadas
con el vector pET-GLIPR1L1 e inducidas con IPTG, se observaba claramente la
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induccién de una banda a los distintos tiempos evaluados (Figura 10B), mientras que,
en las bacterias que contenias a pET-GLIPR1L2 no se detectaba ninguna banda
diferencial al agregar IPTG, abriendo la posibilidad de que la proteina recombinante no
se estuviera generando (Figura 10C).
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Figura 10. Crecimiento y proteoma de las bacterias transformadas con pET-GLIPR1L1 o
PET-GLIPR1L2. Los clones BL21/pET-GLIPR1L1 y BL21/pET-GLIPR1L2 fueron inducidos con
IPTG 1mM para evaluar la produccién de las proteinas recombinantes. A. Cinética de
crecimiento de los cultivos. Las bacterias transformadas fueron inducidas con IPTG, vy el
crecimiento bacteriano fue medido tomando la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm
(OD 600). Como control, se muestran las mismas bacterias sin inducir. B, C. El conteniendo del
proteoma de bacterias inducidas y control (sin IPTG) para BL21/pET-GLIPR1L1 (B) y para
BL21/pET-GLIPR1L2 (C) fue sometido a electroforesis en gel de poliacrilamida. Las flechas
indican las bandas diferenciales.
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El analisis por Wb utilizando el anticuerpo anti-His tag mostr6 la presencia de dos
bandas a los 150 minutos de induccién para recGLIP1L2 y de una banda a los tres
tiempos evaluados para recGLIPR1L1 (Figura 11). Para recGLIPR1L1, la banda tuvo
el tamano esperado (29 kDa), mientras que para recGLIPR1L2, se detectaron dos
bandas, una mayoritaria del tamafno esperado (37 kDa), y otra minoritaria de
aproximadamente 33 kDa, que podria deberse a degradacion proteica. De esta
manera, los resultados confirmaron la expresién de las proteinas recGLIPR1L1 y
recGLIPR1L2.

recGLIPR1L1 recGLIPR1L2

30 60 90 B 30 60 90 120 150
IPTG 5 IPTG
(8]

Control

Figura 11. Evaluacion de la expresion de las proteinas recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2.
Proteomas derivados de los cultivos BL21/pET-GLIPR1L1 y BL21/pET-GLIPR1L2 fueron
sometidos a electroforesis, y la presencia de las proteinas recombinantes fue analizada por Wb
utilizando el anticuerpo monoclonal anti-His tag.

Para el caso de recGLIPR1L2, los resultados sugerian la especificidad de las bandas
observadas. Sin embargo, su deteccién por Wb y no asi por tincién con CBB,
evidenciaba una pobre induccién. Con el fin de mejorar la expresién de recGLIPR1L2,
se evalué la induccién proteica a temperaturas menores, como asi también la
posibilidad de que las proteinas producidas se estuvieran acumulando en cuerpos de
inclusién. Para ello, las bacterias recombinantes fueron crecidas a 37 °C hasta una OD:
0,6, e inducidas con IPTG a 27°C. Se tomaron alicuotas a distintos tiempos,
sometiéndolas a separacion electroforética y analizados por Wb. Como control, las
bacterias fueron inducidas a 37° C. Los resultados mostraron que His-Glpril2 fue
expresada en mayor cantidad a menores temperaturas, generandose menor
proporcién de producto de degradacion que aquel producido a 37°C (Figura 12A).
Para evaluar la presencia de recGLIPR1L2 en los cuerpos de inclusion, la proteina
expresada fue sometida a un fraccionamiento subcelular mediante centrifugaciones

diferenciales, separando los cuerpos de inclusién del resto del proteoma bacteriano,
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utilizando como control el proteoma total de las bacterias. Los resultados indicaron que
la proteina recGLIPR112 se encontraba presente en los cuerpos de inclusion (Figura
12B). Habiendo detectado esta proteina en los cuerpos de inclusién se evalu6 y
encontr6 en los mismos a la proteina recGLIPR1L1 (Figura 12B).

Teniendo en cuenta el mejoramiento en la expresién de recGLIPR1L2 y que las dos
proteinas recombinantes se encontraban en los cuerpos de inclusion, se evalué su
posible deteccion por CBB. Para ello, bacterias transformadas e inducidas a 27°C
fueron sometidas a centrifugaciones para aislar los cuerpos de inclusién y las
proteinas separadas electroforéticamente en un gel de acrilamida y tefidas con CBB.
Como control positivo, se incluyé a recGLIPR1L1 aislada de los cuerpos de inclusion.
Los resultados mostraron en ambos casos una banda diferencial con respecto al
control no inducido (Figura 12C).
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Figura 12. Evaluacion de diferentes condiciones de expresion y analisis de la
localizacion subcelular, de recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2. A. Proteomas derivados de los
cultivos BL21/pET-GLIPR1L2, inducidos por diferentes tiempos a 27°C o a 37°C, fueron
sometidos a electroforesis, y la presencia de las proteinas recombinantes analizada por Wb
utilizando el anticuerpo monoclonal anti-His tag. Como control, fue utilizado el proteoma de
bacterias no inducidas. B. Proteomas derivados de los cultivos inducidos BL21/pET-GLIPR1L1
(rG1L1) y BL21/pET-GLIPR1L2 (rG1L2) fueron evaluados mediante Wb de los sobrenadantes
(sn, fraccion soluble) o de los pellets (cuerpos de inclusion) resultantes de una centrifugacion
diferencial. Como control, fue utilizado el proteoma total de bacterias inducidas (Total). C.
Extractos proteicos de cuerpos de inclusion de bacterias inducidas (+) y no inducidas (-) fueron
sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida y las proteinas visualizadas mediante tincién
con CBB. Como control, se utilizaron cuerpos de inclusién de bacterias no inducidas. Las
flechas indican las bandas diferenciales.
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El sistema de expresion utilizado (His tag) permite la purificacion de la proteina de
fusion mediante una cromatografia de afinidad utilizando una columna de resina
acoplada a niquel, para lo cual, es necesario que la proteina se encuentre en forma
soluble. Por tal razén, los cuerpos de inclusién de ambas proteinas recombinantes
fueron solubilizados en 8M de urea y pasados a través de una columna de niquel,
recuperandose con una baja pureza las proteinas recombinantes por elucién con un
buffer acido (Figura 13A). Por el punto isoeléctrico de ambas recombinantes, el
manual del sistema de purificacion estipulaba la salida de las proteinas en la fraccién
E, lo cual fue verificado mediante Wb (Figura 13B). Cabe aclarar que si bien no se
muestra en la figura, la fraccion F contiene muy poca cantidad de cada una de las
proteinas y, dado que por tincion por CBB se observan contaminantes en mayor

proporcién a las proteinas de interés, esta fraccion no fue incluida en el paso de
purificacién.
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FIGURA 13. Purificacion de las proteinas recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2. A. El pellet
conteniendo las proteinas recGLIPR1L1 o recGLIPR1L2 fue disuelto en buffer con urea 8 M y
pasado por una columna de niquel. Lo retenido en la columna, fue sometido a diferentes
lavados (fracciones A, B y C) y, finalmente, a tres pasos de elucion (fracciones D, E y F). Las
diferentes fracciones fueron luego sometidas a electroforesis y reveladas por tincién con CBB.
B. La fraccion E que contiene a recGLIPR1L1 y a recGLIPR1L2 fueron separadas en un gel de

poliacrilamida y las proteinas recombinantes detectadas mediante Wb utilizando el anticuerpo
anti-His tagg. FT: Flow through

Dado que la purificacion de ambas proteinas recombinantes mediante columna de
afinidad carecia de la pureza deseada, se evalud la posibilidad de mejorar la

purificacion. Para ello, se realizé el mismo procedimiento antes descripto, pero esta
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vez sometiendo cada una de las fraccidénes E a electroforesis en gel de acrilamida al
10%, escindiendo la banda correspondiente (Figura 14A). Posteriormente, las
proteinas fueron recuperadas del gel por elucién pasiva, sometidas a una separacion
electroforética, y tenidas con CBB, detectandose ambas con una pureza superior al
85% (Figura 14B).
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Figura 14. Purificacion de recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2. A. Esquema de purificacion
realizado. B. Las fracciones obtenidas luego de la elucion pasiva de recGLIPR1L1 vy
recGLIPR1L2 fueron separadas electroforéticamente y visualizadas mediante tincién con CBB.

En conjunto, los resultados obtenidos mostraron que las proteinas GLIPR1L1 y
GLIPR1L2 pudieron ser expresadas en forma recombinante y purificadas
exitosamente.

3- Generacion y caracterizacion de los anticuerpos contra recGLIPR1L1 y

recGLIPR1L2

Los anticuerpos contra GLIPR1L1 y GLIPR1L2 se obtuvieron a través de la
inmunizacién de ratas Wistar con cada una de las proteinas recombinantes generadas.

Dado que ambas proteinas se encontraban fusionadas a His tag, la inmunizacién
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podia realizarse tanto con las proteinas de fusion como con las proteinas previamente
escindidas del tag. En este sentido, dada la baja inmunogenicidad del his tag debido a
su pequefio tamano (6 aminoacidos) (QIAGEN News 2003 e42), se procedi6 a la
inmunizacién con las proteinas de fusion. Los animales fueron inmunizados tres veces
a intervalos de tres semanas (Esquema 1) y cada animal fue sangrado antes de la
primera inmunizacion (suero preinmune control) y catorce dias después de la ultima

inyeccion.
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Esquema 1. Esquema de inmunizacion. Ratas de la cepa Wistar fueron inmunizadas segun
el esquema, obteniéndose los sueros por sangrado previo al comienzo y luego de finalizada la
inmunizacion.

La especificidad de los sueros provenientes de los animales inmunizados con
recGLIPR1L1 y recGLIPR112 se evalué mediante ensayos de Wb sobre extractos de
bacterias recombinantes inducidas para expresar cada proteina. Los resultados
mostraron que, a diferencia de los sueros preinmunes, los sueros de los animales
inmunizados fueron capaces de detectar a recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2
especificamente (Figura 15A). Una vez evaluada la especificidad de los sueros, se
procedié al aislamiento de las IgG presentes en los mismos. Para ello, los sueros
fueron pasados por una columna de Proteina G, la cual posee alta afinidad por la
fraccidn cristalizable de las inmunoglobulinas. La especificidad de las IgG purificadas
fue evaluada mediante ensayos de Wb sobre las proteinas recombinantes. Los
resultados mostraron que los anticuerpos generados fueron capaces de detectar a
recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2 con mayor especificidad que los sueros
correspondientes, pudiéndose, ademas, descartar una posible reaccion cruzada entre
ambos anticuerpos (Figura 15B).
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Figura 15. Especificidad de los sueros y los IgGs purificados. A. Extractos de bacterias
recombinantes inducidas que expresan rG1L1 o rG1L2, fueron separados electroforéticamente
y analizados por Wb utilizando el suero generado contra recGLIPR1L1 (sG1), y contra
recGLIPR1L2 (sG2). Como control, se utilizé suero de ratas preinmune (sn). B. Los mismos
extractos que en A fueron separados electroforéticamente y analizados por Wb utilizando las
IgGs purificadas generadas contra recGLIPR1L1 (4-GLIPR1L1) y contra recGLIPR1L2 (a-
GLIPR1L2).

4- Caracterizacion de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en tracto reproductor

Contando con los anticuerpos que reconocian especificamente a las proteinas
recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2, el siguiente paso consistid6 en evaluar si los mismos
eran capaces de reconocer a las proteinas nativas en testiculo y epididimo por Wb.
Los resultados de estos ensayos se muestran en la Figura 16 e indicaron la presencia
de bandas del tamarfio esperado para la proteina GLIPR1L1 (29 kDa) en testiculo y
GLIPR1L2 (37 kDa) tanto en testiculo como en epididimo de raton, confirmando no
solo la especificidad de los anticuerpos generados, sino también la presencia de
ambas proteinas en los tejidos en los cuales habian sido detectados previamente los
ARNm correspondientes.
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Figura 16. Presencia de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en testiculo y epididimo. Extractos de
testiculo (Test) y epididimo (Epi) fueron separados electroforéticamente y analizados por Wb
utilizando a-GLIPR1L1 y 4-GLIPR1L2. En el panel inferior se muestra &-actina como control de
carga. Las flechas indican las bandas diferenciales.

A continuacién, se investigo la presencia de las proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en
los espermatozoides, para lo cual extractos proteicos totales de espermatozoides
frescos del cauda epididimario fueron sometidos a electroforesis y analizados por Wb
utilizando los anticuerpos correspondientes. Los resultados confirmaron la presencia
de las proteinas del tamano esperado (Figura 17). Cabe aclarar que en el caso de
GLIPR1L1 se detecté no solo la banda de 29 kDa, sino una de menor intensidad y
menor peso molecular. De esta manera, confirmamos la presencia de ambas proteinas

en el espermatozoide.
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Figura 17. Presencia de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en espermatozoides. Extractos de
espermatozoides frescos de ratén fueron separados electroforéticamente y analizados por Wb
utilizando 4-GLIPR1L1, y contra a-GLIPR1L2. Las flechas indican las bandas detectadas.
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Una vez determinada la especificidad de los anticuerpos y la presencia de ambas
proteinas en los espermatozoides, dichos anticuerpos fueron utilizados en ensayos de
IIF con el fin estudiar la localizacién de las proteinas en los espermatozoides. Los
resultados indicaron que mientras en espermatozoides vivos la marca se encontraba
en la region dorsal de la cabeza del espermatozoide para ambas proteinas (Figura
18A y C) en espermatozoides fijados y permeabilizados la marca fluorescente se
detectaba principalmente en la region dorsal de la cabeza y, adicionalmente, en la
totalidad de la cola para ambas proteinas (Figura 18B y D).

o-GLIPR1L1

a-GLIPR1L2

Figura 18. Localizacion de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en espermatozoides maduros.
Esprematozoides vivos (A y C) vy, fijados y permeabilizados (B y D) fueron sometidos a IFI
utilizando a-GLIPR1L1 (Ay B) y a-GLIPR1L2 (C y D) como primeros anticuerpos. En todos los
casos, los paneles superiores corresponden a las iméagenes de contraste de fase.
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Sin embargo, en aquellos espermatozoides fijados y permeabilizados, ademas de la
localizacién dorsal se detectaron otros tipos de marcacién, los cuales fueron
estudiados por IFI, identificando tres patrones fluorescentes en espermatozoides para
ambas proteinas (Figura 19): la ya descripta marca en la regién dorsal de la cabeza
(Patrén a), marca en toda la regién acrosomal (Patron b) y, finalmente, marca en toda
la cabeza o bien en la region dorsal y post acrosomal (Patrén c). En los tres tipos de
patrones, la cola se encuentra marcada. La cuantificacién de las células marcadas
para ambas proteinas, evidencidé una localizacion mayoritaria tipo patron a, vy
minoritaria para los otros dos patrones (Figura 19). En conjunto, los resultados de IFI
sugerian que GLIPR1L1 y GLIPR1L2 estarian localizadas principalmente en la regién
dorsal de manera superficial y en la region dorsal de la cabeza y en la cola de manera

intracelular en los espermatozoides frescos.

Patrén a

5-
e Patron A

£ Patrén B
S 50 = Patrén C
Patrén b
254
04
a-GLIPR1L1 a-GLIPR1L2

% espermatozoides

Patrén c

Figura 19. Localizacion de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en espermatozoides maduros.
Espermatozoides frescos fijados y permeabilizados fueron sometidos a IFl utilizando a-
GLIPR1L1 y &-GLIPR1L2 como primeros anticuerpos observandose 3 patrones de marcacion
(izquierda) los cuales fueron cuantificados (derecha).

Con el fin de evaluar el tipo de asociacion de estas proteinas a los espermatozoides,
los mismos fueron sometidos a diferentes procedimientos de extraccion de proteinas,

analizandose la presencia de GLIPR1L1 y GLPR1L2 en el sobrenadante o en el
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precipitado mediante Wb. Los resultados indicaron que, mientras que el NaCl fue
incapaz de remover tanto a GLIPR1L1 como a GLIPR1L2 de los espermatozoides a
las distintas concentraciones empleadas, las proteinas fueron completamente
liberadas por exposicion de los espermatozoides a Triton X-100 (Figura 20A, C y D).

A a—-GLIPR1L1 B a-GLIPR1L2
NaCl NaCl NacCl NaCl NaCl NaCl
0,15M 0,6M 2M 0,15M 0,6M 2M

P § P S P S P S P § P S

- D
_DTT Tx 100 _DTT Tx 100
P S P S
G * P S B *) ¢ P S

o N e =

Figura 20. Extraccion de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 de espermatozoides. Espermatozoides
frescos de ratén fueron expuestos a 0,15 — 2,0M de NaCl, 250mM de Ditiotritol (DTT) y 1%
Triton-X100 (Tx 100), y los extractos proteicos centrifugados para obtener los sobrenadantes
(S) y pellets (P), los cuales fueron sometidos a electroforesis y analizados por Wb utilizando &-
GLIPR1L1 y &-GLIPR1L2.

Considerando los ensayos de localizacion que reflejaron la presencia superficial e
intracelular de ambas proteinas, los resultados de las extracciones descartaron la
presencia de una poblacion de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 asociada a la superficie del
espermatozoide por fuerza idnica, apoyando la posibilidad de que ambas proteinas
estuvieran asociadas fuertemente a la superficie del mismo. El analisis de la secuencia
indic6 que GLIPR1L2, pero no asi GLIPR1L1, posee dominios hidrofébicos que
permitirian su insercién en la membrana plasmatica, en ese sentido ambas proteinas
tanto de manera superficial como intracelular s6lo fueron removidas por Tritén X-100.
Por otro lado, si bien la abundancia de residuos cisteina en las moléculas podia dar
lugar a enlaces covalentes de ambas proteinas con otras proteinas de la superficie del
espermatozoide, el hecho de que la proteina superficial fuera removida en forma
aislada y no formando parte de un complejo, no apoyaba dicha posibilidad. De todos

modos, se realizaron experimentos en los cuales los espermatozoides de ratén fueron
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sometidos a tratamientos con 250mM DTT, analizdndose, posteriormente, la presencia
de GLIPR1L1 y GLPR1L2 en el sobrenadante o pellet mediante Wb. Los resultados
mostraron un cambio de peso molecular para ambas proteinas, indicando la presencia

de puentes disulfuro intermoleculares en las mismas (Figura 20C y D).

El analisis de secuencia tanto de GLIPR1L1 como de GLIPR1L2 revel6 que ambas
proteinas poseian posibles sitios de N-glicosilacion y de union a GPI. Por este motivo,
se realizaron experimentos en los cuales los espermatozoides frescos fueron
sometidos a tratamientos con las enzimas PNGasa y Fosfolipasa C (PLC),
analizandose por Wb la movilidad electroforética de ambas proteinas para el caso del
tratamiento con PNGasa (Figura 21A), y la presencia de las mismas en el
sobrenadante o precipitado para el tratamiento con PLC (Figura 21B).

A
PNGasa - + - +
g .-
4‘.
0~GLIPR1L1  a~GLIPR1L2
o—tubuling R -_——
B

P S P S

P S
o .

o—PH20 o—GLIPR1L1  o—GLIPR1L2

o—tubulina - ' -

Figura 21. Efecto del tratamiento con PNGasa F y PLC sobre las proteinas GLIPRs.

A. Extractos de espermatozoides fueron incubados en presencia (+) o ausencia (-) de 2500 U
de PNGasa F por 3 hs y sometidos a electroforesis y Wb, utilizando a-GLIPR1L1 y a-GLIPR1L2
como primer anticuerpo. B. Los espermatozoides fueron incubados en presencia de 5 U/ml
PLC, y sometidos a centrifugacion para obtener los sobrenadantes (S) y los pellets (P), los
cuales fueron analizados mediante ensayos de Wb utilizando 4-GLIPR1L1, 4-GLIPR1L2, anti-
SPAM1 (&-PH20) como pirmer anticuerpo. En A y B se utilizé a-tubulina como control de carga
y marcador celular, respectivamente.
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Los resultados indicaron que GLIPR1L2 presentaba una movilidad electroforética
mayor en los extractos tratados con PNGasa con respecto a los no tratados. Para el
caso de GLIPR1L1 se detecté un leve cambio en movilidad electroforética y un
ensanchamiento de la banda, sugerente de un efecto de la enzima sobre esta proteina
(Figura 21A). Los resultados de tratamientos con PLC mostraron que, al igual que lo
observado para el anticuerpo control PH20, GLIPR1L1 se liberaba al sobrenadante,
abriendo la posibilidad de que esta proteina tuviera una unién via GPI a la membrana
del espermatozoide. Por el contrario, en el caso de GLIPR1L2, los resultados
mostraron su ausencia en el sobrenadante, indicando que la misma no poseeria
uniones GPI (Figura 21B).

Teniendo en cuenta que GLIPR1L1 y GLIPR1L2 fueron detectadas en la cabeza de los
espermatozoides frescos, el paso siguiente consistié en investigar si las mismas
permanecian o se liberaban durante la capacitacién y si sufrian o no modificaciones
post-traduccionales luego de la capacitacion y RA. Para ello, extractos proteicos
totales de un mismo numero de espermatozoides frescos, capacitados y tratados con
ionéforo de calcio fueron separados electroforéticamente y examinados por Wb
utilizando los anticuerpos especificos generados. Los resultados revelaron la
permanencia de ambas proteinas en espermatozoides capacitados y reaccionados, y
la ausencia de diferencias en la movilidad electroforética de las proteinas entre las tres
poblaciones de espermatozoides (Figura 22A).

A continuacién, con el fin de evaluar si la localizacién de ambas proteinas se
modificaba durante la capacitaciéon y la RA, espermatozoides frescos, capacitados y
reaccionados fueron fijados, permeabilizados, y sometidos a IFl tal como fuera
descripto anteriormente. El andlisis de los resultados mostré los tres patrones
fluorescentes antes mencionados. La cuantificacion del nimero de células mostrando
cada uno de estos patrones indic6 que no habia diferencias significativas entre las tres
poblaciones analizadas, revelando que tanto GLIPR1L1 como GLIPR1L2 no
modificarian su localizacién como consecuencia de los eventos de capacitacion y RA
(Figura 22B y C).
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Figura 22. Comportamiento de las proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 durante la
capacitacion y RA. Extractos de espermatozoides frescos (F), capacitados (C) y reaccionados
(R) fueron separados electroforéticamente y analizados por Wb utilizando a-GLIPR1L1, y a-
GLIPR1L2.de raton (A). Porcentaje de espermatozoides mostrando los diferentes patrones
para GLIPR1L1 (B), o para GLIPR1L2 (C).

Por otro lado, mientras realizdbamos estos experimentos una empresa generd los
anticuerpos comerciales contra las dos proteinas humanas. A partir de esos
anticuerpos evaluamos la presencia de hGLIPR1L1 y hGLIPR1L2 en espermatozoides
humanos, y observamos que ambas proteinas se encontraban en los espermatozoides
con un tamano de 26 kDa para hGLIPR1L1 y de 28 y 32 kDa para hGLIPR1L2. El
paso siguiente consisti6 en investigar, si las mismas permanecian durante la
capacitacion y si sufrian post-traduccionales luego de la capacitacion y RA. Cabe
aclarar que ambas proteinas humanas al igual que las de raton permanecieron en los
espermatozoides capacitados y reaccionados sin presentar cambio alguno en la
movilidad electroforética (Figura 23). Es importante mencionar que, la realizacién de
ensayos de IFl sobre espermatozoides humanos utilizando cualquiera de los dos
anticuerpos no generd ningun resultado debido a la incapacidad de ambos anticuerpos
de reconocer a estas proteinas espermaticas en este tipo de ensayo.
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Figura 23. Comportamiento de las proteinas hGLIPR1L1 y hGLIPR1L2 durante la
capacitacion y RA. Extractos de espermatozoides (6 x 106) frescos (F), capacitados (C) y
reaccionados (R) fueron separados electroforéticamente y analizados por Wb utilizando a-
GLIPR1L1, y &-GLIPR1L2.de humano.

5- Participacion de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en la interaccion de gametas

El hecho de que GLIPR1L1 y GLIPR1L2 permanecieran en el espermatozoide luego
de la capacitacion y la RA abria la posibilidad de que las proteinas participaran en la
interaccion de gametas. Mas aun, la presencia de ambas proteinas en la region dorsal,
region por la cual los espermatozoides se unen a la ZP, nos hablaba de una posible

interaccion de estas proteinas con la zona.

Con el fin de analizar la participacién de las proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en la
interaccion espermatozoide-ZP, se decidié utilizar dos esquemas experimentales. En
el primer caso, los ovocitos intactos fueron preincubados con la proteina a ser
estudiada, y luego inseminados con espermatozoides capacitados. La idea de estos
experimentos radica en que, si existieran sitios de unién para la proteina del
espermatozoide en los ovocitos, la pre-incubacion de los mismos con la proteina

soluble resultaria en una inhibicion en el porcentaje de fertilizacion (Esquema 1).
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Esquema 1. Ensayo de interaccién de gametas in vitro en presencia de proteina.

Para ello, los ovocitos de raton denudados del cimulos fueron preincubados en medio
solo, o0 medio conteniendo 0,5, 1 0 5 uM de recGLIPR1L1 o recGLIPR1L2, utilizando 6
MM de CRISP1 o recCRISP1 como control, y luego inseminados con espermatozoides
capacitados. Al cabo de 18 hs, los ovocitos fueron lavados, montados y observados al
microscopio Optico evaluandose la presencia de embriones en 2 células. Los
resultados indicaron que ninguna de las dos proteinas recombinantes produjo una
inhibiciéon significativa a las concentraciones utilizadas, (tampoco se observé
acumulacién de espermatozoides perivitelinos), mientras que las proteinas controles
redujeron de manera significativa el porcentaje de embriones en 2 células respecto del
control (Figura 24).
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2 células
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Figura 24. Efecto de la presencia de proteinas GLIPR1s durante la coincubacion sobre la
capacidad fertilizante de espermatozoides. Ovocitos con ZP fueron pre-incubados en
ausencia de proteina (control) o en presencia de diferentes concentraciones de recGLIPR1L1 o
recGLIPR1L2, o proteinas CRISP como control, y luego inseminados con espermatozoides
capacitados. Al cabo de 18 h de co-incubacién, se determiné el porcentaje. Los resultados
representan el promedio + SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,02 vs
control, ** p<0,001 vs control.
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Esquema 2. Ensayo de interacciéon de gametas in vitro en presencia de anticuerpo.

El segundo esquema tiene como objetivo bloquear la proteina espermatica a través del
empleo de anticuerpos especificos y evaluar el efecto de dicho bloqueo sobre los
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eventos de la fertilizacion (Esquema 2). En este caso, los espermatozoides
capacitados de raton fueron preincubados con anti-GLIPR1L1 &6 anti-GLIPR1L2
durante los 15 minutos finales de la capacitacion para permitir la interaccion
anticuerpo-proteina, y luego utilizados para inseminar ovocitos con ZP, evaludndose el
efecto de los anticuerpos sobre la capacidad fertilizante de los espermatozoides.
Espermatozoides incubados en presencia de IgG de rata normal fueron incluidos en
todos los experimentos como controles negativos. Los resultados indicaron que la
exposicion de las gametas tanto al anticuerpo anti-GLIPR1L1 como anti-GLIPR1L2 fue
capaz de producir una inhibiciéon significativa en el porcentaje de embriones en 2
células respecto al control, sin observarse en ninguno de los casos acumulacion de

espermatozoides perivitelinos (Figura 25A).

Con el fin de analizar los mecanismos por los cuales los anticuerpos inhibieron la
capacidad fertilizante, evaluamos su efecto sobre diferentes pardmetros espermaticos.
Los resultados indicaron que la presencia de los anticuerpos durante la co-incubacion
no afectd la viabilidad (Figura 25B) ni la motilidad de los espermatozoides (tanto
vibratoria, como progresiva) (Figura 25C), como asi tampoco la capacidad de los
mismos de sufrir la RA espontanea (Figura 25D), indicando la especificidad del efecto
de los anticuerpos sobre la capacidad de interactuar con el ovocito.
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Figura 25. Efecto de los anticuerpos contra proteinas GLIPR1s sobre la capacidad
fertilizante de los espermatozoides. Espermatozoides capacitados fueron preincubados por
15 min en medio conteniendo 10 pg/ml anti-GLIPR1L1, anti-GLIPR1L2, o IgG de rata purificada
de sueros preinmunes, y luego utilizados para inseminar ovocitos con ZP, evaluandose, el
porcentaje de embriones en 2 células (A). En esos mismos espermatozoides se evalud la
viabilidad por tincion vital con eosina (B), la motilidad total subjetiva (C) y reaccion acrosomal
espontanea por la técnica de Coomassie Blue (D). *p<0.05. n=4.

Con el fin de evaluar la participacion de las proteinas en la etapa especifica de union a
la ZP, los espermatozoides capacitados fueron incubados con los anticuerpos tal como
se describiera anteriormente, y las gametas fueron co-incubadas so6lo por treinta
minutos. Los ovocitos fueron luego lavados para remover los espermatozoides
asociados débilmente a la ZP vy, finalmente, observados al microscopio Optico. Los
resultados mostraron una disminucién significativa en el nUmero de espermatozoides
unidos por ovocito tanto al emplear anti-GLIPR1L1 como anti-GLIPR1L2, sin
observarse en ninguno de los casos espermatozoides perivitelinos (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de anticuerpos contra proteinas GLIPR1s sobre la union de
espermatozoides a la ZP. Espermatozoides capacitados fueron preincubados con 10 ug/ml de
anti-GLIPR1L1, anti-GLIPR1L2 o IgG de rata como control, y luego utilizados para inseminacién
de ovocitos con ZP (n=4). Al cabo de 30 minutos de coincubacién, los ovocitos fueron lavados,
fijados y montados, determindndose el nimero de espermatozoides unidos por ovocito. a p <
0,002; b p < 0,05.

Si bien los ensayos hasta aqui realizados indicaban la participacion de estas proteinas
en la interaccion espermatozoide-ZP, existia la posibilidad de que las proteinas
también participaran en la etapa posterior de fusién. Con el fin de evaluar dicha
posibilidad, espermatozoides capacitados fueron pre-incubados con anti-GLIPR1L1 o
anti-GLIPR1L2, y co-incubados con ovocitos sin ZP durante 90 min, luego de lo cual
se evalu6 el porcentaje de fusion utilizando la técnica de Hoescht que permite
discriminar entre espermatozoides unidos o fusionados. Los resultados indicaron que
ninguno de los anticuerpos produjo una inhibicidbn del porcentaje de ovocitos
penetrados (Figura 27) sugiriendo que las proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 no
participarian en la etapa de fusion. Cabe mencionar que no se evalu6 la participacion
de las proteinas siguiendo el esquema 1 (co-incubacion en presencia de proteinas),
dado que, a diferencia de lo observado con los anticuerpos, ninguna de las proteinas
habia producido una disminucion en el porcentaje de fertilizacion cuando los ovocitos
empleados presentaban ZP (ver Figura 24).
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Figura 27. Efecto de anticuerpos contra GLIPR1s sobre la fusion de gametas. Ovocitos de
raton sin ZP fueron inseminados con espermatozoides preincubados con 10 pg/ml de anti-
GLIPR1L1, anti-GLIPR1L2, o IgG de rata purificada y, al cabo de 90 min de co-incubacion, los
ovocitos fueron tefiidos con Hoescht, determinandose el porcentaje de fertilizaciéon. Los datos
representan el promedio £ SEM de al menos 3 experimentos independientes.

En conjunto, los resultados presentados a lo largo de este capitulo describen la
identificacion de dos nuevas proteinas CAP, GLIPR1L1 de origen testicular vy
GLIPR1L2 de origen testicular y epididimario, las cuales se encuentran presentes en el
espermatozoide y participarian en el proceso de fertilizacién, mas especificamente en

la etapa de interaccién con la ZP.
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Discusion

Con el fin de esclarecer los mecanismos moleculares involucrados en la fertilizacion, la
presente Tesis se ha centrado en las dos familias mejor caracterizadas de la
superfamilia de proteinas CAP, las familias CRISP y GLIPR1. Para ello, en el primer
capitulo se investig6b la presencia de proteinas CRISP en el tracto reproductor
femenino como asi también su participacidbn durante la interaccion de gametas,
mientras que el segundo capitulo estuvo enfocado en la caracterizacion de las
proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 y estudio de su posible rol durante el proceso de

fertilizacion.

Capitulo 1

CRISP en el tracto femenino

Como se mencionara en la introduccion, la alta homologia entre las proteinas CRISP y
Allurina nos llevé a investigar la posible presencia de alguna CRISP en el tracto
reproductor femenino, como asi también, su posible rol en el proceso de fertilizacion,

siendo éstos los objetivos de este primer capitulo.

Los estudios de RT-PCR en los diferentes tejidos del tracto reproductor femenino de la
rata indicaron la presencia de una banda correspondiente al mensajero de CRISP1 en
todos los tejidos analizados, como también en las células del cimulus que rodean al
ovocito, pero no asi en el ovocito mismo. Estos resultados fueron confirmados por
ensayos de Wb indicando la presencia de la proteina CRISP1 en los mismos tejidos en
los que se habian detectado los mensajeros correspondientes. Estos estudios
indicaban, claramente, que CRISP1 no sélo esta presente en el tracto reproductor
masculino sino también a lo largo de todo el tracto reproductor femenino, aunque en
una cantidad significativamente menor como surge de la comparacion con las bandas
correspondientes a epididimo tanto a nivel de mensajero como de proteina. Estudios
complementarios en los que se analiz6 la localizacion de CRISP1 en los diferentes
tejidos, mostraron su presencia en el epitelio luminal del oviducto y utero como asi
también en la superficie de las células de la granulosa del ovario y de las células del
cumulus, consistente con la naturaleza secretoria de las proteinas CRISPs, las cuales
poseen en su secuencia el caracteristico péptido senal (Kratzschmar J et al, 1996).
Durante el transcurso de esta Tesis, el grupo de la Dra. O’Bryan realizd un andlisis de
la expresién de las proteinas CRISP en diversos tejidos del raton identificando a
CRISP1 en utero pero no asi en ovario por RT-PCR detectando, al igual que en
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nuestro trabajo, una marcacion positiva en el epitelio luminal por inmuno-histoquimica
(Reddy et al.,, 2008). Sin embargo, el trabajo mencionado carece de correctos
controles de Wb que confirmen la especificidad de los anticuerpos utilizados y no
evalla la presencia de CRISP1 en oviducto ni en las células del cimulus. En ese
sentido, cabe mencionar un reciente trabajo que describe la presencia del mensajero
de CRISP1 en las células del cumulus por RT-PCR (Burnett et al., 2012), apoyando

nuestras observaciones en esas células.

Teniendo en cuenta que CRISP1 se encuentra presente en unas vesiculas
membranosas llamadas “epididimosomas” que mediarian la transferencia de proteinas
integrales al espermatozoide durante su transito por el epididimo (Griffiths et al.,
2008a), decidimos investigar si existia la posibilidad de que CRISP1 se encontrara
también presente en unas vesiculas membranosas muy similares presentes en el
fluido uterino denominadas “uterosomas”. Dado que dichas vesiculas habian sido
descriptas en ratén, evaluamos la presencia de uterosomas en la rata y la posible
asociacion de CRISP1 a los mismos. La correcta obtencion de los uterosomas de rata
se confirmé mediante su observacion al microscopio electrénico. En concordancia con
lo descripto en la bibliografia (Griffiths et al., 2008b), se observd la presencia de
numerosas vesiculas formadas por doble membrana, con heterogeneidad de tamano.
A continuacién, se investigé la presencia de CRISP1 en estas vesiculas uterinas
mediante la preparacién de extractos proteicos y su posterior analisis por Wb. Los
resultados obtenidos indicando la presencia de CRISP1 en las vesiculas y su ausencia
en fluido uterino constituyen la primera evidencia de la existencia de una proteina
CRISP en los uterosomas. Hasta el momento, se sabe muy poco respecto a las
funciones bioldgicas de estas vesiculas. Considerando evidencias previas de nuestro
laboratorio indicando la transferencia in vitro de CRISP1 desde los epididimosomas a
los espermatozoides (Tesis Doctoral Julieta Maldera), existia la posibilidad de que
CRISP1 sea transferida a los espermatozoides no solo durante la maduracion
epididimaria a través de epididimosomas, sino también durante su paso por el utero a
través de los uterosomas. En este sentido, resultados de nuestro laboratorio indican la
existencia de dos poblaciones de CRISP1 asociadas a la superficie del
espermatozoide con afinidades diferentes: una poblacién mayoritaria que se asocia en
forma débil, la cual podria actuar como factor decapacitante, y una fraccion minoritaria
que se asocia con mayor afinidad y que sélo puede ser removida de los
espermatozoides por tratamientos que extraen proteinas integrales de membrana

(Cohen et al., 2000b), la cual participaria en el proceso de fertilizacién. Mientras que la

136



Discusion

poblacién débilmente unida se asociaria a los espermatozoides por un mecanismo que
involucraria la formacion de complejos entre la proteina y el zinc (Maldera et al., 2011),
la poblacion fuertemente unida lo haria a través de los epididimosomas presentes en
el fluido (Tesis Doctoral Dra. Julieta Maldera). Estos resultados abren la posibilidad de
que los uterosomas estén involucrados en la transferencia de una poblacién de
CRISP1 que se una fuertemente a la superficie de los espermatozoides durante su
transito por el utero con el fin de reforzar y asegurar la presencia de esta proteina
involucrada en el proceso de fertilizacion. Esta posibilidad no pudo ser evaluada dadas
las importantes dificultades encontradas al realizar los experimentos de transferencia
desde los epididimosomas (Tesis Doctoral Dra. Julieta Maldera), los cuales incluso
presentan cantidades significativamente mayores de CRISP1 que las detectadas en
las vesiculas uterinas. Sin embargo, existen evidencias que apoyan la modificacion
post-testicular de las proteinas de superficie de los espermatozoides no sélo durante la
maduracién epididimaria sino también durante su capacitacion en el tracto femenino
(Kirchhoff et al., 1998). Un claro ejemplo es la proteina testicular SPAM1 de ratoén, la
Unica proteina caracterizada en los uterosomas hasta el momento, la cual participa en
el proceso de fertilizacidén y es transferida a los espermatozoides por un mecanismo
mediado por las vesiculas uterinas (Griffiths et al., 2008a). De esta manera, si bien
SPAM1 se encuentra presente en el espermatozoide desde el testiculo, continta
incorporandose a la gameta tanto durante su transito por el epididimo a través de
epididimosomas como durante su transito por el Utero mediado por uterosomas
(Griffiths et al., 2008a). Por otra parte, es posible que CRISP1 presente en el oviducto
también se asocie a los espermatozoides mientras los mismos permanecen en el
isthmus aguardando la ovulaciéon, con el fin de reforzar la presencia de esta proteina
en la gameta masculina. Tal es el caso de la proteina de hamster Oviductina, la cual
es sintetizada tanto en el Utero como en el oviducto, y se asocia a los espermatozoides
durante el transito por ambos o6rganos, participando luego en la interaccién de
gametas (Kimura et al., 1994), e incluso la ya mencionada SPAM1, la cual también se
encuentra presente en el oviducto (Griffiths et al., 2008b). Ademas, es posible que
CRISP1 en el oviducto participe en la estrecha asociacién de los espermatozoides al
isthmus oviductal, como ocurre con la proteina SBG la cual facilita la unién de los
espermatozoides al epitelio oviductal, actuando también en la capacitacién de los
mismos (Teijeiro et al., 2011). Finalmente, la proteina CRISP1 detectada en las células
de la granulosa del ovario corresponde a aquella que forma parte de las células del
cumulus, siendo posible que la misma cumpla un rol durante la penetracion de los
espermatozoides a través del cumulus que rodea al ovocito. Esta posibilidad sera
discutida en profundidad mas adelante.
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La presencia de CRISP1 en el tracto femenino de la rata nos llevé a investigar la
presencia de las otras proteinas CRISP en este tracto tales como CRISP2 y CRISP4,
dado que el gen de CRISP3 no esta presente en la rata. A diferencia de CRISP1, el
mensajero de CRISP2 se detectd s6lo en ovario, mientras que el correspondiente a
CRISP4 no se encontr6 en ninguno de los érganos reproductores femeninos
evaluados. Dada la existencia del mensajero de CRISP2 en ovario, se exploré su
presencia tanto en los ovocitos como en las células del cumulus, obteniéndose
resultados negativos en ambos casos. Los estudios de Wb en tejido ovarico revelaron
la presencia de una banda a la misma altura que la correspondiente a CRISP2
testicular confirmando la expresion de la proteina en este tejido. La presencia de otra
banda de menor intensidad y mayor peso molecular que CRISP2 podria corresponder
a una inespecificidad detectable en ovario debido a la mayor concentracién de
extractos proteicos utilizados para detectar CRISP2 en este tejido comparado a la
utiizada en testiculo. Alternativamente, la banda podria corresponder a una
modificacién post-traduccional, especifica de ovario ya que es sabido que CRISP2 no
posee ninguna modificacion post-traduccional a nivel testicular (Reddy et al., 2008).
Los estudios de localizacion mostraron a CRISP2 en la region de la médula ovarica y
en el tejido intersticial del cortex. Considerando el caracter secretorio de CRISP2 y su
rol como regulador de canales idnicos (Gibbs et al., 2006), es posible que esta
proteina cumpla una funcion paracrina en el ovario regulando el flujo de iones, critico
para numerosos eventos foliculares (Diaz-Muroz et al., 2008). Si bien la Dra O'Bryan
y colaboradores (Reddy et al., 2008) detectaron a CRISP2 en el ovario por inmuno-
histoquimica, la misma fue localizada, a diferencia de nuestras observaciones, en las
células de la granulosa, en las células intersticiales del cortex ovarico y en el
citoplasma de ovocitos preovulatorios. Sin embargo, estos estudios carecen de
controles negativos y no fueron complementados con ensayos de Wb que evidencien
la especificidad de los anticuerpos empleados. Ademas, a diferencia de nuestro grupo,
el trabajo mencionado no evalta la presencia de CRISP2 ni en oviducto ni en células

del cumulus.

Tal como se indicara anteriormente, la presencia de CRISP1 en las células del
cumulus sugeria su posible participacion en el proceso de interaccién de gametas. En
ese sentido, los ratones carentes de CRISP1 disponibles en nuestro laboratorio
representaban un modelo ideal para estudiar esta posibilidad. Estos ratones fueron
generados con el fin de dilucidar el papel funcional de la proteina epididimaria CRISP1
en el proceso de fertilizacion, y constituyeron el primer KO para una proteina de la
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familia CRISP. En principio, evaluamos si, al igual que en la rata, CRISP1 estaba
presente en el tracto reproductor femenino del ratén. Los resultados indicaron la
presencia del mensajero de CRISP1 en el ovario, oviducto, Gtero y células del cimulus
provenientes de animales HT y su ausencia en los animales KO. Cabe destacar que si
bien las bandas observadas no se encontraban a la misma altura que el control
(epididimo), el hecho de que no estuvieran presentes en los animales KO apoyaba que
las mismas correspondieran al mensajero de CRISP1 y no a un posible contaminante.
De todos modos, la secuenciacion de las bandas detectadas en los animales HT
confirm6 la identidad de las mismas como CRISP1. La presencia de la proteina
CRISP1 en ovario, oviducto y utero fue confirmada por Wb, evidenciandose, al igual
que en la rata, una menor expresibn en todos estos tejidos respecto a la
correspondiente en epididimo. El empleo de los animales KO confirmé que la ausencia
del mensajero se traducia en la ausencia de la proteina en ovario y en utero. Los
estudios de IIF revelaron la misma localizacion de CRISP1 en los tejidos y en las
células del cumulus que la observada en la rata, a excepcion del ovario donde se
detect6 una marcacién minoritaria en las células intersticiales no detectada en la rata.
Cabe destacar que en ninguno de los casos se encontrd6 marcacion en los animales
KO. Estos resultados nos indicaban la presencia de CRISP1 a lo largo de todo el tracto
femenino del ratén, confirmando, ademas, la utilidad de los animales KO para evaluar

la posible participacion de CRISP1 en la interaccion de gametas en esta especie.

En base a nuestros resultados revelando la presencia de CRISP1 en las células del
cumulus, evaluamos su posible participacion en el proceso de interaccién de gametas.
Para ello, se realizaron experimentos de fertilizacion in vitro en los cuales los COCs
Crisp1-/- se co-incubaron tanto con espermatozoides control como mutantes. Bajo
estas condiciones, los porcentajes de fertilizacion correspondientes a los COCs
deficientes en CRISP1 fueron significativamente menores que aquellos obtenidos con
COCs control. Mas aun, cuando se co-incubaron los COCs KO con espermatozoides
KO, los porcentajes de fertilizacion fueron significativamente menores que aquellos
observados cuando los COCs KO eran incubados con espermatozoides control. En
relacion a estas observaciones surgen dos consideraciones: que CRISP1 presente en
las células del cumulus cumpliria un rol en la interaccibn de gametas, y que los
espermatozoides carentes de CRISP1 exhiben un defecto en la fertilizacion de COCs
KO, no detectado al emplear COCs control (Da Ros et al., 2008). Al respecto, cabe
aclarar que los espermatozoides KO para CRISP1 presentan una reaccién acrosomal
(tanto espontanea como inducida), y una motilidad, no diferentes de los animales HT
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(Da Ros et al.,, 2008) excluyendo la idea de que la menor capacidad de los
espermatozoides KO de penetrar los COCs KO se deba a defectos en estos dos
parametros funcionales involucrados en la penetracién del camulus. Por otro lado,
observaciones de nuestro grupo indicaban que la proteina CRISP1 purificada era
capaz de unirse a acido hialurénico (AH), uno de los componentes mayoritarios de la
matriz de los COCs, como asi también de provocar la dispersion de las células del
cumulus (Tesis Doctoral Dra. Dolores Busso), sugiriendo que CRISP1 del
espermatozoide podria cumplir un rol durante la etapa de penetracion del cimulus. En
ese sentido, se ha planteado que la penetracion del cumulus estaria mediada tanto por
la fuerza generada por la hiperactividad del espermatozoide (teoria mecanica) como
también por la accién de enzimas capaces de degradar la matriz extracelular (teoria
enzimatica) (Kim et al., 2008). En base a ello, y teniendo en cuenta la capacidad
degradativa de CRISP1, el siguiente paso consistié en investigar la posible
participacién de CRISP1 del espermatozoide en la apertura del cimulus que rodea al
ovocito durante la fertilizacién. Nuestros resultados mostraron que, al igual que habia
sido observado para la rata y raton (Tesis Doctoral Dra. Dolores Busso), la proteina
CRISP1 purificada era capaz de dispersar en forma tiempo-dependiente a las células
de cumulus maduros, sugiriendo que el blanco de la accion de CRISP1 seria la matriz
en la cual estdn embebidas las células del cumulus. ElI hecho de que CRISP3
purificada no afectara la integridad del cumulus indicé que el efecto no era propio de
cualquier CRISP. Con el fin de analizar la especificidad de la accion de CRISP1 sobre
la integridad del cumulus, los ensayos fueron realizados en presencia de CRISP1
purificada expuesta previamente a diferentes sueros especificos contra la proteina.
Los resultados mostrando que el efecto de dispersion no era bloqueable por la accion
de ninguno de los anticuerpos sugirieron que la actividad dispersante de CRISP1
podia deberse a la presencia de contaminantes en la preparacién. Dicha posibilidad se
evalué a través de ensayos con apigenina, un flavonoide inhibidor especifico de
hialuronidasas que habia sido utilizado para demostrar la accién hialuronidésica de
PH20 y Hyal5 (Lin et al., 1994; Kim et al., 2005). La disminucion de la actividad
dispersante de CRISP1 en presencia de este inhibidor fue un hallazgo importante ya
que apoyoé la idea de que el efecto de la preparacion de CRISP1 dependia de una
actividad hialuronidasa. Sin embargo, nuestras evidencias previas indicaban que si
bien la preparacién de CRISP1 purificada tenia la capacidad de disgregar el cimulus y
de unirse a AH, no poseia actividad hialuronidasica segun surgia de la comparacién de
las secuencias aminoacidicas de CRISP1 con las de dos proteinas con actividad
hialuronidasa: la hilauronidasa del veneno de la abeja Apis mellifera (Gmachl & Kreil,
1993) y la proteina PH-20 de rata (Hou et al, 1996). Mas aun, la capacidad de CRISP1
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para degradar AH también habia sido analizada mediante un ensayo bioquimico, sin
obtener resultados positivos (Tesis Doctoral Dra, Dolores Busso). Estas observaciones
y nuestros resultados con apigenina apoyaban la idea de la existencia de posibles
contaminaciones con actividad hialuronidasica en los preparados de CRISP1. La
repurificacion de la proteina confirmé la presencia de contaminantes en la preparacién
los cuales serian responsables de la actividad dispersante a juzgar por el hecho de
que CRISP1 repurificada no tuvo accion alguna sobre la dispersion de las células del
cumulus. En conjunto, los estudios realizados indicaban que CRISP1 presente en la
superficie del espermatozoide no podria ejercer un efecto sobre la apertura o
dispersién de la matriz del cimulus, descartando que los menores porcentajes de
fertilizacién observados en la co-incubacién de COCs KO con espermatozoides KO se
debieran a una menor capacidad de los espermatozoides KO de dispersar al camulus.
Por su parte, al igual que lo observado anteriormente (Da Ros et al.,, 2008), los
espermatozoides KO incubados con COCs control no exhibieron ningun defecto
significativo en su capacidad fertilizante. En ese sentido, es sabido que el cumulus
oophorus tiene efectos beneficiosos sobre la fertilizacién tales como estimular la
motilidad de los espermatozoides y la ocurrencia de la RA, y controlar el acceso de los
espermatozoides a la ZP del ovocito (Florman y Ducibella, 2006) que podrian, en
conjunto, enmascarar los defectos propios de los espermatozoides KO. En vista de
ello, los menores porcentajes de fertilizacién obtenidos con espermatozoides y COCs
KO podrian deberse a los defectos ya conocidos en la fosforilaciéon de proteinas en
tirosina, en la capacidad del espermatozoide de interactuar con la ZP o con el oolema
(fusion) (Da Ros et al., 2008), o bien a defectos aun no descriptos, los cuales se harian
evidentes en una condicion mas restrictiva como la correspondiente al empleo de

cUmulus KO.

La segunda observacién importante de los ensayos de fertilizacién in vitro fue el hecho
de que, en aquellos casos en los que se utilizaron COCs KO, observaramos menores
porcentajes de fertilizacién. Estos resultados, nos llevaron a pensar que los efectos
beneficiosos que atribuiamos al cumulus oophurus, podian también deberse a la
presencia de CRISP1 en dichas células. En base a ello, el préximo paso consistio en
evaluar si CRISP1 del cumulus ejercia un efecto positivo sobre la penetracion de los
espermatozoides. Los ensayos de penetracidn realizados mostraron que, en aquellos
COCs que carecian de la proteina, ingresaban menos espermatozoides que en los
COCs controles, confirmando que CRISP1 presente en las células del cumulus

favorecia la penetraciébn de los espermatozoides a través del cumulus. Una
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observacion interesante fue que la penetracion de los cumulus tanto KO como HT no
difirid al utilizar espermatozoides KO o HT, diferentemente del caso de los ratones
carentes de las hialuronidasas PH-20 (Baba et al., 2002) o Hyal5 (Kim et al., 2005), o
de las serinproteasas PRSS21 y ACR (Kawano et al., 2010) los cuales presentan una
menor capacidad de penetrar el cumulus respecto a los espermatozoides control.
Estas observaciones apoyan nuestros resultados previos indicando que CRISP1 no
tendria una actividad dispersante de las células del cimulus.

Una posible explicaciéon para la disminuciéon en la penetracién de COCs carentes de
CRISP1 podria ser que la estructura de la matriz extracelular se encontrase alterada
generando asi una mayor dificultad a los espermatozoides para penetrarla. Tal es el
caso de COCs resistentes a la degradacion por hialuronidasa debido a la
sobreexpresidn de fibronectina, que los hace menos aptos para la fertilizacién (Tamba
et al., 2008). Teniendo en cuenta estas observaciones, evaluamos la estructura de la
matriz extracelular del camulus carente de CRISP1 mediante el estudio de la apertura
de COC tanto espontdanea como inducida por hialuronidasa. En ambos casos, la
evaluacion se hizo en funcion del tiempo y comparando COCs KO y HT. Los
resultados mostraron que la dispersién de las células del cimulus tanto espontanea
como inducida por hialuronidasa fue la misma para ambos grupos, apoyando la idea
de que la estructura de la matriz del COC no estaria afectada por la ausencia de
CRISP1 en la misma. Otra posible explicacion para la menor penetracién observada
para COCs KO seria que CRISP1 ejerciera una actividad quimioatractante hacia los
espermatozoides tal como fuera descripto para la proteina CRISP Allurina de anfibios.
Allurina fue identificada a partir de medios condicionados de huevos de Xenopus
leavis, los cuales tenian la capacidad de atraer espermatozoides (Al-Anzi and
Chandler, 1998), encontrandose luego que dicha proteina era la responsable del
efecto observado (Olson et al., 2001). Esta proteina es secretada por las células
ciliadas del epitelio oviductal, y se incorpora a la cubierta gelatinosa de los huevos
durante su transito por el oviducto (Xiang et al., 2004). Una vez que los huevos son
liberados por la hembra al medio, Allurina es rapidamente liberada por difusion y
conveccion, atrayendo a los espermatozoides (Xiang et al., 2005). Otra de las
evidencias de la probable actividad quimioatractante de CRISP1 la constituye el
modelo del ratbn KO para la proteina receptora de prostanglandina E subtipo EP2
(PTGER2) presente en las células del cimulus, el cual exhibe una severa reduccion
en la tasa de fertilizacién y de penetracién del cumulus (Hizaki et al., 1999). Dicha
reduccion se debe, principalmente, a que la ausencia del receptor genera un
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desbalance en la sintesis de quemoquinas, las cuales atraen los espermatozoides
mediante quimiotaxis. Considerando estos resultados, y que la penetracién de los
espermatozoides era menor en los COCs KO, el préximo paso consistiéo en evaluar si
CRISP1 tenia la capacidad de quimioatraer a los espermatozoides.

El analisis de la actividad quimiotactica de CRISP1 se realizé utilizando el método de
medicion de quimiotaxis descripto por la Dra. Giojalas (Universidad de Cérdoba), en el
cual uno de los receptaculos de una camara Zigmond es cargado con el agente a
testear como quimioatractante mientras que el otro es cargado con espermatozoides
capacitados, formandose un gradiente monodimensional del quimioatractante. Los
espermatozoides son filmados por una camara acoplada al microscopio y los videos
analizados, posteriormente, mediante el seguimiento individual de la trayectoria
(orientacion) de los espermatozoides. En todos los ensayos se empled progesterona
como control positivo ya que la actividad quimiotactica de esta hormona esta bien
descripta en mamiferos (Teves et al., 2006). Cabe destacar que la actividad
quimiotéctica se define como el control direccional del nado de los espermatozoides
generado por el agente quimiotactico mediante un gradiente de concentracién
creciente originado desde la fuente de dicho agente. Estos ensayos revelaron que
CRISP1 exhibia actividad quimioatractante a partir de una concentraciéon de 1 pM,
alcanzando los niveles correspondientes a la progesterona (control positivo) a 10 pM.
Si bien esta concentracion es varios érdenes de magnitud mayor a la necesaria para
progesterona, la misma es similar a la concentracion de CRISP1 utilizada para inhibir
la unién de los espermatozoides a ZP y la fusiébn de gametas en ensayos in vitro (6
puM) (Cohen et al., 2000b; Cohen et al., 2000a; Busso et al., 2007a).

La actividad quimioatractante de CRISP1 pareceria depender de su conformacion a
juzgar por el hecho que la proteina recombinante recCRISP1 expresada en bacterias,
carente de glicosilacion, y con un deficiente nivel de formacién de puentes disulfuro
(Ellerman et al.,, 1998), no fue capaz de quimioatraer a los espermatozoides a la
maxima concentracion utilizada (10 yM). La necesidad de una correcta conformacion
para la actividad quimiotactica de CRISP1 también quedd evidenciada por los
resultados mostrando que la desnaturalizacién parcial de la proteina por calor o la
acciéon conjunta de la desnaturalizacién por calor y reduccién de los puentes disulfuro
por DTT, disminuyeron dicha capacidad. Cabe mencionar que la proteina Allurina

generada en un sistema procariético también mostr6 atraer a los espermatozoides de
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sapo de un modo menos eficiente que la proteina nativa debido a la incorrecta
formacion de los puentes disulfuro (Sugiyama et al., 2009). De todos modos, es
importante recordar que tanto Allurina nativa como recombinante mostraron tener la
capacidad de atraer los espermatozoides no sélo de anfibios sino también de raton.
Teniendo en cuenta la homologia de Allurina con CRISP1, en el mismo trabajo los
autores evaluaron la capacidad de la proteina recombinante CRISP1 de raton de
atraer a los espermatozoides, encontrando que la misma no poseia dicha capacidad
(Burnett et al., 2011). La proteina recombinante utilizada en estos estudios fue
generada en fibroblastos de ratéon por lo cual, a diferencia de nuestra proteina
recombinante, no tendria afectada las modificaciones post-traduccionales ni la
conformacion. En base a ello, una posible explicacion para la falta de actividad
quimiotactica observada para esta proteina podria radicar en el hecho de que los
autores utilizaron medios condicionados conteniendo la proteina recombinante a una
concentracion unica (Burnett et al., 2011), no suficiente para ejercer el efecto

quimiotactico, o que algun factor presente en el medio inactive su potencial actividad.

Nuestros resultados describen por primera vez, en mamiferos, la capacidad
quimiotactica de una proteina ya que, hasta el momento, s6lo se encontraban
descriptos como agentes quimiotacticos de espermatozoides a la ya mencionada
hormona esteroidea progesterona (Teves et al., 2006), el aldehido aromatico
bourgeonal que activa los receptores olfatorios OR1D2 en el espermatozoide (Spehr et
al. 2003; Spehr et al. 2004; Gakamsky et al. 2009), y péptidos pequenos de hasta 8
kDa denominados quemoquinas, tales como RANTES, CCL7, etc. (Isobe et al., 2002;
Tamba et al., 2008). Nuestras observaciones mostrando la actividad quimiotactica de
CRISP1 estan apoyadas por los resultados encontrados para la proteina CRISP
Allurina (Al-Anzi et al., 1998), que fue la primera proteina CRISP detectada en el tracto
femenino y en mostrar capacidad quimiotactica de espermatozoides de sapo (Olson et
al., 2001).

Si bien el mecanismo de accién que llevaria a CRISP1 a generar quimiotaxis sobre los
espermatozoides de raton aun se desconoce, recientes trabajos aportarian cierta
evidencia al respecto. De acuerdo a estos estudios, Allurina no alteraria la velocidad
de los espermatozoides sino su orientacion, uniéndose principalmente a la pieza
media del flagelo espermatico (Burnett et al., 2011). Por otro lado, el movimiento
flagelar esta asociado a las sefiales de calcio provenientes tanto de la entrada de
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calcio extracelular como de la liberacion de este i6n de los reservorios intracelulares
(Burnett et al., 2012). En ese sentido, es sabido que la progesterona, principal
quimioatractante de espermatozoides en mamiferos, regula los canales de calcio
“CatSper” presentes en el flagelo de los espermatozoides humanos, abriendo la
posibilidad de que dichos canales también estén involucrados en la regulacion de las
sefnales de calcio del flagelo durante la quimiotaxis (Lishko et al., 2011; Strinker et al.,
2011). Ademas de los canales “CatSper”, la familia de canales receptores de potencial
transciente (TRP) participa en una variedad de procesos en el espermatozoide
dependientes de calcio tales como motilidad, capacitacion y reaccién acrosomal (De
Blas et al., 2009). Recientemente, se han identificado algunos miembros de esa familia
en espermatozoides humanos (De Blas et al., 2009) y de ratén (Martinez-Lopez et al.,
2011), y se ha mostrado que estos canales podrian estar involucrados en termotaxis,
quimiotaxis y transduccion mecanosensitiva (De Blas et al., 2009; Martinez-Lopez et
al., 2011). Uno de estos canales, el TRPM8, mostré ser inhibido por la regién CRD de
CRISP4 (Gibbs et al., 2011). La alta homologia entre el CRD de CRISP4 y CRISP1
sugeriria que CRISP1 también podria regular canales TRP y, a través de los mismos,
ejercer su accion quimiotactica. Esta posibilidad estd siendo evaluada en estos
momentos en colaboracién con el Dr Alberto Darszon (UNAM, Méjico), como asi
también la posibilidad de que CRISP1 pudiera estar modulando directa o
indirectamente a “CatSper”. Un aspecto a considerar en cuanto a la participacion de
CRISP1 en quimiotaxis a través del CRD, es que Allurina, también involucrada en este
proceso, carece de CRD, estando conformada sélo por el dominio PR1 y una porcion
del Hinge. Por tal razén, resultard de sumo interés evaluar cudl de los dominios de
CRISP1 se encuentra involucrado en quimiotaxis o bien la posibilidad de que ambos

dominios ejerzan el efecto atractante.

Por dltimo, si bien los anticuerpos desarrollados en nuestro laboratorio detectan a
CRISP1 sélo en la cabeza de los espermatozoides, la misma también se encontraria
presente en la cola segun lo observado al emplear otros anticuerpos (Roberts et al
2007). En ese sentido, resulta curioso el hecho de que el espermatozoide que ya
contiene la proteina CRISP1 en cabeza y cola, sea capaz de detectar un gradiente
formado por CRISP1 proveniente de las células del cumulus. Una posibilidad es que
existan receptores libres para CRISP1 en el espermatozoide, lo cual estaria apoyado
por la capacidad de CRISP1 nativa de unirse a la cola de espermatozoides inmaduros
(Maldera et al., 2011). Mas aun, tanto los canales CatSper (Xia et al., 2007), como los
TRP, incluyendo los TRPM8, se encuentran principalmente en la cola del

145



Discusion

espermatozoide (Martinez-Lopez et al.,, 2011). Otra posibilidad podria ser que la
proteina proveniente del cumulus contacte a aquella que se encuentra presente en el
espermatozoide formando un dimero que actie como efector de la sefial quimiotactica.
Apoyando esta opcién, existen evidencias de dimerizacién de proteinas CRISP
presentes en venenos de viboras (Suzuki et al., 2008). Una ultima opcién seria que
CRISP1 del cumulus presente diferencias post-traduccionales con respecto a la
proteina espermatica siendo estas diferencias las que el espermatozoide lograra
detectar. Sin embargo, esta hipo6tesis es poco probable dado que los ensayos de
quimiotaxis fueron realizados con la proteina CRISP1 nativa purificada de epididimo.

Es interesante mencionar que nuestros hallazgos no sélo proporcionan informacion
sobre los mecanismos por los cuales la proteina CRISP1 presente en las células del
cumulus participa en la interaccion de gametas, sino que permitirian mimetizar in vitro
la capacidad quimiotactica de una proteina clave en el proceso de fertilizacion. En ese
sentido, seria interesante investigar la presencia de CRISP1 en las células del
cumulus humanas, lo cual abriria la posibilidad de una futura aplicacién en la clinica tal
como la evaluacion de la falta o mutacién de CRISP1 en los cumulus de mujeres
infertiles o subfertiles. En caso de encontrarse algun tipo de asociacion entre la
infertilidad de las pacientes y la presencia de CRISP1 en sus COCs, se podria plantear
la posibilidad del agregado de esta proteina en los ensayos de fertilizacién in vitro
(FIV) con el fin de aumentar los porcentajes de fertilizacién. Por otro lado, con el
advenimiento de la técnica de inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI), se han ofrecido nuevas esperanzas a pacientes con subfertilidad severa. Previo
a la inyeccion de los espermatozoides, el paso clave es la seleccibn de los
espermatozoides a inyectar, siendo el actual criterio de seleccion la observacién
cualitativa de las gametas por parte del operador. De este modo, el andlisis de la
capacidad de los espermatozoides de responder a la actividad quimioatractante de
CRISP1 podria constituir un nuevo parametro para la seleccion espermatica. En ese
sentido, recientemente, se ha disefiado un chip de quimiotaxis para la seleccion de
espermatozoides a ser utilizados en ICSI, por el cual se elijen aquellas gametas
capaces de responder a la quemoquina acetilcolina (Ko et al., 2012). Considerando
este tipo de ensayo, se abre la posibilidad de mejorar los métodos de evaluacidén
utiizando a CRISP1 como agente quimioatractante tanto para el uso en humanos

como en especies animales de interés comercial.
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En resumen, en este capitulo, se observo la presencia de CRISP1 a lo largo de todo el
tracto reproductor femenino (Utero, oviducto, ovario y células del cumulus)
evaluandose su posible funcién en el mismo. En ese sentido, se observd que la
ausencia de CRISP1 en las células del cumulus disminuye el porcentaje de
fertilizacién in vitro y la penetracion de los espermatozoides al cumulus debido, muy
probablemente, a la capacidad de esta proteina de quimioatraer a los
espermatozoides. Sumado a los resultados previos, concluimos que CRISP1 seria una
proteina critica en el proceso de fertilizacion ya que acompana o escolta al
espermatozoide a lo largo del tracto reproductor tanto masculino como femenino. De
este modo, CRISP1 se asociaria a los espermatozoides durante el transito de los
mismos por el epididimo. Posteriormente, durante su transito por el tracto femenino, la
proteina CRISP1 presente en el Gtero se asociaria a los espermatozoides a través de
un proceso de transferencia mediado por uterosomas. Ya en el oviducto, mientras la
proteina CRISP1 presente en el isthmus podria jugar algun rol en la interaccién entre
el espermatozoide y el epitelio, la proteina presente en la ampulla y en el cimulus
ejerceria un efecto quimioatractante conduciendo a los espermatozoides
hiperactivados hacia el ovocito (Esquema 1).
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Esquema 1: Representacion esquematica de la participacion de la proteina CRISP1
femenina.
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Capitulo 2

GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en el tracto reproductor masculino

Como fuera mencionado en la introduccion de esta Tesis, las familias mejor
caracterizadas dentro de la superfamilia CAP son la familia CRISP y la familia GLIPR1.
Sin embargo, al comienzo de nuestros estudios, la informacién existente sobre la
presencia y funcion de familia GLIPR1 en el tracto reproductor era escasa y
controvertida. En ese sentido, la alta homologia que presentan las proteinas CRISP y
las proteinas GLIPR1 sugeria posibles funciones comunes. De acuerdo a los estudios
realizados por Visconti y colaboradores (2005), la secuenciacion de pequenos
péptidos provenientes de proteinas presentes en ‘“rafts” de membrana de
espermatozoides de ratdn reveld la posible presencia de dos proteinas denominadas
SCP/TPX-1/CRISP-LIKE # 2 (1700011E04RIK) BAB24280 y SCP/TPX-1/CRISP-LIKE
#1 (4921508011RIK) NP_080499. Posteriormente, nuestra busqueda de las
secuencias de los genes que podian contener esos péptidos en la base de datos del
NCBI, indicaron que los mismos pertenecian al ADNm de las proteinas GLIPR1L1 y
GLIPR1L2. En base a ello, nos planteamos estudiar la expresién, presencia y
localizacién de estas dos proteinas en el tracto reproductor, y su posible participacion

en la interaccién de gametas.

Los estudios de RT-PCR y secuenciacion destinados a evaluar la presencia de los
mensajeros de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en diferentes tejidos indicaron la expresion de
GLIPR1L1 en testiculo y de GLIPR1L2 tanto en testiculo como en el cauda
epididimario, confirmando a ambas proteinas como componentes del tracto
reproductor masculino del raton. Considerando la presencia de CRISP1 en el tracto
reproductor femenino, se estudio la presencia de los mensajeros de ambas GLIPR1s
en dicho tracto. Contrariamente a lo observado para CRISP1, ninguno de los
mensajeros de las GLIPR1s fue encontrado en el tracto femenino. Estudios
complementarios en los que se analizd la expresion de estas proteinas durante el
desarrollo postnatal mediante RT-PCR semi-cuantitativa sugirieron una expresion
androgeno-dependiente de ambas proteinas, a juzgar por los niveles significativos de
expresion alrededor de los 20 dias, coincidente con el momento en el cual se
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comienzan a detectar los niveles androgénicos de plasma y los receptores de
andrégenos en testiculo y epididimo (Gallon et al., 1989; McKinney y Desjardins, 1973)
como asi también por el hecho de que los niveles de expresion de las GLIPR1s
alcanzan un maximo a los 40 dias, momento en el cual los ratones alcanzan la
madurez sexual. La andrégeno-dependencia de la expresion de las proteinas sugerida
por los ensayos de RT-PCR semi-cuantitativa, esta apoyada por la presencia de
elementos AREs (Androgen Response Elements) en la region promotora de ambos
genes. Asimismo, es importante mencionar que los genes de las GLIPRs son
regulados por p53, factor de transcripcion involucrado en el dafio del ADN, apoptosis y
control del ciclo celular, y cuya inhibicién disminuye la sefalizacién mediada por el
receptor de andrégenos (Yu et al, 1997a., 1997b; Sengupta y Wasylyk, 2001; Shenk et
al, 2001; Tam et al.,, 2010). En conjunto, nuestros resultados de RT-PCR y las
evidencias mencionadas apoyan la existencia de una regulacién androgénica de
GLIPR1L1 y GLIPR1L2. Por otro lado, el estudio de la localizacion de ambos
mensajeros mediante la técnica de hibridacion in situ evidencié la presencia de
GLIPR1L1 en las espermatidas redondas y elongadas del testiculo, y de GLIPR1L2 en
los espermatocitos primarios del testiculo y en las células principales del epitelio del
caput epididimario. Cabe destacar que la localizacion testicular de las dos proteinas es
similar a la observada para CRISP2 (Foster y Gerton, 1996), mientras que la
localizacién de GLIPR1L2 en el epididimo es similar a la de la proteina epididimaria
androgeno-dependiente CRISP1 (Eberspaecher et al., 1995). Estas observaciones,
junto a la presencia de los mensajeros de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en las células
testiculares post-mitéticas, son consistentes con la posible presencia de ambas

proteinas en los espermatozoides (Sleight et al., 2005).

Con el fin de estudiar la localizacion, y funcion de GLIPR1L1 y GLIPR1L2, el paso
siguiente consistio en clonar y expresar las proteinas recombinantes para la posterior
generacion de los anticuerpos especificos. Para ello, se subclonaron las secuencias
codificantes de ambas proteinas del vector Topo al vector pGemT, incluyéndoles los
sitios de digestiéon de las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll en los extremos 57y
3’, respectivamente, con el fin de poder direccionar el subclonado. Una vez dentro del
vector pGemT, ambas secuencias fueron extraidas del mismo mediante digestion
enzimatica y transferidas al vector de expresidbn pET-28c. Dicho vector produce
proteinas de fusiéon con poli-histidina lo cual permite la purificacion de las mismas a
través de una columna de afinidad de niquel (Mierendorf et al., 1998). La expresién a
partir de este vector resulté en la deteccion de una banda unica del tamafio esperado
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para GLIPR1L1 tanto por Wb como por tincion del gel con CBB, y de una banda para
GLIPR1L2 detectada s6lo por Wb, sugiriendo una menor expresion de esta proteina.
La coincidencia entre el peso molecular observado y el esperado para las proteinas de
fusion indicé que las bandas detectadas corresponderian a recGLIPR1L1 y
recGLIPR1L2.

Con la finalidad de optimizar la expresion de ambas proteinas, se estudi6 el
crecimiento, en medio liquido, de bacterias transformadas, evaluandose su capacidad
de responder a la induccion con IPTG. Si bien los resultados mostraron la ausencia de
crecimiento bajo condiciones de induccion, los ensayos de Wb indicaron que la
induccién a 37°C generaba productos de protedlisis en ambas proteinas
recombinantes. Para evitar dicho efecto, se evaluo la expresion de las dos proteinas a
27 °C, observandose la reduccién de los productos de degradacion y una mayor
expresion de las proteinas recombinantes completas. Estos resultados confirmaron
que la sobreexpresién de ambas proteinas era tdxica para las bacterias, tal como es el
caso de 135 proteinas del arroz (Tsunoda et al., 2005) y de la proteina bacteriana
Flagellina (Goudarzi et al., 2009), cuyas inducciones en un sistema pET-28C a 37°C
en Escherichia coli, resulta téxica para la célula y conduce a la degradacion. A pesar
de que la expresion a temperaturas menores que 37°C previene la formacion de
cuerpos de inclusion (Rudolph y Lilie, 1996), la expresion a 27°C de recGLIPR1L1 y
recGLIPR1L2 resulté en la obtencién de las proteinas mayoritariamente en forma
insoluble. Si bien la aparicion de las proteinas en los cuerpos de inclusiéon no era un
efecto buscado, permitié que la purificacion fuera mas sencilla ya que los cuerpos de
inclusion se encuentran enriquecidos en las proteinas recombinantes y son faciles de

separar del resto de la célula (Rudolph y Lilie, 1996).

Sin embargo, teniendo en cuenta que un aspecto importante para la purificacién de
una proteina por cromatografia de afinidad es que la misma se obtenga en forma
soluble, las dos GLIPR1s fueron purificadas por solubilizacién de los cuerpos de
inclusion con urea, y pasaje por columna de afinidad de niquel. A pesar de ello, la
purificacion de las GLIPR1s fue ineficiente. Si bien los motivos de dicha ineficencia se
desconocen, se puede descartar que se debiera a que el péptido de fusién (His tag) no
se mantuviera unido a ambas proteinas o que hubiera sido clivado ya que la deteccidn
de las proteinas recombinantes con el anticuerpo contra His tag confirmé que las
mismas tenian el péptido unido. También se puede descartar que el His-tag se
encontrara mal plegado dado que el mismo se une a la columna con una afinidad del
80% (comparado con el tag lineal), independientemente del grado de plegado
(Novagen pET expression System manual). En vista de estas observaciones, se
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procedio a la purificacion de ambas proteinas por elucion pasiva de las mismas desde
el gel, el cual resulté un proceso rapido que posibilitdé obtener grandes cantidades de
proteina purificada con una pureza superior al 90%. En conjunto, estos resultados
indicaron que las proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 pueden ser expresadas en un
sistema bacteriano, y purificadas con un rendimiento aceptable.

Habiendo expresado y purificado las dos proteinas recombinantes, el paso siguiente
consistié en la inmunizacién de ratas con dichas proteinas con el fin de generar los
correspondientes anticuerpos. Los sueros obtenidos fueron capaces de reconocer a
las proteinas recombinantes en forma especifica, a juzgar por la falta de deteccién de
las mismas al utilizar los sueros preinmunes control. Posteriormente, los sueros fueron
pasados por una columna de sefarosa-proteina G, la cual posee alta afinidad por la
fraccidon cristalizable de las inmunoglobulinas G (lgGs) permitiendo su purificacién
(Bjérek y Kronvall, 1984). La posibilidad de que cada uno de los anticuerpos obtenidos
reconociera a ambas proteinas era alta considerando que los mismos contienen
anticuerpos tanto conformacionales como de secuencia (Frandsen et al., 2011), y que,
por otro lado, existe un 45% de identidad entre GLIPR1L1 y GLIPR1L2. Sin embargo,
las 19Gs purificadas no presentaron reaccion cruzada entre si. En ese sentido, cabe
mencionar que la ausencia de actividad cruzada entre dos anticuerpos contra
proteinas homélogas fue también observada para las proteinas CRISP1 y CRISP2, las
cuales exhiben un 70% de identidad (Eberspaecher et al., 1995; Kasahara et al.,
1989), como asi también CRISP1 y CRISP4 que poseen un 44% de identidad (Nolan,
et al., 2006).

Contando con los anticuerpos generados, se procedi6é a investigar la existencia de las
proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en aquellos érganos en los cuales se habian
detectado los mensajeros correspondientes. Ensayos de Wb detectaron la presencia
de una banda de 29 kDa en testiculo, al emplear anti-GLIPR1L1, y de una banda de
37 kDa tanto en testiculo como en epididimo, al utilizar anti-GLIPR1L2. Cabe destacar
que el anticuerpo generado contra GLIPR1L1 fue incapaz de detectar a GLIPR1L2,
mientras que el anticuerpo contra GLIPR1L2 fue incapaz de detectar a GLIPR1L1
tanto en testiculo como en epididimo, consistente con la ausencia de actividad cruzada
observada al utilizar las proteinas recombinantes aisladas. Estos resultados

confirmaron la capacidad de los anticuerpos de reconocer las proteinas nativas con
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una alta especificidad, y mostraron la presencia de ambas proteinas en el tracto

reproductor masculino.

Posteriores estudios de Wb confirmaron la presencia de ambas proteinas en la gameta
masculina con un peso molecular igual al predicho. Estudios complementarios de
inmunolocalizacion mostraron la presencia de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en la regién
dorsal de la cabeza de células sin tratar, revelando la existencia de tres diferentes
patrones de marcacién en la cabeza de células permeabilizadas (marca dorsal, marca
dorsal y ecuatorial, y marca parcial o total de la cabeza) que incluian en todos los
casos marcaciéon en la cola. El hecho de que la marca en la cabeza se observaba
tanto en las células sin tratar como permeabilizadas mientras que la marcacién en la
cola se detectaba solo en células sometidas a permeabilizacién, indic6 que ambas
proteinas tendrian una localizacion superficial en la cabeza e intracelular en la cola. No
se descarta, sin embargo, que las mismas sean también intracelulares a nivel de la
cabeza. Los otros patrones minoritarios observados para ambas proteinas sélo en
espermatozoides permeabilizados podrian deberse a localizaciones internas
alternativas presentes en algunas subpoblaciones de espermatozoides. Otra
explicacion para la existencia de los tres patrones de marcacion observados en
nuestros estudios podria ser que, previo a la fijaciébn, un porcentaje de los
espermatozoides estuviera muerto y, consecuentemente, las proteinas de membrana
se relocalizaran como consecuencia de la muerte celular. Tal es el caso del marcador
de raft GM1, un glicoesfingolipido que muestra un patrén de localizaciéon dorsal en
espermatozoides frescos y capacitados sin fijar ni permeabilizar (Selvaraj et al., 2007),
y que exhibe otros patrones de marcacién minoritarios, similares a los observados
para las GLIPRs, cuando los ensayos de localizacibn se realizan sobre
espermatozoides fijados y permeabilizados entre los cuales se encontraban

espermatozoides muertos por el proceso de fijacion (Selvaraj et al., 2009).

Con el fin de evaluar qué tipo de uniéon mantenian estas proteinas con la superficie de
los espermatozoides, se analiz6 el comportamiento de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en
ensayos de extraccion de proteinas. El tratamiento de los espermatozoides con fuerza
ibnica fue incapaz de liberar tanto a GLIPR1L1 como a GLIPR1L2 de la superficie de
los espermatozoides, aun luego del empleo de 2M NaCl, indicando que la asociacién a
la membrana del espermatozoide no estaria mediada por interacciones idnicas. Estos

resultados son consistentes con la presencia de las dos proteinas en “rafts” lipidicos
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del espermatozoide (Sleight et al., 2005), dado que las proteinas presentes en dichos
dominios se encuentran fuertemente unidas a las membranas ya sea a través de
puentes disulfuro, uniones transmembrana, o anclaje a GPI. La abundancia de
cisteinas en GLIPR1L1 y en GLIPR1L2 nos llevd a investigar, primeramente, la
posibilidad de que las proteinas estuvieran asociadas covalentemente a un
componente de la membrana del espermatozoide mediante puentes disulfuro. Si bien
el tratamiento de los espermatozoides con DTT, agente que produce la ruptura de
puentes disulfuro, produjo un corrimiento en la movilidad electroforética de ambas
proteinas, el mismo fue incapaz de removerlas de los espermatozoides. De acuerdo a
estas observaciones, el desplazamiento observado en el patron electroforético de las
proteinas tratadas con DTT podria atribuirse a la ruptura de puentes disulfuro
intramoleculares y, por ende, a un cambio conformacional en ambas proteinas.
Posteriores observaciones mostrando de que tanto GLIPR1L1 como GLIPR1L2
pueden ser completamente removidas por tratamiento con Triton X-100, indicaron que
las mismas se comportarian como proteinas integrales o fuertemente unidas a la
membrana. Este resultado es consistente con la presencia de GLIPR1L1 y GLIPR1L2
en los “rafts” de membranas ya que el Triton X-100 tiene la capacidad de extraer
proteinas de estos dominios lipidicos (Asano et al., 2009). Considerando que varias de
las proteinas presentes en “rafts” de espermatozoides se encuentran unidas a través
de GPI (Yin et al., 2009; Netzel-Arnett et al., 2009; Sullivan et al., 2007), existia la
posibilidad de que GLIPR1L1 y GLIPR1L2 se asociaran a la membrana mediante este
tipo de unién. Las proteinas que se unen a la membrana a través de GPI se identifican
mediante el uso de la enzima PI-PLC que escinde especificamente este tipo de union.
Los resultados indicaron que la enzima fue capaz de remover a GLIPR1L1 pero no asi
a GLIPR1L2 de los espermatozoides. Por otro lado, el analisis de las secuencias
aminoacidicas correspondientes a GLIPR1L1 y GLIPR1L2 a través del software big-PI
Predictor, indicé que GLIPR1L1 tendria un sito altamente probable de modificacién con
GPI mientras que GLIPR1L2 presentaria dos sitios de unién a GPI de probabilidad
media. De acuerdo a estas observaciones, GLIPR1L1 podria unirse a la membrana
mediante uniones GPI, tal como es el caso de la proteina epididimaria denominada
MAK248 que se asocia a espermatozoides de mono por un anclaje GPI (Yudin et al.,
2002) y que fuera descripta como un homélogo de la proteina testicular GLIPR1L1
previamente identificada en el humano (GLIPR1-like 1, Nro. de Acceso NCBI:
AAH14603). Por su parte, GLIPR1L2 y la proteina de glioma GLIPR1 son las Unicas
dos proteinas de toda la superfamilia CAP que poseen un dominio transmembrana
(Gibbs et al., 2010) en su estructura terciaria que permitiria su anclaje a la membrana.
Esta posibilidad esta apoyada por los resultados obtenidos con los diferentes
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tratamientos de extracciéon (NaCl, DTT y Triton X-100). Si bien los estudios de
asociacion permiten sacar conclusiones sobre GLIPR1L1 y GLIPR1L2 localizadas en
la superficie de la cabeza del espermatozoide (detectadas por IFI en células sin
permeabilizar), existe la posibilidad de que ambas proteinas localizadas de manera
intracelular estén asociadas a membrana. Esta posibilidad es también consistente con
la presencia de las proteinas en los “rafts”, ya que estos dominios lipidicos se
encuentran presentes tanto en la membrana plasmética como en las membranas

internas de la cabeza y la cola del espermatozoide (Gadella et al., 2008).

El analisis de las secuencias aminoacidicas utilizando el software NetNGlyc 1.0
Server, revel6 la presencia de posibles sitios de glicosidacion en ambas proteinas. Por
ese motivo, y con el fin de completar su caracterizacion, los espermatozoides fueron
tratados con PNGasa F, enzima que deglicosila las proteinas cortando la unién entre
la asparagina y la N-acetilglucosamina. Mientras que la banda correspondiente a
GLIPR1L1 sufri6 un corrimiento no muy pronunciado hacia pesos moleculares
menores, la banda correspondiente a GLIPR1L2 presenté un peso molecular
claramente inferior al observado en los controles sin tratar, consistente, en ambos
casos, con la ocurrencia de un proceso de deglicosilacion. La diferencia observada
entre GLIPR1L1 y GLIPR1L2 podria deberse a que GLIPR1L2 presenta méas residuos
glicosidicos que GLIPR1L1, haciendo més evidente su deglicosidacion.

Cabe destacar que durante el transcurso de esta Tesis, el grupo de la Dra. O'Bryan
publicé un trabajo acerca de la presencia de GLIPR1L1 en el tracto reproductor
masculino del raton (Gibbs et al., 2010). En el mismo, los estudios realizados
utilizando un anti-péptido contra GLIPR1L1 reflejaron la presencia de esta proteina en
testiculo y espermatozoides. Los autores hacen referencia a que la proteina tendria 4
isoformas (42, 37, 32 y 24 kDa), mientras que nosotros so6lo detectamos una banda a
la altura de 29 kDa. En ese sentido, es importante mencionar que el tamafno predicho
bio-informaticamente para la proteina GLIPR1L1 es de 27 kDa, que no habria splicing
alternativo en esta especie, y que la misma poseeria un solo sitio de N-glicosilacion.
Teniendo en cuenta estas observaciones, creemos que la gran variedad de isoformas
detectadas por el laboratorio de la Dra. O’Bryan podria deberse a que el anti-péptido
utilizado tuviera una reacciéon cruzada con GLIPR1L2 u otras proteinas de la
superfamilia. Al igual que en nuestro caso, en dicho trabajo demostraron la existencia
de N-glicanos en GLIPR1L1 presente en el espermatozoide si bien, a diferencia de
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nuestras observaciones, no detectaron la asociacion de la proteina a la superficie del
espermatozoide por uniones GPIl. Apoyando nuestros resultados, muy recientemente
fue descripta la presencia de GLIPR1L1 en el testiculo y epididimo del bovino
(Caballero et al., 2012). En esta especie, la proteina se encontraria asociada al
espermatozoide y a los epididimosomas y poseeria tanto N-glicosilaciones como
uniones GPIl comprobadas por tratamientos con PNGasa F y PI-PLC, respectivamente.
En ninguno de los dos trabajos mencionados se hace referencia alguna a GLIPR1L2
siendo, esta Tesis, hasta el momento, la Unica que identifica y describe las
caracteristicas de esta proteina.

Considerando que solo aquellas proteinas que permanecen en el espermatozoide
luego de la capacitacion son capaces de interactuar con el ovocito durante la
fertilizacién, estudiamos el destino de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en los espermatozoides
luego de la capacitacion y ocurrencia de la RA. Los resultados de Wb mostraron la
permanencia de ambas proteinas en espermatozoides tanto capacitados como
reaccionados, sugiriendo que las mismas podrian participar en el proceso de
interaccion de gametas. Si bien varias proteinas del espermatozoide sufren
modificaciones post-traduccionales luego de la capacitacion o RA (Wen et al, 1999;
Chandrasekhar et al., 2011), la ausencia de diferencias en la movilidad electroforética
de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 al comparar las poblaciones de espermatozoides
capacitados y reaccionados con la poblacion control (frescos), permitiria descartar la
existencia de un procesamiento de estas proteinas como consecuencia de la

ocurrencia de capacitacion y/o RA.

Por otra parte, la permanencia de las proteinas luego de los procesos de capacitacién
y/o RA se vi6 apoyada por los estudios de IFI indicando la presencia de las mismas en
la casi totalidad de los espermatozoides capacitados y reaccionados. Si bien existia la
posibilidad de que alguna de las proteinas GLIPR1 se relocalizara como consecuencia
de estos eventos bioldgicos, tal como fuera descripto para la proteina CRISP1
(Rochwerger et al., 1992; Cohen et al., 2000), los estudios de inmunolocalizacién en
espermatozoides capacitados y reaccionados revelaron los mismos patrones antes
descriptos para espermatozoides frescos, sin observarse diferencias cuantitativas
entre las tres poblaciones para ninguna de las dos proteinas y descartando una
redistribucion de las proteinas en funcibn del grado de capacitacion de los
espermatozoides. En ese sentido, cabe mencionar que el grupo de la Dra O'Bryan
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observo una relocalizacion de GLIPR1L1 desde la region posterior de la cabeza del
espermatozoide al tip apical. Dado que estos estudios se hicieron utilizando el anti-
péptido capaz de reconocer las 4 isoformas (Gibbs et al., 2010), es probable que dicha
relocalizacion se deba, a la deteccion cruzada de otras isoformas. Por otra parte, si
bien se ha reportado que GLIPR1L1 bovina se localiza en la regi6on ecuatorial de la
cabeza y en el cuello del espermatozoide (Caballero et al., 2012), al igual que fuera
descripto para la proteina de mono MAK 248 (Yudin et al., 2002), ninguno de esos
trabajos evalla la existencia de una probable redistribucion de las proteinas como
consecuencia de la capacitacion y/o RA.

Como se mencionara recientemente, si bien ninguna de estas proteinas fue descripta
en el humano, la presencia de la secuencia nucleotidica de un homologo a GLIPR1L1
registrada en el banco de datos del NCBI (GLIPR1-like 1, Nro. de Acceso NCBI:
AAH14603) sugeria la posible existencia de GLIPR1L1 y/o GLIPR1L2 en
espermatozoides humanos. Esta posibilidad se evalué por Wb utilizando anticuerpos
comerciales contra cada una de las proteinas, detectdndose la presencia de una
banda de 26 kDa al utilizar anti-GLIPR1L1 y bandas de 28 kDa y 32 kDa con anti-
GLIPR1L2 en espermatozoides frescos. Estas observaciones mostraron, por primera
vez, la presencia de ambas proteinas en los espermatozoides humanos, sin mostrar
reaccion cruzada durante la utilizacion de ambos anticuerpos. La presencia de dos
isoformas para GLIPR1L2 podria deberse a un procesamiento post-traduccional
diferencial o a la generacion de dos proteinas por splicing alternativo tal como se
observa para la proteina GLIPR1 en las células de glioma humanos, la cual tiene, al
menos, dos isoformas generadas por splicing alternativo (Xiang et al., 2007). Por otra
parte, se observo la presencia de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en espermatozoide
capacitados y reaccionados como asi también la ausencia de diferencias en la
movilidad electroforética de las mismas entre dichas poblaciones, lo cual permitiria
descartar un procesamiento de estas proteinas durante los procesos de capacitacion y
RA. Por ultimo, la permanencia de ambas proteinas en espermatozoides humanos
capacitados y reaccionados sugeriria una posible participacién de las GLIPR1s en la
interaccion de gametas humanas. Al respecto, cabe mencionar que estos estudios no
pudieron ser realizados debido a las dificultades técnicas y bioéticas inherentes a la

obtencién del material humano necesario para tal fin.
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La posible participaciéon de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en el proceso de fertilizacion, fue
evaluada en el sistema de ratén. Para ello, se emple6 un esquema experimental en el
cual las gametas se co-incubaron en presencia de las proteinas con la idea de que, en
caso de existir sitios de unién para las proteinas en el ovocito, las mismas se unirian a
dichos sitios inhibiendo competitivamente la interaccion con el espermatozoide. Bajo
estas condiciones, ninguna de las dos proteinas recombinantes logrdé reducir los
niveles de fertilizacion. Ante estos resultados, se empled un esquema experimental
complementario en el cual se evalud la capacidad de los anticuerpos contra ambas
proteinas de afectar la interaccidon espermatozoide-ovocito. Los resultados revelaron
que ambos anticuerpos fueron capaces de producir una disminucion significativa del
porcentaje de fertilizacion. La ausencia de efectos de los anticuerpos sobre otros
parametros espermaticos tales como motilidad, viabilidad y ocurrencia de la RA apoyé
la idea de que tanto GLIPR1L1 como GLIPR1L2 se encontrarian involucradas,
especificamente, en el proceso de interaccion de gametas. Las diferencias observadas
entre los ensayos utilizando proteinas o anticuerpos podrian deberse a que las
proteinas participen en la interaccion espermatozoide-ovocito mediante un mecanismo
que no sea el de ligando-receptor. Sin embargo, la proteina Ciurabin de Ciona
intestinalis, la cual tiene homologia con las GLIPR1s, principalmente con GLIPR1L1,
esta unida a la cabeza del espermatozoide mediante un enlace GPI, y participa en la
unién a la cubierta vitelina a través de un receptor especifico CiVC57 (Yamaguchi et
al., 2011). Otra posible explicacion para la incapacidad de las proteinas recombinantes
de inhibir el proceso de fertilizacion es que la incorrecta conformacion de las mismas
debido a la falta de glicosidacion e inadecuada formacion de puentes disulfuro, no
permitiera su interaccion con los sitios complementarios en el ovocito. Esta ultima
posibilidad esta apoyada por estudios previos de nuestro laboratorio mostrando que, a
diferencia de CRISP1 nativa, recCRISP1 no se asocia a la ZP ni afecta la etapa de
interaccion de los espermatozoides con la misma cuando esta presente durante la co-
incubacién (Busso et al., 2007). Si este fuera el caso para las proteinas GLIPR1L1 y
GLIPR1L2, se podria considerar que la participacién de las proteinas en el proceso de
fertilizacién estaria mediado por un mecanismo en el cual la conformacién de la

proteina jugaria un importante rol.

Si bien se observé un menor nimero de ovocitos fertilizados en presencia de los
anticuerpos, en ningun caso se detectaron espermatozoides en el espacio periviteino,
sugiriendo que los anticuerpos no estarian afectando la etapa de fusion de
membranas. Dado que el estudio de la etapa de fusién de gametas debe realizarse
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utilizando ovocitos sin ZP para poder evaluar la etapa especifica de interaccion de
membranas, el siguiente paso consistié en estudiar el efecto de los anticuerpos sobre
la fusién utilizando ovocitos sin ZP. Los resultados mostrando que ninguno de los
anticuerpos logré disminuir el porcentaje de ovocitos fertilizados confirmaron que las
proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 no estarian participando en la etapa de fusién de
gametas. Es importante mencionar que estudios de nuestro laboratorio indican que el
sitio de unién de CRISP1 al oolema estaria circunscripto a una regiébn de 12
aminodacidos en el dominio PR1, correspondiente a uno de las dos motivos consenso
que caracterizan a la familia de proteinas CRISP, denominado “Signature 2" (S2)
(Ellerman et al., 2006). Mientras CRISP2 tiene solo dos aminoacidos distintos respecto
a CRISP1 y también participa en fusion, CRISP4 tiene cuatro aminoacidos diferentes y
no participa en esta etapa. Consistente con los resultados de fusidn, los S2 de
GLIPR1L1 y GLIPR1L2 son diferentes a los de CRISP1 y CRISP2 en al menos cuatro

aminodcidos.

Con el fin de identificar en qué paso de la interaccidbn espermatozoide-ovocito
participan ambas proteinas, se realizaron ensayos de union a ZP en presencia de
cada uno de los anticuerpos. Los resultados indicando que, bajo estas condiciones, se
producia una reduccion significativa del numero de espermatozoides unidos al ovocito,
apoyaron la participacién de ambas proteinas en la primer etapa de unién de los
espermatozoides a la ZP. Mientras los resultados observados para GLIPR1L1 se
encuentran apoyados por observaciones publicadas durante el transcurso de esta
Tesis tanto en raton (Gibbs et al., 2010) como en bovino (Caballero et al., 2012), los
resultados presentados sobre la participacion de GLIPR1L2 en la interaccion con la ZP
son los unicos reportados hasta el momento. La participacion de estas proteinas en la
etapa de interaccién con la ZP es consistente también con su localizacion en los “rafts”
(Sleight et al., 2005) ya que se ha postulado que estos dominios lipidicos funcionarian
como plataformas estables de proteinas importantes en la unién espermatozoide-ZP
(Gadella'y Evans, 2011).

Segun se describiera en la introduccion de esta tesis, existen varias moléculas del
espermatozoide a las que se les ha otorgado una funcién en la etapa de interaccion
del espermatozoide con la ZP, por lo que se ha postulado que podria existir una
redundancia funcional en las proteinas del espermatozoide, y que las mismas podrian

actuar en forma conjunta para mantener al espermatozoide hiperactivado asociado a
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la ZP (Reid et al.,, 2011). Mas auln, recientes estudios sugieren que las distintas
proteinas involucradas en la unién a ZP podrian ser parte de un complejo multimérico
de reconocimiento a la zona (MZRC), el cual se formaria después de la capacitacién
mediante la reorganizacion de los “rafts” de membrana, favoreciendo la interaccion
entre el espermatozoide y la ZP (Reid et al., 2011). Asimismo, se ha sugerido que
mientras las proteinas localizadas en la superficie del espermatozoide, tales como
galacosyltranferasa (Shur & Hall, 1982), SED1 (Ensslin & Shur, 2003), CRISP1 (Busso
et al., 2007) y CRISP4 (Turunen et al., 20012) participarian en la unién primaria a la
ZP, las proteinas intra-acrosomales expuestas luego de la RA, tales como acrosina
(Richardson et al., 1994; Crosby et al, 1998; Furlong et al, 2000; Howes et al, 2001b),
SP56 (Cohen & Wassarman, 2001; Kim et al, 2001a) y zonadhesina (Lea et al, 2001),
estarian involucradas en la unién secundaria del espermatozoide a la ZP. De acuerdo
a este modelo, la presencia tanto de GLIPR1L1 como GLIPR1L2 en la superficie del
espermatozoide indicada por la deteccidén de la mismas por IFl en espermatozoides sin
permeabilizar, sugiere que ambas podrian formar parte del conjunto de moléculas
involucradas en la union primaria a la ZP. No se descarta, sin embargo, como se
sugiriera anteriormente, la posibilidad de que ambas proteinas se encuentren
asociadas a membranas internas de la region dorsal y también participen en la union
secundaria a la ZP. Mas alla de la posible participacion de las proteinas GLIPR1L1 y
GLIPR1L2 en la unién primaria y/o secundaria a la ZP, quedaria por evaluar la funcion

de la proteina localizada intracelularmente en la cola espermatica.

Como fuera mencionado en la introduccién, las CRISP, al igual que las GLIPR1,
forman parte de la superfamilia CAP, compartiendo un dominio en comun denominado
PR1. Este hecho apoya la idea de que la actividad de uniéon a ZP en proteinas de
ambas familias resida el PR1, dominio en el cual también se ubica la region S2
involucrada en fusion. Sin embargo, mientras una porcién discreta y lineal de las
proteinas CRISP (S2) seria suficiente para su actividad en la etapa de fusién, la
conformacion de las proteinas CRISP pareceria ser esencial para su participacién en
la interaccion con la ZP (Busso et al., 2007b). En base a estas observaciones, es
posible que la intervencién de las GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en la unién de los
espermatozoides a ZP también dependa de la conformacién del dominio PR1.

El hecho de que proteinas de la misma familia como GLIPR1s y CRISPs posean la

misma funcién pareceria a priori llamativo. Sin embargo, tal como se mencionara
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anteriormente, la redundancia funcional es un mecanismo descripto en el
espermatozoide que involucra a familias de proteinas cuyos miembros,
estructuralmente similares, pueden compensarse funcionalmente entre si haciendo
que el fenotipo producido por la falta de una proteina no se haga evidente. Apoyando
esta posibilidad, estudios previos de nuestro grupo indican que los machos KO para
CRISP1 presentan una fertilidad normal a pesar de que los espermatozoides exhiben
una capacidad de unién a ZP y de fusion significativamente menor a los controles (Da
Ros., et al 2008). Estos resultados sugieren que otra proteina CRISP, con alta
homologia con CRISP1 y con capacidad de unirse al ovocito, estaria cooperando con
CRISP1 en las diferentes etapas de la fertilizacion. Mientras que la proteina testicular
CRISP2 seria la candidata mas probable a compensar funcionalmente la falta de
CRISP1 en el animal KO durante la etapa de fusién, recientes resultados indicando
que los espermatozoides KO para CRISP4 presentan una menor capacidad de unirse
a la ZP (Turunen et al., 2012), sugieren que CRISP4 podria estar compensando la
falta de CRISP1 durante la interaccion del espermatozoide con la ZP. En ese sentido,
nuestras observaciones indicando que GLIPR1L1 y GLIPR1L2 participan en la etapa
de union a ZP, abriria la posibilidad de que las proteinas CRISP y GLIPR1 cooperen
entre si como un mecanismo destinado a garantizar el éxito de la fertilizacion
(Esquema 2). En base a ello, consideramos que la generacion de animales KO para
GLIPR1L1 y GLIPR1L2 brindara importante informacion acerca de la existencia de una
posible redundancia entre las proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 como asi también
entre las GLIPR1 y los miembros de la familia CRISP.

El hecho de que las GLIPR1 participen en la interaccion con la ZP en el ratdén y el
bovino como asi también en la interaccion de espermatozoides con la cubierta vitelina
en ascidias, indica que esta funcién estaria muy conservada a lo largo de la evolucion,
reforzando la posible participacion de estas proteinas en el proceso de fertilizacion en
el humano tal como fuera descripto para las proteinas CRISP1 (Cohen et al., 2001) y
CRISP2 (Busso et al., 2005). En caso de confirmarse el rol de las proteinas GLIPR1L1
y GLIPR1L2 en el proceso de fertilizacion, seria de sumo interés evaluar si la falta de
estas proteinas en el espermatozoide humano, su incorrecta localizacion, o la
presencia de mutaciones en las mismas, se correlacionan con aquellos casos de

infertilidad por causas desconocidas.
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Finalmente, resulta importante mencionar que el desarrollo de un anticonceptivo
basado en el bloqueo de la capacidad fertilizante de las gametas ha sido objeto de
numerosos estudios en los Ultimos afos, siendo una opcion util tanto para la
anticoncepcién en el hombre como en la mujer. Al respecto, evidencias de nuestro
laboratorio indican que la inmunizacion de ratas con CRISP1 nativa o recombinante es
capaz de producir anticuerpos especificos contra la proteina y de inhibir
significativamente la fertilidad tanto en machos como en hembras (Cuasnicu et al,
1990; Perez Martinez et al, 1995; Ellerman et al., 2008). Se ha sugerido que la
utilizacion de “cocktails” de moléculas espermaticas relevantes para la fertilizacion
podria brindar resultados superiores a los de la inmunizacién con un solo antigeno
(Frayne & Hall, 1999). En este sentido, la utilizacién de un cocktail conteniendo tanto a
las proteinas CRISP como GLIPR1 podria ser una buena alternativa para aumentar la
eficiencia del método inmunocontraceptivo ya que se generarian diferentes
anticuerpos capaces de inhibir distintos eventos y etapas durante el proceso de
fertilizacién (quimiotaxis, unién a ZP, fusion).

GLIPR1L1

GLIPR1L2
CRISP1

Epididimo
LT o CRISP4
L =, -
/; \‘\ )
Testiculo ‘1 rl -5 “d
/ CRISP1 ] o
_ Fusioén a oolema

CRISP2 J

Esquema 2. Representacion esquematica de la posible redundancia entre las proteinas
CAP en las diferentes etapas de la fertilizacion.
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El presente trabajo se ha enfocado al estudio de la participacién de las proteinas de
las familias CRISP y GLIPR1 en el proceso de fertilizacién con el fin de ampliar los
conocimientos sobre los mecanismos moleculares involucrados en este proceso. Para
ello, se llevaron a cabo distintos ensayos utilizando los modelos de rata, ratén y
humano, como asi también de animales KO para CRISP1 desarrollados en nuestro
laboratorio que, en conjunto generaron los resultados incluidos en el esquema 3.

En el primer capitulo de esta Tesis se describe la presencia de la proteina CRISP1 en
el utero, oviducto, ovario y células del cumulus. Mientras la presencia de CRISP1 en
los uterosomas y oviducto sugiere que la misma podria asociarse a los
espermatozoides mientras transitan por el tracto femenino, la presencia de CRISP1 en
las células del cumulus apoya su posible participacion en el proceso de fertilizacion.
Esta ultima posibilidad fue confirmada por resultados indicando que la ausencia de la
proteina en células del cumulus KO para CRISP1, resulta en una significativa
inhibicion en el porcentaje de fertilizacién. Estudios posteriores revelaron que, ademas
de su ya conocida participacion en las etapas de unién a ZP y fusién, CRISP1 tendria
una capacidad quimioatractante de espermatozoides, siendo ésta la primera
descripcion de una proteina de mamifero con dicha actividad.

El segundo capitulo de esta Tesis describe la identificacion y caracterizacion de dos
miembros de la familia GLIPR1: las proteinas GLIPR1L1 y GLIPR1L2. Nuestros
resultados indican que mientras GLIPR1L1 es de origen testicular, GLIPR1L2 es de
origen tanto testicular como epididimario. Ademas, ambas proteinas se encuentran
presentes en los espermatozoides, asociadas fuertemente a la superficie de los
mismos y participan en el proceso de fertilizacion, mas especificamente en la etapa de
unién de los espermatozoides a la ZP. Dada la homologia entre las proteinas GLIPR1
y las proteinas CRISP, tanto a nivel de secuencia como de funcién, es posible que
exista una redundancia funcional entre los miembros de estos dos grupos de proteinas
CAP.

En conjunto, los resultados obtenidos en ambos capitulos indican que una misma
proteina CAP podria participar en mas de una etapa del proceso de fertilizacion tal
como CRISP1 la cual participa en quimiotaxis, interaccion con ZP y fusion, y que mas
de una proteina CAP participaria en la misma etapa de la interaccion de gametas tal
como ocurre con CRISP1, CRISP4, GLIPR1L1 y GLIPR1L2 que participan en la
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interaccion con la ZP, y con CRISP1 y CRISP2 involucradas en la etapa de fusion, con

el fin de garantizar el éxito reproductivo.

Los resultados de esta Tesis contribuirian no sélo a una mejor comprension de los
mecanismos moleculares involucrados en la interaccion de gametas sino también al
futuro desarrollo de nuevos métodos tanto de regulacion de la fertiidad como de

diagnostico y tratamiento de la infertilidad humana.
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Esquema 3. Representacion esquematica de los resultados de esta Tesis. El esquema
muestra la participacién de proteinas de CAP en el proceso de fertilizacién. El conjunto de las
evidencias experimentales aportadas por esta Tesis se encuentran resaltados en amarillo.
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