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Caracterización de distintos miembros de la familia de 

proteínas CAP en tracto reproductor masculino y 

femenino y su participación en el proceso de fertilización. 

 

A pesar de la importancia del proceso de fertilización, es aún muy escasa la 

información disponible acerca de las moléculas involucradas. Las evidencias de 

nuestro laboratorio indican que las proteínas de la familia CRISP, miembro de la 

superfamilia CAP, serían claros mediadores del proceso de interacción 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 fertilización. Los resultados obtenidos utilizando los modelos de rata y ratón 

indicaron que mientras CRISP1 se encuentra presente en útero, oviducto, ovario, y 

células del cúmulus, CRISP2 se detecta sólo en ovario, y CRISP4 no se expresaría en 

el tracto de la hembra. Ensayos de fertilización in vitro utilizando espermatozoides y 

COC (complejos ovocito-cúmulus) provenientes de ratones knockout para CRISP1 

indicaron que la proteína presente en el cúmulus cumpliría una función en el proceso 

de fertilización. Estudios posteriores revelaron que CRISP1 exhibe propiedades 

quimioatractantes hacia los espermatozoides, sugiriendo que éste podría ser el 

mecanismo por el cual CRISP1 del cúmulus participa en el proceso de fertilización. 

Dada la gran homología entre las CRISP y las GLIPR1, las cuales constituyen las dos 

familias mejor caracterizadas de la superfamila CAP, el segundo objetivo de este 

trabajo consistió en estudiar la presencia de proteínas GLIPR1 en el tracto reproductor 

masculino y su participación en la fertilización. Los resultados indicaron la expresión 

de GLIPR1L1 a nivel testicular y de GLIPR1L2 tanto en testículo como en epidídimo de 

ratón. La generación de ambas proteínas en forma recombinante y de sus 

correspondientes anticuerpos confirmó la presencia de las mismas en el 

espermatozoide y su participación específica en la primera etapa de unión a la zona 

pellucida. La información obtenida acerca del rol de las proteínas CRISP y GLIPR1 

contribuirá a una mayor comprensión de los mecanismos moleculares involucrados en 

la interacción de gametas como así también al desarrollo de futuros métodos de 

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

Palabras claves: espermatozoide, cúmulus, ovocito, fertilización, 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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La fertilización es el proceso por el cual gametas haploides, espermatozoides y 

ovocitos se unen para producir un individuo genéticamente distinto. Se sabe que la 

fertilización 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 último es uno de los 

motivos por los cuales este área de investigación ha crecido con el paso de los años 

(Florman and Ducibella, 2006). Otros motivos son los intereses sociales, ya que la 

población mundial estimada supera los 7.1 mil millones de personas (Población 

mundial, Censos de USA, http://www.census.gov/population/popclockworld.html), lo 

que genera una necesidad creciente de desarrollar nuevos métodos de anticoncepción 

para controlar el crecimiento poblacional, lo cual trae aparejado la exploración de las 

bases moleculares de la fertilización (Nass and Strauss, III, 2004). Además, la 

existencia de una conciencia creciente de que las fallas ocurridas en la interacción 

espermatozoide-óvulo son la raíz de ciertos tipos de infertilidad, es el ultimo motivo 

que aporta al aumento del estudio de las bases moleculares de la fertilización (Liu and 

Baker, 2000; Liu and Baker, 2003). Cabe destacar que, en septiembre de 2010 esta 

área de investigación, personificada en el Dr. Robert Edwards, fue galardonada con el 

Premio Nobel por el desarrollo de la técnica de fertilización in vitro (FIV) humana. 

Desde el éxito del primer bebé “probeta” que nació el 25 de julio 1λ78 (Steptoe and 

Edwards, 1978), más de cuatro millones de bebés fueron concebidos mediante esta 

metodología. Este excepcional hito representado por el nacimiento de Louise Joy 

Brown fue alcanzado casi 100 años después de los primeros intentos de FIV en 

mamíferos.  

 

Con el fin de ampliar los conocimientos sobre los mecanismos involucrados en el 

proceso de fertilización, el presente trabajo se ha enfocado en el estudio e 

identificación de nuevos mediadores de este importante proceso.  

 

Anatomía y función del tracto reproductor y la gameta femenina  

 

Tracto reproductor femenino 

El tracto reproductor femenino está compuesto por los ovarios, oviductos, útero, cérvix 

y vagina (Figura 1). Dependiendo de las especies, la deposición de los 

espermatozoides puedo darse en la vagina/cérvix o el útero. El útero es el lugar donde 
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se implanta y desarrolla el embrión. Otra importante función del útero son las suaves 

contracciones musculares de este órgano causados por la estimulación nerviosa del 

apareamiento. Como resultado de estas contracciones, los espermatozoides son 

impulsados hacia adelante, permitiendo alcanzar los segmentos superiores del 

oviducto (lugar de la fertilización) dentro de los primeros minutos siguientes al 

apareamiento. A diferencia de los ovarios y oviductos que son estructuras pares, el 

útero es una estructura única en primates, y bicornia en la mayoría de los mamíferos 

(Larsen et al., 1986). Anatómicamente, comienza en el oviducto y recorre la cavidad 

abdominal dorsal, conectándose 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. Histológicamente, las paredes del útero están 

compuestas por tres capas de tejido diferentes: la externa o serosa, la media muscular 

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

 

El oviducto es el lugar del aparato reproductor femenino donde se crea el 

microambiente necesario para la fecundación, regulado por las hormonas esteroideas. 

Además, suceden una diversidad de eventos reproductivos cronológicamente 

controlados como el almacenamiento y la capacitación de los espermatozoides, la 

liberación y transporte de las gametas masculinas hacia el sitio de fecundación, el 

transporte y maduración final de los ovocitos, la fertilización, el desarrollo embrionario 

temprano y el transporte del embrión al útero (Hunter et al, 1982; Buhi et al., 2000). 

Para que esta secuencia de acontecimientos fisiológicos ocurra satisfactoriamente se 

requiere de un sistema de control muy dinámico y bien sincronizado. El oviducto está 

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 implantación en el endometrio. 

Desde el ovario hasta el útero, se puede separar al oviducto en 4 regiones: la porción 

fímbrica (donde se encuentra el infundíbulo) es una región que posee unas 

digitaciones “fimbrias” que palpan la superficie del ovario para determinar dónde se va 

a producir la ovulación y aspiran al ovocito hacia su interior; la región de la ámpulla, 

que es la sección más ancha de todo el oviducto y en la cual permanecerá el ovocito 

hasta ser fecundado; la región ístmica, que es una porción de gran longitud y 

estrechez, donde los espermatozoides terminan de capacitarse y aguardan la 

ovulación y, por último, la región intramural que es una pequeña porción que se une al 

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

 

El ovario está constituido por un tejido en constante transformación; posee una 

estructura multi-compartimental caracterizada por propiedades biológicas diferentes y 

dinámicas. En los mamíferos, 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 función de la gónada femenina es la maduración del ovocitos 

para la fertilización y exitosa propagación de la especie (McGee and Hsueh, 2000). 

Para ello, genera un ambiente propicio para la instalación del cigoto, ligado a cambios 

inducidos por la transformación del folículo ovulatorio en el cuerpo lúteo (Thibault, 

1991); Knobil et al., 2005). Además, el ovario constituye el principal portador de las 

células secretoras de hormonas femeninas que desarrollan y mantienen los caracteres 

sexuales secundarios de la hembra, así como también las características adecuadas 

durante la preñez. A partir de la pubertad, se producen variaciones hormonales 

cíclicas que afectarán tanto al ovario como al cuerpo lúteo y útero, preparándolos para 

la expulsión del ovocito y la potencial implantación del blastocito. 

 

Durante la adultez, la superficie del ovario es nodular y se encuentra cubierta por una 

capa mono estratificada de células cúbicas o poliédricas, llamada epitelio germinal 

(Maekawa, 1990). Esta cubierta epitelial está frecuentemente invaginada hacia el 

tejido conectivo subyacente, llamado túnica albugínea, formando pequeños pliegues, 

hoyos ó criptas. Por debajo, se encuentran dos zonas: la zona cortical y la zona 

medular; el límite entre ambas no se encuentra bien definido. La primera comprende al 

estroma ovárico (formado por tejido conectivo laxo, fibroblastos y precursores de 
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células tecales), y a folículos en distintos estadios de maduración, atrésicos y cuerpos 

lúteos. La zona medular, que se encuentra muy vascularizada e inervada contiene 

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

 

 

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

presentes durante la ovogénesis. 

 

La gameta femenina 

El ovocito de los mamíferos euterianos consiste en una masa esférica de citoplasma 

de unos 70-120 m de diámetro limitada por la membrana plasmática (oolema) que, a 

su vez, está 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 ácido 

hialurónico y células de la granulosa, estructura que se conoce como cúmulus 

oophorus (Figura 3B). 

 

El ovocito se encuentra conformado por la membrana plasmática (oolema) rodeando al 

citoplasma (ooplasma), el cual contiene al núcleo y una variedad de organelas. Si bien 

se supone que la composición del oolema es similar a la membrana plasmática de 

otros tipos celulares, la dificultad en la obtención de material proveniente de ovocitos 

ha obstaculizado su estudio. Una característica particular del oolema radica en la 

presencia de microvellosidades en toda su superficie, con excepción de un área libre 
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de microvellosidades que coincide con la región que recubre al huso meiótico, y a 

través de la cual raramente ocurre la fusión del espermatozoide (Johnson et al., 1975). 

Al igual que en otras células, dentro del ooplasma se encuentran las mitocondrias, el 

retículo endoplasmático y el aparato de Golgi, organelas importantes para los 

diferentes procesos metabólicos que debe cumplir el ovocito. En la región cortical del 

ovocito maduro, por debajo de la zona de microvellosidades, se encuentran los 

gránulos corticales, pequeñas organelas esféricas rodeadas de membrana (Ducibella, 

1991). La aparición de dichos gránulos se encuentra asociada a la expansión del 

aparato de Golgi durante el crecimiento del ovocito (Ducibella et al., 1994). El papel de 

los gránulos corticales sería importante para el desarrollo de un embrión viable, ya que 

su liberación luego de la fertilización aseguraría la entrada de un único 

espermatozoide dentro del ovocito (Yanagimachi, 1994). 

 

 

Figura 3: La gameta femenina. A) Microfotografía de un ovocito sin células del cúmulus en 
donde se distinguen la zona pellucida, el espacio perivitelino y el primer cuerpo polar. B) 
Fotografía de microscopio electrónico de barrido de un complejo cúmulus-ovocito. 

 

La ZP es una matriz transparente, relativamente gruesa, que rodea al ovocito. Si bien 

durante mucho tiempo no se sabía exactamente si los componentes de la ZP eran 

sintetizados por las células del folículo o por la misma gameta, diversas evidencias 

han demostrado que sería 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 diámetro (Mashiach et al., 1992). A pesar de la presencia de la ZP, las células 

foliculares continúan en contacto con el ovocito a través de uniones de tipo gap, 

formadas entre el oolema y extensiones de las células del cúmulus (Austin y Short 

F.R.S., 1972), las cuales serían importantes en el mantenimiento de las funciones 

nutricionales y regulatorias que ejercen las células foliculares sobre el ovocito. La ZP 
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está compuesta, principalmente por entre dos y cuatro glicoproteínas mayoritarias, 

según la especie (Wassarman, 1988b; Lefievre et al., 2004). Gran parte de la 

información sobre la naturaleza bioquímica, estructura, y función de la ZP provienen 

de los laboratorios de los Dres. Paul Wassarman y Jurrien Dean, quienes han utilizado 

al ratón como modelo para la mayoría de sus estudios (Wassarman, 1988a; 

Wassarman y Litscher, 2001; Hoodbhoy y Dean, 2004). En esta especie, tres 

proteínas altamente glicosiladas conforman la ZP: ZP1, ZP2 y ZP3, siendo las dos 

últimas las más abundantes. La glicosilación diferencial de las tres proteínas produce 

una alta heterogeneidad de carga en las mismas. Mientras que tanto ZP3 (83 kDa) 

como ZP2 (120- 140 kDa) son monómeros, la proteína minoritaria ZP1 (185-200 kDa) 

se encuentra formando parte de un dímero de cadenas polipeptídicas asociadas por 

puentes disufluro. Hace más de dos décadas, Wassarman postuló un modelo para 

explicar la estructura de la ZP de ratón basándose en resultados provenientes de 

experimentos de microscopía electrónica e inmunolocalización de proteínas en la ZP 

(Wassarman, 1988b). Dicho modelo, sugirió que la ZP estaría compuesta por 

filamentos constituidos por heterodímeros de ZP2 y ZP3, intercomunicados por 

homodímeros de ZP1. Un elemento estructural presente en todas estas proteínas, 

denominado dominio ZP (Bork y Sander, 1992), sería el responsable del ensamblaje 

de estos filamentos (Jovine et al., 2002; Jovine et al., 2005).  

  

La relevancia de cada una de las proteínas de la ZP y sus funciones durante la 

fertilización 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 más drásticos 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 formó un ZP compuesta por ZP2 y 

ZP3, más frágil que la normal, que no afectó la formación ni la fertilización de los 

ovocitos, pero produjo una reducción de la fertilidad del 50%, atribuida al hatching 

prematuro de los embriones (Rankin et al., 1999). Según esos resultados, la ZP1 sería 

una proteína minoritaria de la matriz, con un rol estructural que no sería indispensable 

para el desarrollo del ovocito ni para la fertilización. Por último, 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 perdió 

previamente a la ovulación, resultando en la esterilidad de las hembras (Rankin et al., 

2001). En cuanto a la relevancia de cada proteína, ZP3 sería la molécula fundamental 

para formar la ZP, requiriéndose la presencia de sólo una proteína adicional (ZP1 o 
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ZP2). Funcionalmente, la ZP sería la encargada de brindar la especie-especificidad 

durante la fertilización, impedir la polispermia, impedir la separación de las 

blastómeras y proteger al ovocito y embrión de daños físicos, especialmente durante el 

clivaje.  

  

Rodeando la ZP, en la mayoría de los mamíferos, se encuentra el cúmulus oophorus, 

conformado por las células del cúmulus embebidas en una matriz extracelular. Como 

se mencionara anteriormente, en el folículo ovárico, las células del cúmulus se 

encuentran asociadas entre sí por uniones de tipo gap. Como respuesta al pico de 

gonadotrofinas que precede a la ovulación, dichas células depositan abundante matriz 

extracelular y, en consecuencia, los complejos cúmulus-ovocito aumentan en volumen 

de 20 a 40 veces respecto de su tamaño inicial. Por este motivo, se denomina a este 

proceso “expansión del cúmulus” (Zhuo y Kimata, 2001). Originalmente, el ácido 

hialurónico era considerado el componente principal de la matriz del cúmulus (Eppig, 

1979). Diversos estudios han descripto otros componentes de dicha matriz, 

particularmente glicosaminoglicanos y proteínas, sintetizados por las células de la 

granulosa, que también serían parte importante del cúmulus (Zhuo y Kimata, 2001). 

Además de las moléculas antes mencionadas, existen factores extra foliculares, de 

origen plasmático, cuyo papel en la composición y la estabilización de la matriz del 

cúmulus sería importante. Es sabido que los ovocitos euterianos son capaces de ser 

fertilizados desprovistos de las células del cúmulus tanto in vitro como in vivo 

(Yanagimachi, 1994; Bedford, 2004). Teniendo ésto en cuenta, el cúmulus parecería 

no ser esencial para la interacción de las gametas. No obstante, numerosos trabajos 

han informado acerca del efecto beneficioso del cúmulus durante la fertilización 

(Yanagimachi, 1994; Chen et al., 1993; de Mouzon et al., 1985). Se ha propuesto que 

existirían factores solubles en el cúmulus que estimularían tanto la motilidad de los 

espermatozoides como la ocurrencia de la reacción acrosomal (Roblero et al., 1990; 

Schroer et al., 2000). Además, se ha sugerido que el cúmulus tendría otras funciones 

tales como aumentar el tamaño 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 quimiotáxis (Kaupp et al., 2008; Yoshida y Yoshida, 2011), 

favorecer la penetración 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 interacción de gametas, la 
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presencia de las células del cúmulus incrementa el éxito de la fertilización (Florman 

and Ducibella, 2006). 

 

Anatomía y función del tracto reproductor y la gameta masculina  

 

Tracto reproductor masculino 

El tracto reproductor masculino de los mamíferos está compuesto por una serie de 

órganos y conductos que, en conjunto, cumplen la función de producir 

espermatozoides, contribuir con las distintas secreciones del líquido seminal y 

transportar las gametas hacia el tracto genital femenino.  

 

Los testículos están ubicados fuera de la cavidad abdominal en un saco de piel 

denominado escroto, y son los encargados de la producción de andrógenos y de 

proporcionar el entorno adecuado para la producción de los espermatozoides. Del 

testículo emerge el conducto eferente, el cual desemboca en el epidídimo, y se 

continúa con el conducto deferente por donde son transportados los espermatozoides. 

Cada conducto deferente desemboca en un conducto eyaculador corto que, luego de 

atravesar la próstata, se comunica con la uretra. Las glándulas sexuales accesorias, 

que incluyen la vesícula seminal, la próstata, las glándulas coagulantes, las glándulas 

bulbo uretrales o de Cowper y las glándulas uretrales o de Littré, aportan secreciones 

que constituyen la fracción principal del líquido seminal (Figura 4) (Geneser 2000a). 

Los testículos de los mamíferos se pueden dividir funcional y estructuralmente en dos 

compartimientos: el tubular y el intersticial. La mayor parte del volumen testicular está 

ocupado por los túbulos seminíferos, los cuales conforman la unidad productora de 

espermatozoides y están compuestos por un epitelio seminífero 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, 

espermátidas y espermatozoides (Geneser 2000a). El tejido intersticial que completa 

los espacios entre los túbulos seminíferos contiene las células de Leydig, principal 

fuente productora de andrógenos, mastocitos y macrófagos, vasos sanguíneos y 

linfáticos y terminaciones nerviosas. Las células de Leydig se asocian a los vasos 

sanguíneos y a las paredes de los túbulos seminíferos, y su número varía según la 

especie, observándose mayor producción de andrógenos en aquellas especies donde 

existe un mayor número de células de Leydig (Setchell, 1982).  
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El epidídimo consiste en un largo conducto con muchas circunvoluciones, del que 

habitualmente se distinguen tres regiones: caput (o cabeza), corpus (o cuerpo) y 

cauda (o cola). El caput es la región más próxima al testículo, el corpus es la región 

media, y el cauda es la región distal al testículo, que actúa como lugar de 

almacenamiento de espermatozoides.  

 

 

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

reproductor masculino. 

 

A diferencia de los invertebrados y vertebrados inferiores (tales como teleósteos y 

anfibios anuros), en los mamíferos, los espermatozoides testiculares no tienen la 

capacidad de reconocer y fertilizar al ovocito (Yanagimachi, 1994). Esta capacidad se 

adquiere durante el tránsito de los espermatozoides por el epidídimo, proceso que se 

conoce como maduración epididimaria (Orgebin-Crist and Fournier-Delpech, 1982; 

Cooper, 1986; Austin, 1985; Bedford, 1990; Amann et al., 1993). Es difícil determinar 

el lugar exacto del epidídimo donde se adquiere la capacidad fertilizante, ya que no 

todos los espermatozoides la adquieren simultáneamente, y existe variación entre las 

distintas especies. Sin embargo, como regla general, la gran mayoría de los 

espermatozoides obtiene el potencial fertilizante al llegar al cauda epididimario. Otra 

diferencia fisiológica entre espermatozoides testiculares y epididimarios consiste en su 

capacidad de movimiento. Mientras que los espermatozoides testiculares son inmótiles 

o débilmente mótiles, los espermatozoides del cauda exhiben una motilidad progresiva 

y direccional que se adquiere durante su tránsito por el epidídimo (Yanagimachi, 

1994). 
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En este proceso de maduración, ocurren numerosos cambios en la membrana 

plasmática del espermatozoide, que involucran tanto a lípidos como a proteínas. 

Mediante la utilización de distintas estrategias experimentales, se ha estudiado la 

síntesis y secreción de proteínas de origen epididimario, como así también su unión o 

integración a diferentes dominios de la membrana plasmática del espermatozoide 

(Cuasnicú et al., 2001). De este modo, se ha descripto que la gran mayoría de las 

nuevas proteínas adquiridas por los espermatozoides son proteínas de superficie que 

se unen a la membrana de los espermatozoides a través de interacciones 

electrostáticas (Cooper, 1998). Sin embargo, también existen evidencias que indican 

que algunas proteínas adquiridas durante la maduración se comportan como proteínas 

integrales de membrana (Kirchhoff y Hale, 1996; Legare et al., 1999; Cohen et al., 

2000b). Muchas de estas proteínas 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 describió la participación de unas 

vesículas membranosas en la transferencia de proteínas epididimarias ancladas 

mediante uniones GPI a la superficie de los espermatozoides durante la maduración 

(Legare et al., 1999; Frenette y Sullivan, 2001; Frenette et al., 2002). Estas vesículas 

denominadas “epididimosomas” han sido descriptas en el epidídimo de distintos 

mamíferos, tales como la rata (Fornes et al., 1991), el toro (Frenette y Sullivan, 2001; 

D´Amours et al., 2012), el ratón (Griffiths et al., 2008b; Krapf et al., 2012), e inclusive el 

humano (Frenette et al., 2005; Thimon et al., 2008).  

 

Por su parte, la función biológica de las distintas proteínas epididimarias asociadas a 

los espermatozoides durante la maduración también ha sido ampliamente estudiada. 

Mientras que algunas de estas proteínas mediarían la interacción del espermatozoide 

con el ovocito (Cuasnicú et al., 2002; Dun et al., 2012), otras, que reciben el nombre 

de “factores decapacitantes”, estabilizarían la membrana del espermatozoide 

impidiendo la ocurrencia del proceso de capacitación (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 tamaño variable 

que no guarda relación con el tamaño corporal, comparten una estructura general 

similar. Estas células altamente diferenciada, poseen básicamente dos componentes 
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morfológicos: la cabeza que contiene el material genético, y la cola que le confiere 

motilidad (Figura 5). 

Cabeza: dentro de esta estructura se encuentra el núcleo, que contiene la cromatina 

altamente condensada. El ADN está asociado a unas proteínas básicas y de bajo peso 

molecular, llamadas protaminas. Estas proteínas que reemplazan a las histonas, 

permiten un empaquetamiento de la cromatina mayor al de una célula somática, y 

forman puentes disulfuro intermoleculares que aumentan su estabilidad. 

El núcleo se encuentra envuelto en su parte anterior por el acrosoma, que es una 

estructura membranosa que contiene enzimas involucradas en la penetración del 

ovocito. La membrana acrosomal puede ser diferenciada en externa o interna, de 

acuerdo a su aposición con la membrana plasmática o nuclear, respectivamente. 

Como toda célula, el espermatozoide, está limitado por la membrana plasmática. La 

región donde se ubica el acrosoma se conoce como región acrosomal, mientras que la 

región por debajo del acrosoma recibe el nombre de post-acrosomal. La región 

acrosomal anterior se conoce como capuchón acrosomal, mientras que la porción 

posterior corresponde al segmento ecuatorial. A diferencia de lo que se observa en el 

capuchón acrosomal, el segmento acrosomal no se vesiculiza durante la reacción 

acrosomal y es la región 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 

microtúbulos centrales rodeados por un cilindro de 9 pares de microtúbulos. 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 está recubierto por mitocondrias que se disponen en hélice, y que 

proveen al espermatozoide de energía.  
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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  

 

Capacitación de los espermatozoides  

 

Los espermatozoides eyaculados han completado el proceso de maduración 

epididimaria, pero permanecen limitados en su capacidad de fertilizar. El requerimiento 

de una maduración 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 mamíferos recién eyaculados no eran capaces de fertilizar 

ovocitos in vivo hasta tanto no hubieran residido por un período de tiempo dentro del 

tracto reproductor femenino. A los espermatozoides que han completado este proceso 

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

 

La fertilización continúa siendo la prueba definitiva de la capacitación de los 

espermatozoides, si bien se han propuesto otras definiciones. Por ejemplo, Austin 

observó en sus estudios iniciales que la penetración del espermatozoide en la ZP del 

ovocito (zona) in vivo era específicamente regulada por capacitación (Austin, 1951). 

Más tarde se reconoció que los espermatozoides deben llevar a cabo la reacción 
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acrosómal para entrar a la zona (Austin, 1985) y que este evento exocitótico puede ser 

provocado por la ZP (Florman and Storey, 1982). 

 

Concordantemente, la capacitación puede, operacionalmente, ser definida como 

aquellos eventos por los cuales el espermatozoide adquiere la habilidad de sufrir la 

reaccion acrosomal en respuesta a señales estimulatorias de la zona (Storey, 1991). 

Otras definiciones también han sido propuestas basándose en la observación del 

aumento en la fosforilación en tirosina de las proteínas del espermatozoide, a pesar de 

que hoy en día se sabe que no son marcadores exactos de una completa capacitación 

(Yanagimachi, 1994; Ward and Kopf, 1993).  

 

Mecanismos involucrados en la capacitación 

Uno de los mayores cambios que ocurre durante el proceso de capacitación implica la 

desestabilización de la membrana plasmática. En diversas especies se ha demostrado 

que la membrana de los espermatozoides muestra una distribución asimétrica de 

lípidos (Muller et al., 1994; Gadella et al., 1999), la cual sería distorsionada por acción 

del ion bicarbonato durante la capacitación (Gadella y Harrison, 2002; Baumber y 

Meyers, 2006). Se cree que el mayor efecto de la reorganización de los lípidos sería el 

de facilitar la remoción del colesterol de ciertas dominios de la membrana plasmática 

(Flesch et al., 2001) (Figura 6). La albúmina, 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 demostró que la 

albúmina sólo puede remover el colesterol luego de la reorganización de los lípidos, 

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 dinámicos compuestos por colesterol y esfingolípidos. 

Se postula que los rafts estarían involucrados en la transducción de señales 

intracelulares, ya que en los mismos se agrupan ciertos tipos de proteínas intrínsecas 

de membrana (Simons y Toomre, 2000). Evidencias en el cerdo muestran que dos 

marcadores de rafts se redistribuyen a la región apical de la membrana del 

espermatozoide como consecuencia de la acción del bicarbonato y albúmina 

presentes en la capacitación (van Gestel et al., 2005). Como resultado de la pérdida 

de colesterol, aumenta la fluidez de la membrana y, de este modo, podrían explicarse 

algunos fenómenos de redistribución de proteínas que se han asociado con la 

capacitación (Travis y Kopf, 2002), entre los que puede mencionarse a la proteína 
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fertilina de cobayo (Cowan et al., 2001), la galactosiltransferasa de ratón (Lopez y 

Shur, 1987), y la proteína epididimaria de rata CRISP1 (Rochwerger y Cuasnicu, 

1992). Asimismo, esta desestabilización de la membrana plasmática, probablemente, 

debilite la unión de los mencionados factores decapacitantes, proteínas de superficie 

que están débilmente asociadas al espermatozoide epididimario y al eyaculado, las 

cuales inhiben la capacitación y son removidas durante el tránsito por el tracto 

femenino (Oliphant et al., 1985; Fraser et al., 1990). Tanto el aumento de la fluidez de 

la membrana como la relocalización de proteínas de membrana y la pérdida de 

proteínas de superficie estarían relacionados a eventos intracelulares involucrados en 

la capacitación. Además, ahora está bien establecido que los fosfolípidos de la bicapa 

se estructuran de manera asimétrica (Daleke, 2003) y esta asimetría es mantenida por 

las flipasas (Tanaka et al., 2011). En ciertos momentos esta asimetría colapsa, 

exponiéndose en la membrana externa tanto a la fosfatidil serina como a la fosfatidil 

etanolamina. Este evento se observa al inicio de la capacitación, y si bien no esta del 

todo claro como participa en la capacitación se sugiere que facilitaría la remoción del 

colesterol de la membrana (Gadella y Harrison, 2000; Flesch et al., 2001; Boerke et al 

2012).  

 

 

Figura 6: Espermatogénesis, maduración y capacitación espermática: El esquema muestra la 
formación de los espermatozoides, y cómo una vez madurados los espermatozoides, los 
mismos pierden colesterol y se modifica la distribución de moléculas sobre la membrana 
plasmática 

 

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

aceptor de colesterol como la albúmina, la capacitación sería altamente dependiente 
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de los iones bicarbonato (HCO3-) (Boatman y Robbins, 1991; Visconti et al., 1995a; 

Da Ros et al., 2004). El movimiento de dichos iones a través de transportadores 

específicos en la membrana estaría relacionado con la regulación del metabolismo del 

AMP cíclico (cAMP) a través de la modulación de la actividad de la adenilato ciclasa 

del espermatozoide (Kopf et al., 2002). En el ratón, se demostró que el HCO3- podría 

entrar al espermatozoide a través de un co-transportador Na+/HCO3-. Una vez dentro 

de la célula, el HCO3- interactuaría con una isoforma testicular y soluble de la enzima 

adenilato ciclasa (sAC), la cual aumentaría los niveles intracelulares de cAMP 

activando de esta forma a la proteína kinasa A (PKA). De este modo, PKA fosforilaría 

diversas proteínas en residuos serina y treonina para, finalmente, activar una cascada 

de señalización que conduciría al aumento en la fosforilación de proteínas en residuos 

tirosina en el espermatozoide (Visconti, 2009). A excepción de alguna de estas 

proteínas (Arcelay et al., 2008), queda aún por estudiar la identidad y función de esta 

gran cantidad de proteínas que sufren esta modificación post-traduccional durante la 

capacitación. La capacitación no sólo sería 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 disminución de los 

porcentajes de fertilización en espermatozoides deficientes en la enzima superóxido 

dismutasa (SOD), los cuales mostraron deficiencias en los patrones de fosforilación en 

tirosina, demostrando un rol en la capacitación espermática (Tsunoda et al., 2012). 

  

Cambios funcionales asociados a la capacitación 

Como se observó anteriormente, la mayor consecuencia de la capacitación incluye 

cambios en la movilidad flagelar, en la estructura de la cabeza y en la habilidad de los 

espermatozoides para interactuar con los ovocitos, más precisamente en la 

hiperactividad, quimiotaxis y reacción acrosomal: 

 

Hiperactivación. Luego de su liberación 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 disminución 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 más 

eficientemente las sustancias visco elásticas, como moco oviductal y la matriz 

extracelular del cúmulus oophorus y la ZP que rodean al ovocito (Suarez, 1996). 

Además de facilitar el pasaje por las células del cúmulus y la ZP, la hiperactivación 

podría ayudar a los espermatozoides a desprenderse de la unión que establecen con 

el epitelio oviductal, permitiéndoles ascender desde el oviducto al sitio de fertilización 

(Suarez, 1996; Yanagimachi, 1994), aumentar la probabilidad del encuentro entre los 

espermatozoides y el ovocito dentro de la ampúlla (Yanagimachi 1994). La 

hiperactivación actúa, entonces, como un flitro ya que acceden al sitio de fertilización 

sólo a aquellos espermatozoides que han completado el proceso de capacitación y 

estan hiperactivados. 

 

La comprensión de los mecanismos de hiperactivación aún no ha sido esclarecida. Se 

ha sugerido que la transición del modo de movilidad activada a híperactivada podría 

estar regulada por factores presentes en el tracto reproductor femenino al momento de 

la fertilización, incluyendo fluidos foliculares o factores liberados por el complejo 

cúmulus oophorus que rodea al ovocito ovulado. Sin embargo aún hoy, no hay 

consenso respecto de las identidades de dichos factores (Fetterolf et al., 1994; 

Oehninger et al., 1994). Asimismo, la cascada de señales que regulan la 

hiperactivación tampoco se haya completamente descripta, aunque se sabe que el 

Ca2+ sería fundamental, y que la interacción de este ion con el axonema de la cola del 

espermatozoide sería capaz de desencadenar la hiperactivación. Además del Ca2+, 

tanto el cAMP como el ATP serían requisitos fundamentales para el mantenimiento del 

movimiento hiperactivado. La relevancia de la hiperactividad para la fertilidad está 

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 (físico) requerido para la 

fertilización, establecen un contacto (químico) a distancia. Dentro de este último tipo 

de comunicación, 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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concentración de moléculas atractantes, producidas por el ovocito o el microambiente 

ovular. La quimiotaxis espermática hacia factores del ovocito o del tracto reproductor 

femenino, se ha observado en especies marinas, en anfibios y en mamíferos 

(Vacquier, 1998; Eisenbach, 2004). En este último grupo se ha reportado que los 

espermatozoides de humano (Eisenbach, 1999), y de ratón (Giojalas and Rovasio, 

1998; Oliveira et al., 1999), entre otros, responden quimiotácticamente hacia factores 

presentes en el fluido folicular. El fenómeno quimiotáctico se observa generalmente en 

una subpoblación 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 quimiotácticas está constituido sólo por espermatozoides 

capacitados, siendo dicho estado quimiotáctico-capacitado de carácter transitorio. Más 

aun, trabajos recientes indican que las señales quimiotáticas estarían modulando el 

movimiento de los espermatozoides ya hiperactivados que se desprenden del isthmus, 

dirigiéndolos hacia el cúmulus (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 aldehído aromático bourgeonal que activa los 

receptores olfatorios OR1D2 en el espermatozoide (Gakamsky et al., 2009; Spehr et 

al., 2003; Spehr et al., 2004), y péptidos pequeños de hasta 8 kDa denominados 

quemoquinas, 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 además, continúa siendo secretado por las células del 

cúmulus oophorus después de la ovulación. 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 regulación de las señales de calcio del flagelo durante la 

quimiotaxis (Lishko et al., 2011; Strunker et al., 2011).  

 

Reacción acrosomal. Tal como se mencionara anteriormente, el acrosoma es una 

estructura membranosa que cubre la porción anterior del núcleo del espermatozoide. 

Dentro del acrosoma, existe una complicada matriz proteica así como diversas 

enzimas hidrolíticas, principalmente la proteasa acrosina y la hialuronidasa (Yudin et 

al., 1999b). La reacción acrosomal (RA) consiste en la liberación del contenido 

acrosomal, constituyendo un proceso de exocitosis. La reacción comienza con la 

fusión entre la membrana acrosomal externa y la membrana plasmática en múltiples 

puntos, con excepción del segmento ecuatorial (Figura 7). En los sitios de fusión, la 

membrana plasmática y la membrana acrosomal externa forman vesículas, creándose 
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poros por los que se libera el contenido acrosomal. Al igual que la fusión de 

membranas en otros sistemas tales como la que tiene lugar entre vesículas de 

transporte y la membrana plasmática, la fusión en la RA está mediada por la acción de 

unas proteínas pertenecientes a la familia SNARE, como Rab3A y NSF (De Blas et al., 

2005). En este sentido, muy recientemente, se descubrió la participación de Rab27 

conjuntamente con Rab3A en la formación de los poros al comienzo de la RA (Bustos 

et al., 2012).Además, se ha encontrado que las GTPasas dinamina 1 y dinamina 2, 

participarían en la RA controlando la dinámica 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 plasmática.  

 

Figura 7: Progresión de la reacción acrosomal. Se muestra un diagrama representando las 
etapas de la RA en la cabeza del espermatozoide de ratón. mp: membrana plasmática, ma int: 
membrana acrosomal interna, ma ext: membrana acrosomal externa. 

 

 

A diferencia de la capacitación, la RA es muy rápido e irreversible. El estado 

capacitado de los espermatozoides es una condición esencial para que los mismos 

puedan sufrir una RA fisiológica (Fraser, 1998). Es importante diferenciar la RA 

fisiológica o verdadera de la RA falsa, que consiste en la pérdida del capuchón 

acrosomal por muerte de los espermatozoides. Existen dos tipos de RA verdadera, 

una inducida por el ovocito y una espontánea, que se produce en ausencia del ovocito. 

El principal inductor de la RA, y el que ha sido más 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 glicoproteína ZP3 sería el receptor para el espermatozoide en la ZP 

responsable de la RA inducida (Yanagimachi, 1994). La actividad de receptor sería 

ejercida por los residuos glicosílicos que se unirían a componente/s de la membrana 

del espermatozoide. La unión de los oligosacáridos de ZP3 a distintos sitios en el 

espermatozoide produciría la agregación de dichos sitios, lo cual induciría la RA 

(Leyton and Saling, 1989). Si bien la ZP sería el inductor principal de la RA, existen 

evidencias de que la progesterona que se encuentra en el fluido folicular que 

acompaña a las células del cúmulus 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 cúmulus y la ZP sobre el espermatozoide 

para completar la reacción (Cherr et al., 1986). Por lo tanto, no existiría en el medio de 

fertilización un único 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 interacción con las cubiertas del ovocito. Según estos autores, la 

RA sería un proceso gradual, espontáneo, que sería acelerado por la ZP pero no 

iniciado por la misma (Figura 8). Según este modelo, los espermatozoides no deben 

estar intactos para unirse a la ZP. A favor de esta teoría, recientemente se demostró 

que la mayoría de los espermatozoides que fertilizan a los ovocitos comenzarían a 

reaccionar sobre el cúmulus y no sobre la ZP (Jin et al., 2011). Esto fue apoyado con 

la reciente demostración de que los espermatozoides perivitelinos (ya reaccionados y 

sin capuchón acrosomal) fueron capaces de fertilizar ovocitos in vitro (Inoue et al., 

2011). 

 

Por ultimo, la importancia fisiológica de la RA radica en que sólo 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 tendría una función dual: 

permitir que el espermatozoide pueda atravesar la ZP y el cúmulus y, posteriormente, 

pueda fusionarse con el oolema. 



Introducción      

 

27 
 

 

Figura 8: Reacción acrosomal. Fotografía de microscopio electrónico de barrido. (A) sin 
reaccionar, (B) reaccionado, estadío intermedio (C) reaccionado, sin capuchon acrosomal. 

 

Proceso de fertilización 

Penetración de los espermatozoides a través del cúmulus oophorus 

El cúmulus que rodea al ovocito durante las últimas etapas de folículogénesis posee 

funciones tanto previas (durante la folículogénesis) como durante la ovulación (captura 

del ovocito ovulado por el oviducto) (Yanagimachi, 1994; Bedford, 2004; Talbot et al., 

2003). En mamíferos euterianos (a excepción de los ungulados), una vez en el 

oviducto, las células del cúmulus son retenidas ya que participan en las primeras 

etapas de la interacción espermatozoide-ovocito (Figura 9). 

 

Figura 9: Esquema general del proceso de de fertilización. 
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El primer modelo que intentó explicar la penetración del cúmulus observó que la 

actividad dispersora de la matriz del cúmulus por parte del espermatozoide se debía 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 cúmulus cuando los 

espermatozoides habían reaccionado dentro del mismo (Yanagimachi, 1972; Bedford, 

1970). Como resultado, se propuso que la reacción acrosomal, necesariamente, 

ocurría mientras el espermatozoide estaba entrando en la matriz del cúmulus y que, la 

subsiguiente liberación del contenido acrosomal localmente, dispersaba aquella matriz 

y facilitaba el pasaje del espermatozoide hacia la ZP (Yanagimachi, 1994). 

 

Actualmente, se propone que la reacción acrosomal no sería 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 proteína 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 proteína para la 

penetración del cúmulus ha sido replanteada en vista de que los ratones knockout 

para SPAM1 son fértiles, a pesar de sufrir un retardo en la dispersión de las células del 

cúmulus respecto de los animales normales (Baba et al., 2002). Experimentos 

posteriores del mismo grupo de trabajo identificaron a otra hialuronidasa, denominada 

HYAL5, presente en membrana plasmática y acrosomal de espermatozoides 

epididimarios de ratón. Los autores postulan la existencia de una redundancia en 

cuanto a la función de SPAM1 y HYAL5, por lo que entonces HYAL5 estaría 

compensando la función de SPAM1 en los animales knockout antes descriptos (Kim et 

al., 2005). Más aún, la reciente generación de ratones doble knockout para SPAM1 y 

las serin-proteasas TESP5 o ACR (acrosina) sugieren que ambas proteínas actuarían 

cooperativamente junto a SPAM1 en la penetración del al cúmulus (Zhou et al., 2012).  

 

Interacción espermatozoides-ZP 

Unión de los espermatozoides a la ZP. Durante la fertilización in vivo, el 

espermatozoide que ha atravesado el cúmulus encuentra la ZP. Esta matriz es porosa 

con respecto a moléculas no sólo pequeñas sino también de gran tamaño tales como 
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anticuerpos, e incluso partículas virales. Pero aún así, representa una barrera para el 

espermatozoide. Para alcanzar la membrana plasmática 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 unión es mediada por la 

interacción entre moléculas de la superficie del espermatozoide y de la ZP. El modelo 

clásico, aceptado durante varios años, comprende dos pasosμ 1) la “unión primaria” del 

espermatozoide intacto a la ZP3, que desencadenaría la RA, y 2) la “unión secundaria” 

del espermatozoide reaccionado, a través de ZP2. Sin embargo, algunos autores 

proponen un nuevo modelo en el cual el espermatozoide interactuaría con una 

estructura supramolecular compuesta por ZP2 y ZP3, en vez de con alguna única 

glicoproteína en particular (Rankin et al., 2003; Hoodbhoy and Dean, 2004). Asimismo, 

estos trabajos indican que la unión del espermatozoide a la ZP estaría dada sólo por el 

estado de ZP2, ya que una ZP2 intacta permitiría la unión, mientras que una ZP2 

clivada, impediría dicha interacción (Gahalay et al., 2010).  

 

 

Figura 10: Interacción espermatozoide-ovocito en el ratón. A) Fotografía de microscopio 
electrónico de barrido de un espermatozoide penetrando ZP de un ovocito. B) Fotografía de 
microscopio electrónico de transmisión de la cabeza de un espermatozoide unido a la ZP de un 
ovocito. pm: membrana plasmática, ZP: zona pellucida, n: núcleo, 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 más 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 proteína son fértiles, a pesar de presentar 

niveles muy bajos tanto de RA inducida por ZP3 como de fertilización 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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localización intra-acrosomal (Foster et al., 1997; Kim et al., 2001b) existían 

controversias en cuanto a su disponibilidad para interactuar con ZP3. Cabe aclarar 

que, recientemente, se mostró que zonadhesina si bien participa en la interacción con 

la ZP, su un rol principal sería en la regulación de la especie/especificidad (Tardiff y 

Cornier, 2011). Según el modelo clásico, estas moléculas intra-acrosomales no 

podrían actuar en la “unión primaria” ya que el espermatozoide se encontraría intacto 

al momento de unirse a ZP3, mientras considerando los modelos actuales en los 

cuales la reacción inicia antes de contactar la ZP, las moléculas de la matriz acrosomal 

podrían asociarse a la ZP sin ser considerado una unión secundaria. Se ha descripto 

un cuarto candidato, denominado SED1 (Ensslin et al., 1998) para el cual 

recientemente, se ha identificado un homólogo en ratón y cuyos estudios con animales 

KO para SED1 han demostrado la relevancia de esta proteína para la etapa de unión 

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 unión a la ZP, incluyen 

algunas proteínas 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 proteína resultaron fértiles (Baba et al., 2002), probablemente 

por redundancia funcional con la hialuronidasa HYAL5 (Kim et al., 2005). Asimismo, se 

postula que esta nueva proteína, que es liberada durante la RA, podría 

“despolimerizar” localmente a la matriz del cúmulus cerca o en la superficie de la ZP, 

permitiendo así que la cola del espermatozoide se mueva libremente, facilitando la 

penetración de la ZP. En el caso de acrosina, estudios con animales KO han 

replanteado el papel de esta enzima en el proceso de unión/penetración de la ZP ya 

que los machos carentes de esta proteína son fértiles (Baba et al., 1994) a pesar de 

mostrar un retardo en la fertilización in vitro comparado con animales control (Adham 

et al., 1997). No obstante, una combinación de estudios posteriores a nivel genético, 

bioquímico y funcional apoya la hipótesis de que la interacción proacrosina/acrosina 

con ZP2 es importante para la unión 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 demostró que los espermatozoides deficientes en acrosina 

conservaban aún la actividad de proteasa, sugiriendo que otra proteasa podría estar 

involucrada en la unión/penetración 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). 

 

Penetración de la zona pelúcida. La interacción entre el espermatozoide y la ZP 

continúa con la etapa de penetración de la ZP para la cual han sido propuestas dos 

hipótesis (Yanagimachi, 1994). Una de ellas, la hipótesis enzimática, sostiene que el 

pasaje a través de la ZP sería dependiente de la acción de enzimas presentes en el 

acrosoma. Según esta teoría, la mayoría de dichas enzimas serían liberadas sobre la 

superficie de la ZP durante la RA, provocando hidrólisis en la porción de la ZP que 

rodea al espermatozoide e induciendo así el "ablandamiento" de la misma. Otras 

enzimas permanecerían unidas a la membrana acrosomal interna y serían la 

responsables de clivar a las moléculas de ZP2 a las que el espermatozoide se haya 

unido, permitiendo así el avance a través de la ZP. La segunda hipótesis, denominada 

hipótesis mecánica, propone que la RA permitiría la exposición del perforatorium, una 

estructura rígida, que “cortaría” la ZP y que, conjuntamente con la motilidad 

hiperactivada presente en los espermatozoides, favorecería la penetración de la ZP. 

Esta hipótesis ha sido respaldada fuertemente por las características estructurales y 

funcionales de la cabeza de los espermatozoides de los mamíferos euterianos, 

incluyendo la rigidez del núcleo, 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 hipótesis que involucraría ambos 

mecanismos. En primer lugar, el espermatozoide se asociaría a la ZP a través de una 

unión de alta afinidad. Se produciría entonces la degradación de las moléculas de la 

ZP involucradas en esa interacción, dejando libres, como consecuencia, a las 

proteínas del espermatozoide, que quedarían por ende disponibles para interactuar 

con nuevas moléculas de la ZP. En este punto jugaría un papel importante la 

motilidad, ya que si el espermatozoide no se moviera en forma progresiva, la 

probabilidad de encontrar nuevas moléculas para interactuar sería muy baja y la 

penetración no se produciría. En este sentido, el grupo de Dean y colaboradores 

propuso que el espermatozoide intacto reaccionaría al atravesar la ZP por un efecto 

mecánico de los poros de la misma (Baibakov et al., 2007). Sin embargo, actualmente, 

y por los trabajos comentados de Hirohashi, está teoría no tendría tanto consenso (Jin 

et al., 2011). 
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Cada vez crece más la idea de que la unión a la ZP y la especie especificidad no están 

dados por una sola proteína sino por varias, concepto también apoyado por la 

observación de la agregación de varias proteínas que participan en la interacción 

espermatozoide-ZP localizadas en la región de la cabeza del espermatozoide por 

donde ocurre dicha interacción (Reid et al., 2011).  

 

Fusión del espermatozoide con el ovocito 

Mecanismo de Fusión. La fusión entre las membranas plasmáticas del 

espermatozoide y el ovocito constituye un evento clave en el proceso de fertilización, 

ya que sólo luego de la ocurrencia de la fusión un ovocito puede considerarse 

fertilizado. La etapa de fusión comprende dos fases de interacción entre las 

membranas de ambas gametas: una primera de unión, y una segunda de fusión 

propiamente dicha. Este proceso comienza con la unión de la cabeza del 

espermatozoide a la membrana plasmática del ovocito y, seguida luego de un breve 

período, por una abrupta declinación o cesación del movimiento de la cola (Gaddum-

Rosse, 1985) como consecuencia de la depolarización de membranas que ocurre 

luego de la fertilización. 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 fusión de membranas, 

mientras que la región anterior de la cabeza es incorporada al citoplasma de un modo 

similar a la fagocitosis (Figura 11). 
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Figura 11: Fusión espermatozoide-ovocito. Se muestra un esquema de los eventos 
involucrados en el proceso de fusión de gametas. ma int: membrana acrosomal interna, SE: 
segmento ecuatorial. 

 

No toda la membrana plasmática de las gametas es fusogénica, por lo que los 

dominios de membrana involucrados en la fusión son restringidos en ambos tipos 

celulares. El ovocito de roedores se encuentra recubierto de microvellosidades en toda 

su superficie, con excepción de un área que coincide con la región que recubre al huso 

meiótico (Ebensperger and Barros, 1984), a través de la cual, raramente, ocurre la 

fusión 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, aún no se conoce si las mismas son esenciales para la ocurrencia 

de la fusión (Bedford and Cooper, 1978). En el caso del espermatozoide, es aceptado 

que la membrana plasmática que cubre al segmento ecuatorial es la que primero se 

fusiona con el ovocito (Arts et al., 1993; Yanagimachi, 1994). La motilidad parecería no 

ser un requisito para la ocurrencia de la fusión, ya que ha sido demostrado que 

espermatozoides inmótiles 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 

fusión ya que, como se mencionó anteriormente, los espermatozoides no 

reaccionados (intactos) son incapaces de fusionarse con el oolema (Yanagimachi, 

1994). 

 

Moléculas involucradas. Si bien el proceso de fusión es un punto clave de la 

fertilización, es muy escasa la información disponible sobre los mecanismos 

moleculares involucrados en esta etapa. Al igual que ocurre para la unión a la ZP, la 
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fusión está mediada por la interacción de moléculas complementarias localizadas en 

los dominios fusogénicos específicos 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 fusión, por tratarse 

de ligandos específicos de proteínas presentes en el espermatozoide ya involucradas 

en este proceso. La integrina α6β1, una de las principales en la superficie del ovocito, 

fue originalmente propuesta como la responsable de la unión espermatozoide-ovocito 

(Almeida et al., 1995; Bigler et al., 2000). Sin embargo, el hecho de que animales KO 

para esta integrina sean fértiles, cuestionó la relevancia de esta proteína para la 

fertilización (Miller et al., 2000). Asimismo, la importancia de las integrinas para la 

fusión ha sido replanteada en vista de que un estudio, utilizando diferentes 

combinaciones de animales knockout para integrinas y ensayos de fusión in vitro en 

presencia de anticuerpos, demostró que ninguna de las integrinas conocidas en la 

superficie del ovocito (integrina α2, α3, α5, αλ, αV, β3 y β5) sería esencial para este 

proceso (He et al., 2003). 

 

La asociación entre la integrina α6β1 y la tetraspanina CDλ en la membrana del 

ovocito de ratón (Chen et al., 1999), y el hecho de que esta tetraspanina haya sido 

implicada en la fusión de membranas en otros sistemas celulares (Tachibana and 

Hemler, 1999), sugirió que CD9 también podría cumplir alguna función en el proceso 

de fusión de gametas. Esta hipótesis fue confirmada por el estudio de animales 

knockout para esta proteína (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 sería una de las moléculas del ovocito responsable 

del proceso de fusión con el espermatozoide. Estos estudios fueron los primeros en 

identificar a una molécula del ovocito esencial para la fusión de gametas y para la 

fertilidad femenina. Experimentos posteriores demostraron que CD9 actúa en cis con 

otros elementos, aún 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 proteína del espermatozoide. Resultados más recientes indicaron 

que CD9 generaría sitios específicos de adhesión que regularían la fusión 

espermatozoide-ovocito acercando y reuniendo a todos los intermediarios de este 

proceso (Jégou et al., 2011) y que la porción C terminal de esta molécula estaría 

involucrada en la formación de dichos complejos y sitios de adhesión (Wang et al., 
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2011). Además, se ha descripto la existencia de vesículas membranosas secretadas 

por el ovocito y presentes en el espacio perivitelino. Estas vesículas conteniendo CD9 

serían capaces de interactuar con el espermatozoide y participarían en la fusión de 

gametas (Miyado et al., 2008). Si bien, los animales KO para proteínas del ovocito 

unidas al oolema vía glicosilfosfatidilinositol (GPI) también presentan ovocitos con la 

fusogenicidad altamente afectada (Alfieri et al., 2003), la identidad de las proteínas que 

pudieran ser relevantes para la fusión, aún se desconoce. 

 

Respecto a las moléculas del espermatozoide implicadas en fusión es importante 

mencionar a la familia de proteínas denominada ADAM (a disintegrin and a 

metalloprotease domain) está compuesta por alrededor de 40 miembros (revisión de 

trabajos en (Kim et al., 2006)), tres de los cuales han sido postulados como 

mediadores del proceso de fusión espermatozoide-ovocitoμ fertilina α/ADAM1 (existen 

2 subunidadesμ a y b), fertilina β/ADAM2 y ciritestina/ADAM3 (Evans, 1999).  

 

Los estudios en los cuales la carencia de la proteína en los espermatozoides resulta 

en animales infértiles, se limita únicamente a una proteína denominada Izumo. La 

proteína Izumo corresponde a un miembro de expresión testicular de la familia de 

inmunoglobulinas IgSF localizado en el acrosoma del espermatozoide. La relevancia 

de esta proteína para la fertilidad y su rol en el proceso de fusión fueron confirmados 

mediante el análisis de los animales KO. Los machos mutantes resultaron infértiles y, 

más aún, la capacidad fusogénica de los espermatozoides fue el único parámetro 

espermático comprometido que presentaron estos animales (Inoue et al., 2005). 

Asimismo, se observó que, luego de la RA, la proteína Izumo se relocalizaba en la 

región 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 proteína Izumo no se redistribuía correctamente (Sosnik et al., 

2009). 

 

Cabe destacar que otras proteínas espermáticas involucradas en el proceso de fusión 

son las proteínas, CRISP1 y CRISP2, sobre las que ahondaremos más adelante. 
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Consecuencias de la fusión  

Luego de la fusión, el ovocito inicia una serie de eventos conocidos, conjuntamente, 

como “activación” y que incluyen el reinicio de la meiosis detenida en metafase II 

desde la ovulación, la extrusión del segundo corpúsculo polar conteniendo la mitad del 

contenido cromosómico, la replicación del ADN y, finalmente, la primera división 

mitótica (Kurokawa et al, 2004). Dichos cambios son de vital importancia ya que darán 

origen a un individuo nuevo y, a su vez, desencadenarán mecanismos tendientes a 

evitar la entrada de más de un espermatozoide al ovocito, impidiendo la polispermia y 

asegurando así la viabilidad del embrión. En todos los animales, la señal universal 

responsable de la activación del ovocito es el aumento de la concentración de Ca2+ 

en el citoplasma de la gameta femenina unos segundos luego de que la fusión ha 

ocurrido (Yanagimachi, 1994). Sin embargo, el mecanismo por el cual se desencadena 

esta liberación de Ca2+ aún no ha sido completamente dilucidado (revisión de trabajos 

en (Kurokawa et al., 2004). 

 

En la región cortical del ovocito maduro, por debajo de la zona de microvellosidades, 

se encuentran los gránulos corticales, pequeñas organelas esféricas rodeadas de 

membrana que contienen mucopolisacáridos y diversas enzimas (Ducibella, 1991). 

Pocos minutos luego de producida la fusión, más del 95% de los gránulos corticales ha 

sido expulsado por exocitosis (reacción cortical) (Ducibella, 1991; Hoodbhoy and 

Talbot, 1994). Su función es modificar tanto la ZP (“reacción de zona”) como así 

también el oolema (“reacción vitelina”), de forma tal de prevenir la polispermia. En 

varias especies, se ha demostrado que las proteasas liberadas de los gránulos 

corticales provocan la hidrólisis parcial de proteínas de la ZP (Shabanowitz and 

O'Rand, 1988; Hatanaka et al., 1992; Ducibella et al., 1993). Sin embargo, se 

desconocía la identidad de dichas proteasas hasta la reciente identificación de 

“ovastacina” la cual clivaría a la ZP2 (Burkart et al., 2012). Por otro lado, se ha 

determinado que, durante la liberación de los gránulos corticales, las membranas de 

los mismos se fusionan con el oolema, afectando la composición de la membrana de 

los ovocitos fertilizados (Stewart-Savage and Bavister, 1988; Horvath et al., 1993). El 

contenido liberado por los gránulos también afectaría componentes del oolema, en 

particular a aquellos involucrados en la unión y la fusión de las gametas (Hoodbhoy 

and Talbot, 1994). La contribución de la ZP y el oolema al bloqueo de la polispermia es 

variable según la especie. En algunos animales como el hámster, humano y perro, la 

prevención de polispermia depende principalmente de la reacción de zona. En otras 

especies, como el conejo y el murciélago, el bloqueo depende, principalmente, de la 
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modificación del oolema, por lo cual estos ovocitos presentan normalmente 

espermatozoides supernumerarios en el espacio perivitelino. Existe, además, un tercer 

grupo de especie, que incluye a la rata, ratón 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 corpúsculo polar, el 

complemento haploide resultante se transforma en el pronúcleo femenino. En tanto, el 

núcleo del espermatozoide se descondensa y se transforma en el pronúcleo 

masculino. En ambos pronúcleos comienza la síntesis de ADN. Una vez que los 

pronúcleos 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 división mitótica. 

 

Durante más de treinta años, nuestro grupo se ha dedicado al estudio de los 

mecanismos moleculares involucrados en el proceso de la interacción de gametas, 

utilizando como modelo a la proteína epididimaria DE identificada por nuestro 

laboratorio (Cameo y Blaquier 1976) y, posteriormente, denominada CRISP1 por ser el 

primer miembro descripto de la familia CRISP (Proteínas Secretorias Ricas en 

Cisteínas). Las evidencias encontradas indican que CRISP1 sería un claro mediador 

del proceso de fertilización (Cohen et al., 2011). La familia CRISP es miembro de la 

superfamilia CAP, compuesta por múltiples familias, de las cuales las dos mejor 

caracterizadas son las familias CRISP y GLIPR1 (Glioma Patogenesis Relacionadas 

1). Considerando que las proteínas CRISP y GLIPR1 son altamente homólogas entre 

sí, 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 características se describen a 

continuación. 

 

Superfamilia CAP 

 

La superfamilia de proteínas CAP fue originalmente definida por el agrupamiento de 

tres grandes familias de proteínas 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 proteínas CRISP se encuentran altamente 
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enriquecidas tanto en el tracto reproductivo masculino de mamíferos (Gibbs et al., 

2008) como en los venenos de reptiles y otros vertebrados (Yamazaki and Morita, 

2004). Por su parte, las proteínas Ag5 son las más abundantes e inmunogénicas 

presentes en los venenos de insectos (King and Spangfort, 2000) y las Pr-1, las más 

expresadas en plantas en respuesta a una invasión por patógenos (Van Loon et al., 

2006). Si bien, originalmente, la superfamilia CAP se encontraba formada por estas tres 

familias, un reciente análisis filogenético indica que serían nueve las familias que 

integran la superfamilia CAP: CRISP, GLPR1, GLIPR2, PI15, PI16, CRISPLD1, 

CRISPLD2, MRL y R3HDML. 

 

Las proteínas CAP estructuralmente están caracterizadas por compartir un dominio N-

terminal común denominado PR-1 el cual contiene los dos motivos o secuencias 

consenso denominados “Signature 1” y “Signature 2”. La gran mayoría, pero no todos 

los miembros de la superfamilia CAP, poseen una secuencia denominada HINGE, que 

es muy rica en cisteínas y que sigue el esquema Cx2Cx5Cx4C. La región C-terminal es 

distintiva de cada familia en particular y, mientras que en algunas esta región es 

variable, muy extensa y particular, en otras es muy pequeña o no se encuentra 

presente. Las CAP representan un caso de evolución “mosaico” ya que poseen 

regiones que han permanecido constantes a lo largo de la evolución, indicativas de 

funciones altamente conservadas (PR-1, Signatures y Hinge), como así también 

regiones con una significativa diversificación 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 proteínas 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 tóxico o de evasión inmune. 

En el caso específico de mamíferos, las proteínas CAP han sido identificadas en 

numerosos tejidos de ratón y de humanos, habiéndoseles propuesto roles en 

reproducción, desarrollo y sistema inmune, como así también en patologías tales como 

el cáncer, daño neuronal, pancreatitis, y fallas cardíacas, por lo cual las CAP son cada 

día más 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 incorporación de nuevas proteínas a la superfamilia CAP, aún 

existe un conocimiento muy limitado acerca de la función biológica de la mayoría de 

sus miembros. En ese sentido, las dos familias mejor caracterizadas son la familia 

CRISP, la cual consta de cuatro proteínas descriptas en mamíferos y la familia 

GLIPR1 formada por tres proteínas identificadas.  

 

 

 

Proteínas CRISP 

 

Las proteínas CRISP se encuentran presentes en diversas especies de mamíferos, 

como así 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 proteínas secretorias ricas en 

cisteínas, conteniendo un total de 16 cisteínas, 10 de las cuales se localizan en el 

extremo carboxi-terminal de la molécula (Cohen et al., 2000b). El análisis 

cristalográfico de algunos miembros de la familia CRISP indicó que estas proteínas 

presentan una estructura general caracterizada por la presencia de dos dominios 
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definidos conectados por una pequeña región que actúa 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 tendría funciones biológicas 

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 mamíferos. 

 

CRISP1 

 

La proteína epididimaria de rata CRISP1 (32 kDa), es una de las principales 

glicoproteínas secretadas por el epidídimo 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 andrógeno-dependiente en los 

segmentos proximales del epidídimo (Kohane et al., 1983) y se asocia a la región 

dorsal de la cabeza del espermatozoide a medida que los mismos transitan por el 

epidídimo (Kohane et al., 1980a; Kohane et al., 1980b). La inseminación de hembras 

superovuladas con espermatozoides previamente expuestos al anticuerpo específico 

contra CRISP1 resultó en una inhibición significativa del porcentaje de ovocitos 

fertilizados, indicando que CRISP1 jugaría un rol importante en el proceso de 

fertilización (Cuasnicu et al., 1984). La relevancia de CRISP1 para la fertilidad fue 

confirmada, posteriormente, por experimentos en los cuales la inmunización de ratas 

hembras y machos con CRISP1 produjo anticuerpos específicos contra la proteína en 

más del 90% de los animales, como así también una inhibición significativa de la 

fertilidad en ambos sexos (Cuasnicú et al., 1990; Ellerman et al., 1998a; Perez Martinez 

et al., 1995; Ellerman et al., 2008). 

 

CRISP1, originalmente localizada en la región dorsal del acrosoma, migra al segmento 

ecuatorial concomitantemente con la ocurrencia de la reacción acrosomal (RA) 

(Rochwerger and Cuasnicu, 1992). Dado que el segmento ecuatorial es la región por la 

cual el espermatozoide se fusiona con el ovocito, se investigó el posible papel de 

CRISP1 en este paso específico de la fertilización. Los resultados indicaron que, tanto 

la presencia de anti-CRISP1 como de la proteína CRISP1 purificada durante la co-
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incubación de gametas, inhibía significativamente la fusión espermatozoide-ovocito sin 

afectar la etapa de unión entre ambas gametas (Cuasnicú et al., 1990; Rochwerger et 

al., 1992). Estos resultados confirmaron la participación de CRISP1 en un evento 

posterior a la unión de gametas y conducente a fusión, como así también la existencia 

de sitios complementarios para esta proteína en la membrana plasmática 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 

región a la que se denominó área negativa y que resultó coincidente con la región de 

membrana que recubre el huso meiótico 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 

proteína CRISP1 estaría localizada en la región fusogénica del espermatozoide, sus 

sitios complementarios se localizarían en la región fusogénica del ovocito. Estos 

resultados representaron una importante contribución al campo de la fusión de gametas 

ya que constituyeron la primera evidencia de la existencia de sitios específicos para 

una proteína del espermatozoide en la superficie del ovocito de mamíferos. Posteriores 

resultados indicaron que CRISP1 se asociaría a la membrana del espermatozoide con 

dos afinidades diferentes, dando lugar a la existencia de dos poblaciones sobre la 

gameta: una población mayoritaria, asociada débilmente por interacciones iónicas y 

que se libera de la célula durante el proceso de capacitación, y una población 

fuertemente unida por un mecanismo aún desconocido, que corresponde a la proteína 

que migra al segmento ecuatorial y que participa en el proceso de fertilización (Cohen 

et al., 2000b).  

 

El análisis de la secuencia de CRISP1 reveló que la misma presentaba una 

significativa homología con otras dos proteínas epididimarias: la proteína AEG de ratón 

(Haendler et al., 1993; Mizuki and Kasahara, 1992) y la proteína 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 proteínas de ratón y humano 

también participan en el proceso de fusión de gametas a través de sitios de unión en la 

superficie de los respectivos ovocitos (Cohen et al., 2000a; Cohen et al., 2001). 

Posteriores estudios de nuestro grupo revelaron que, además de su rol en el proceso 

de fusión de gametas, CRISP1 también participaría en la etapa previa de interacción 

espermatozoide-ZP, más específicamente en la primera etapa de unión a la ZP a 

través de su interacción con sitios complementarios presentes en la ZP tanto de 

roedores (Busso et al., 2007a), como de humano (Tesis Doctoral Dra. Julieta Maldera). 

 



Introducción      

 

42 
 

Mientras se ha encontrado que el dominio CRD de varias proteínas CRISP presenta la 

capacidad de regular canales iónicos (Gibbs et al., 2006; Guo et al., 2005), resultados 

de nuestro laboratorio utilizando la proteína recombinante expresada en bacterias, así 

como fragmentos recombinantes y péptidos sintéticos, indican que el dominio N-

terminal contendría el sitio por el cual CRISP1 se une a la membrana plasmática del 

ovocito (Ellerman et al., 2006). Más aún, hemos encontrado que dicha actividad reside 

en una región de sólo 12 aminoácidos que corresponde a una secuencia consenso 

compartida por todas las proteínas 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 residiría en una región específica de la molécula sino que 

dependería de la conformación de la misma (Busso et al., 2007a). En conjunto, no sólo 

habría 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 

proteína fuertemente unida y resida en el dominio PR-1, la proteína CRISP1 

débilmente unida al espermatozoide cumpla un rol en el proceso de capacitación 

regulando canales iónicos a través del dominio CRD. Recientes resultados indican que 

la población de CRISP1 débilmente unida al espermatozoide se asociaría a través de 

la formación de un complejo entre la proteína y el Zinc (Maldera et al., 2011), mientras 

que la población fuertemente unida, lo haría a través de la transferencia de CRISP1 

desde unas vesículas denominadas epididimosomas presentes en el fluido 

epididimario (Tesis doctoral Julieta Maldera).  

La generación de animales KO para la proteína CRISP1 indicó que si bien los 

animales KO para CRISP1 eran fértiles, los espermatozoides presentaban una 

marcada disminución en el nivel de fosforilación de proteínas en tirosina, evento clave 

dentro del proceso de capacitación de los espermatozoides, como así también una 

disminución 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 

fertilización (Da Ros et al., 2008). Asimismo, la exposición de ovocitos a 

espermatozoides KO en presencia de diversas proteínas CRISP disponibles en el 

laboratorio indicó que, además de CRISP1, otras proteínas homólogas estarían 

cooperando con CRISP1 para garantizar el éxito de la fertilización, siendo CRISP2 por 

su homología la candidata más probable a compensar CRISP1 en la etapa de fusión.  
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CRISP2 

 

Esta proteína fue inicialmente descubierta como el mayor auto-antígeno en ratones a 

los que se les había practicado una vasectomía (Hardy et al., 1988), enfatizando 

nuevamente la alta antigenicidad de las proteínas CRISP. Inicialmente conocida como 

Tpx-1, es una proteína de origen testicular la cual se ha localizado en al menos tres 

regiones del espermatozoide: en la superficie de los espermatocitos donde se cree 

actúa como una proteína de adhesión 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 

espermático (Foster and Gerton, 1996). En la cola, se encontró que la proteína 

interactúa 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 rianodínicos, 

sugiriendo su participación en las vías de señalización, si bien aún no se comprende 

exactamente cuál es su función (Gibbs and O'Bryan, 2007). En ese sentido, se han 

encontrado dos nuevas proteínas que interactúan con CRISP2 en la cola y 

participarían en las vías de señalización, la proteína gametogenetina 1 (Jamsai et al., 

2008) y la proteína SHTAP (Jamsai et al., 2010). Siendo un componente del 

acrosoma, se cree que se expone durante la reacción acrosomal. En nuestro 

laboratorio hemos observado que CRISP2, al igual que CRISP1, estaría involucrada 

en el proceso de fusión de gametas a través de su unión a sitios complementarios en 

el ovocito (Busso et al., 2005; Busso et al., 2007b). Más aún, estudios de competencia 

indicaron que CRISP2 se uniría a los mismos sitios que CRISP1 en el ovocito (Busso 

et al., 2007b) y, muy posiblemente, por el mismo mecanismo, ya que exhibe sólo dos 

aminoácidos diferentes en su Signature 2 respecto al de CRISP1, sugiriendo la 

existencia de una cooperación funcional entre ambas proteínas con el fin de garantizar 

el éxito de la fertilización (Da Ros et al, 2008). Basados en los ensayos de estudio 

para la fertilidad con la proteína CRISP1 y, considerando las función de CRISP2 

durante la interacción de gametas, se evaluó la posibilidad de que la generación de 

anticuerpos contra esta proteína pudiera servir como un método de anticoncepción, 

observando que CRISP2 no fue capaz de disminuir la fertilidad, muy probablemente 

debido a su localización intra-acrosomal (Weigel et al., 2012). 
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CRISP3 

 

A diferencia de CRISP1 y CRISP2, la proteína CRISP3 no se encuentra presente en el 

genoma de la rata y tiene un amplio rango de expresión con una detección principal en 

neutrófilos, glándulas salivales, en el epitelio secretor de todo el tracto reproductor 

masculino, desde el testículo hasta la próstata y en espermatozoides humanos. Esta 

proteína fue originalmente caracterizada como SG28 (28-kDa), un componente 

específico de gránulos de neutrófilos (Udby et al., 2002b; Udby et al., 2002a) y, 

posteriormente, caracterizada como un componente importante de los fluidos 

prostáticos 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 proteína en caballos correlaciona con el éxito reproductivo (Hamann et al., 2007; 

Schambony et al., 1998a; Schambony et al., 1998b). En ese sentido, se demostró que 

CRISP3 es el principal componente del fluido prostático que inhibe la interacción de 

los neutrófilos con los espermatozoides y, por lo tanto, se especula que su presencia 

podría contribuir a la protección de los espermatozoides del ataque inmunológico en el 

tracto reproductivo femenino (Bjartell et al., 2006). Más aún, existen resultados que 

demuestran que los niveles de CRISP3 están elevados en el suero sanguíneo de 

pacientes con cáncer prostático, sugiriendo que podría utilizarse como un biomarcador 

de esta enfermedad (Udby et al., 2005). Recientemente, se encontró que CRISP3 

estría unida a la glicoproteína a1B en el suero, postulándose que esta interacción 

podría enmascarar a CRISP3 del sistema inmune, protegiéndola del ataque de 

macrófagos, o bien que podría cumplir alguna otra función aún desconocida (Udby et 

al., 2010). 

 

CRISP4 

 

El gen de esta proteína no ha sido encontrado en humanos y fue descubierto en 

roedores durante la secuenciación completa del genoma (Jalkanen et al., 2005). La 

comparación de secuencias sugiere que este gen representaría el ortólogo de Crisp1 

en humanos, y que el gen Crisp1 podría ser en realidad un ortólogo del Crisp3 en 

ratones (Nolan et al., 2006). Esta proteína se expresa solamente en el epidídimo y 

asociándose a la región dorsal de la cabeza de los espermatozoides durante la 

maduración (Jalkanen et al., 2005). Recientemente, se ha demostrado que CRISP4 
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regula el canal espermático TRPM8, y cumple una función en la regulación de la 

reacción acrosomal inducida por progesterona (Gibbs et al., 2011; Martinez-Lopez et 

al., 2011) como así también en la unión de los espermatozoides a la ZP (Turunen et 

al., 2012), siendo la proteínas más probable a compensar la ausencia de CRISP1 en 

ratones KO para esta proteína durante esta etapa . El hecho de que CRISP4 pudiera 

ser una duplicación de CRISP1 y la alta homología entre todas las proteínas CRISP, 

abre la posibilidad de que las mismas hayan aparecido durante la evolución por 

duplicación de genes. Si este fenómeno hubiera ocurrido en una etapa inicial en la 

evolución de los vertebrados, habría llevado a la aparición de CRISP 1, 2 y 3, mientras 

que un suceso de duplicación posterior podría haber originado la aparición de la cuarta 

proteína CRISP sólo en roedores. 

 

Proteínas GLIPR1 

 

La segunda familia mejor caracterizada dentro de la superfamilia CAP en mamíferos, 

es la familia de proteínas GLIPR1. Estas proteínas fueron originalmente llamadas 

“Proteínas Relacionadas con Testículo, Vespid y Patogénesis relacionado-1 (RTVP1)”. 

Al igual que las CRISP, las GLIPR1 son una familia multigénica que consta de tres 

genes en la mayoría de las especies, y de cuatro en el ratón. El análisis filogenético 

muestra que las GLIPR1 de mamíferos 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 encontraría únicamente en 

el ratón y sería una duplicación de Glipr1l1, según lo observado al analizar ESTs de 

esta especie (Ren et al., 2006). Estos genes en humano se agrupan en el cromosoma 

12q21, mientras que los de ratón se localizan en el cromosoma 10D1 (Ren et al., 

2006). Cada uno de los genes humanos y de ratón tiene en su región promotora 

elementos respondedores al factor de transcripción p53 (Ren et al., 2006; Ren et al., 

2002). Los análisis genómicos identificaron probables ortólogos de Glipr1, Glipr1l1 y 

Glipr1l2 en muchos grupos taxonómicos que van desde peces teleóstos a pollos. 

 

El primer gen Glipr1 fue identificado luego de un estudio en el cual se buscaban los 

genes más expresados en la forma más agresiva de cáncer de cerebro humano, el 

glioblastoma multiforme/astrocitoma, y en líneas celulares de glioma (Murphy et al., 

1995; Rich et al., 1996). El transcripto de este gen no fue identificado en otras líneas 
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de cáncer neuronal o en cerebro sano, lo que sugiere que la expresión de Glipr1 es 

derivada de la célula en la cual se originó el cáncer y, como tal, puede ser importante 

para dicha patogénesis. El mismo gen pero denominado RTVP-1, fue identificado más 

adelante en líneas celulares de cáncer de próstata, observándose que podía ser 

regulado por p53 y proteínas proapoptóticas (Ren et al., 2002). Contrariamente a lo 

observado en el glioblastoma, en el cáncer de próstata, la regulación de Glipr1 fue 

negativa (Ren et al., 2004). Posteriormente a estos estudios, la expresión génica de 

Glipr1 humano fue observada en el riñón fetal y en múltiples tejidos en adultos (Ren et 

al., 2006; Rosenzweig et al., 2006). RT-PCR cuantitativas mostraron que la expresión 

de Glipr1 fue mayor en el pulmón, seguido por los testículos, médula ósea, próstata, 

vejiga, y riñón (Ren et al., 2006). Glipr1l1 se expresa casi exclusivamente en los 

testículos, con pequeñas cantidades en la vejiga (Ren et al., 2006). De manera similar 

a Glipr1, Glipr1l2 tiene una amplia expresión con niveles más altos en los testículos y 

los niveles más bajos en riñón, próstata, pulmón, vejiga y médula ósea (Ren et al., 

2006). 

 

En cuanto a las proteínas, cada grupo de GLIPR1 tiene claras diferencias en su 

extremo C-terminal, y dentro de esta familia se encuentran los únicos dos miembros 

(GLIPR1 y GLIPR1L2) entre todas las proteínas CAP de mamíferos que poseen un 

dominio transmembrana predicho (Ren et al., 2006), por el cual se podría anclar la 

proteína a las membranas. Además, es interesante mencionar que GLIPR1L2 tendría 

un dominio rico en glutamato (Ren et al., 2006), cuya función es desconocida (Figura 

13). La localización celular de las proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en los seres 

humanos es actualmente desconocida. Del mismo modo, si bien los perfiles de 

expresión de los genes de estas proteínas no han sido completados en ratón, los 

datos de EST son consistentes con lo descripto en el humano. En cuanto a las 

proteínas de ratón, un trabajo realizado en “rafts” de espermatozoides reveló que, 

posiblemente, GLIPR1L1 y GLIPR1L2 se encuentren presentes en estas regiones 

lipídicas de membrana (Sleight et al., 2005). 
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Figura 13: Comparación 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 

proteínas CAP en reproducción, el presente trabajo ha tenido dos objetivos principales 

que se detallan en la próxima sección. 
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El objetivo general de esta Tesis de Doctorado ha sido aportar nuevos conocimientos 

sobre los mecanismos moleculares involucrados en la interacción entre el 

espermatozoide y el ovocito mediante la identificación de nuevos mediadores de este 

proceso. Para ello, los estudios realizados se han centrado en las familias de proteínas 

CRISP y GLIPR1, miembros de la superfamilia CAP. 

  

Objetivo 1-Identificación de proteínas CRISP en el tracto reproductor femenino y 

su participación en el proceso de fertilización 

 

Tal como se mencionara anteriormente, en mamíferos, se han caracterizado cuatro 

miembros de la familia de proteínas CRISP: CRISP1 de expresión epididimaria, 

CRISP2 de expresión testicular, CRISP3, que se expresa en diferentes glándulas de 

secreción exocrina, y CRISP4 también de origen epididimario. Existen numerosas 

evidencias acerca de la presencia de proteínas CRISP en el tracto reproductor 

masculino, como así también sobre su participación en el proceso de interacción 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 aún la posible presencia de proteínas CRISP en el tracto 

reproductor femenino de mamíferos.  

 

En base a ello, el primer objetivo de esta Tesis ha sido investigar la presencia de 

alguna de las proteínas CRISP en el tracto reproductor femenino de mamíferos, 

como así también, su posible rol en el proceso de fertilización.  

 

Objetivo 2- Presencia de proteínas GLIPR1 en el tracto reproductor y su 

participación en el proceso de fertilización 

 

Como se indicara en la introducción, la secuenciación de pequeños péptidos 

provenientes de proteínas presentes en “rafts” de membrana de espermatozoides de 

ratón reveló la posible presencia de dos proteínas desconocidas (Sleight et al., 2005), 

las cuales, por comparación de secuencias, podían pertenecer a la familia de 

proteínas GLIPR1. Teniendo en cuenta la participación de las proteínas CRISP en el 

proceso de fertilización y la gran homología de secuencia entre los miembros de las 
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familias GLIPR1 y CRISP, nuestra hipótesis es que, además de las proteínas CRISP, 

las proteínas GLIPR1 podrían estar interviniendo en el proceso de fertilización 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 caracterización 

de las proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2, y el estudio de su participación en el 

proceso de fertilización. 

 

 
 



 

 

51 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Materiales y Métodos 

 

 

 

 

 

 

 

 



Materiales y Métodos 

53 
 

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 prepúberes de 26 a 29 

días de edad), ratones de la cepa CF1 (machos adultos de 3 a 12 meses) y ratones de 

la línea KO para CRISP1 (machos adultos de 3 a 12 meses y hembras de entre 45 y 

90 días). Cabe aclarar que los ratones KO para CRISP1 fueron generados en nuestro 

laboratorio y presentan un “background” híbrido C57BL/6N x 12λ/SvEv.  

Todos los animales fueron mantenidos en el bioterio del Instituto de Biología 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). 

 

Proteína CRISP1 nativa 

La proteína CRISP1 utilizada en este trabajo fue purificada de acuerdo a lo descripto 

por Garberi y colaboradores (1979; 1982) con pequeñas modificaciones. Brevemente, 

la purificación incluye la precipitación del citosol epididimario con (NH4)2SO4, seguido 

de una cromatografía de afinidad en una columna de Sepharosa-Concanavalina A 

(Pharmacia LKB, Uppsala, Suecia) y un paso final de cromatografía de intercambio 

iónico en DEAE-celulosa (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, Estados Unidos). 

Cuando la preparación obtenida es sometida a electroforesis y tinción con plata, sólo 

se detectan las bandas correspondientes a CRISP1. 

 

Proteína CRISP3 nativa 

La proteína CRISP3 utilizada en este trabajo fue donada gentilmente por el grupo del 

Dr Töpfer-Petersen, y purificada del caballo de acuerdo a lo descripto por Schambony 

y colaboradores (1998). 

 

Expresión de proteínas recombinantes CRISP1 y MBP 

La expresión de la proteína 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 expresión pMAL-C2 (New England 
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Biolabs, EEUU), a partir de una biblioteca de ADNc de epidídimo de rata en Ȝgt11, 

cedida por el Dr. D. Hamilton (Universidad de Minnesota, EE.UU.). Dicho sistema 

produce una proteína de fusión con la proteína unidora de maltosa “MBP” (“maltose 

binding protein”). La expresión de la proteína MBP fue realizado utilizando el plásmido 

comercial (New England Biolabs) pMAL-C2, sin inserto. 

Tanto en el caso de la proteína recCRISP1 como MBP, los plásmidos respectivos 

fueron utilizados para transformar bacterias E. coli BL21, las cuales fueron crecidas a 

37ºC en LB-ampi 2% glucosa hasta una DO600nm =0,5 y, luego de la adición de IPTG 

0,1mM, incubadas durante 4-5 h a 26ºC. Las bacterias fueron cosechadas por 

centrifugación durante 20 minutos (min) a 4000 x g, resuspendidas en buffer 20 mM 

Tris (pH 7,4), 1M NaCl, 1mM EDTA, y, finalmente, sonicadas. La suspensión 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 proteína de fusión con maltosa 10mM. Las fracciones conteniendo el 

eluído fueron analizadas por DO280 o por Bradford, y luego dializadas 24 h contra H2O 

y liofilizadas.  

 

Generación de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 recombinantes  

Las secuencias correspondientes al mARN total de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 de 

ratón 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 g/l de la solución 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 

utilizó la polimerasa “Taq” (Promega) y el siguiente programa de cicladoμ 5 min a 

94ºC; 1 min a 94ºC, 1 min a 60ºC y 1,5 min a 72ºC por 30 ciclos; 5 min a 72ºC. El 

producto de PCR fue chequeado mediante la secuenciación del mismo utilizando 

los primers para su amplificación y, una vez chequeado, 1l 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 proteínas 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 
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restricción, BamHI y HindIII en el extremo 5´y 3´, respectivamente. Ambos 

fragmentos amplificados fueron concentrados mediante precipitación con etanol, 

digeridos con las enzimas de restricción BamHI y HindIII, y purificados mediante 

las columnas Wizard PCR (Promega). Obtenidos así los fragmentos, los mismos 

fueron luego ligados al vector pGemT previamente digerido con las enzimas 

utilizadas para los fragmentos. 

Bacterias DH5 competentes fueron transformadas con el producto de la ligación, 

y la presencia del plásmido en las colonias resultantes fue analizada mediante la 

purificación del ADN plasmídico y separación del mismo por electroforesis en gel 

de agarosa. Posteriormente, el plásmido obtenido de diferentes colonias fue 

digerido con las enzimas BamHI y HindII, 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 realizó del mismo 

modo que el subclonado en el vector pGemT, utilizando este ultimo vector como 

fuente de las secuencias a subclonar en el pET. 

Expresión de pET-28c GLIPR1L1 y pET-28c GLIPR1L2 

Los plásmidos 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 37ºC durante toda la noche. Con el fin de evaluar la expresión de las 

proteínas recombinantes y la capacidad de inducción de las bacterias 

transformadas, el cultivo saturado fue diluido 1:100 en LB-Kan y crecido hasta una 

DO600nm=0.5, momento en que fue dividido en dos fracciones, una de las cuales 

recibió 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 

centrifugación 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), 

analizándose la expresión de las proteínas recombinantes mediante electroforesis 

en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE). 

Purificación de las proteínas recombinantes pET-28cGLIPR1L1 y pET-28cGLIPR1L2 

Ambas construcciones recombinantes fueron crecidas a 37ºC en LB-Kan 2% 

glucosa hasta una DO600nm =0.5, y, luego de la adición de IPTG 0.3mM, fueron 

incubadas durante 5 hs a 27ºC. Las bacterias así inducidas fueron concentradas 

por centrifugación durante 20 minutos a 4000 x g, y el pellet resuspendido en 
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buffer de lisis (8 M urea; 0.1 M NaH2PO4; 0.01 Tris-Cl, pH 8.0), seguido de 

sonicación. Esta suspensión fue agitada durante 10 minutos en hielo y 

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 níquel (NiNTA his, Novagen, EEUU), la cual une residuos 

polihistidina presentes en las proteínas recombinantes generadas. La resina fue 

equilibrada (previa y posteriormente al agregado de las proteínas recombinantes) 

con el buffer de lisis a pH 8.0, sometido a lavado con buffer de lisis pH 6.3, y las 

proteínas recombinantes eluidas con el mismo buffer a pH 5.9 y pH 4,5. Las 

fracciones conteniendo el eluído fueron dializadas 24 hs contra PBS, bajando la 

concentración de urea 8M hasta 0,015625M. Considerando que luego de la 

elución tanto recGLIPR1L1 como recGLIPR1L2 no salen con el nivel de pureza 

deseado, se agregó un paso más de purificación, por el cual las proteínas 

recombinantes fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida 

nativo, y recuperadas del gel mediante elución pasiva, método detallado más 

adelante. Por último, las proteínas recuperadas por elución pasiva fueron 

dializadas contra una solución con la composición salina del medio utilizado para 

ensayos de fertilización in vitro de ratón y concentradas por liofilización. 

Alternativamente, las proteínas fueron dializadas contra H2O y luego liofilizadas. 

En todos los casoa, las proteínas quedan guardadas a -20ºC hasta su utilización. 

 

Anticuerpo anti-CRISP1 

El anticuerpo policlonal anti-CRISP1 (concentración: 7,2 mg/ml) fue desarrollado 

mediante la inmunización de conejos con la proteína epididimaria de rata CRISP1 

purificada tal como se describiera anteriormente (Kohane et al., 1983). 

 

Suero anti-CRISP2 

El suero anti-CRISP2 (concentración: 3 mg/ml) fue desarrollado mediante la 

inmunización de ratas con la proteína de fusión recombinante MBP-CRISP2 (Weigel et 

al., 2012). 
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Anticuerpo anti-hGLIPR1L1 

El anticuerpo policlonal anti-hGLIPR1L1 (concentración: 1 mg/ml) fue desarrollado 

contra la proteína humana recombinante en ratón por la compañía Abnova (Catalog # : 

H00256710-B03P). 

 

Anticuerpo anti-hGLIPR1L2 

El suero anti-hGLIPR1L2 fue desarrollado contra la proteína humana recombinante en 

ratón por la compañía Abnova (Catalog # : H00144321-B01). 

 

Anticuerpos comerciales 

Para los ensayos descriptos en este trabajo se utilizaron diversos anticuerpo 

comerciales que se detallan a continuación: anti-His tag (Sigma), este anticuerpo fue 

utilizado para inmunodetectar a las proteínas de fusión conteniendo dicha molécula 

(GLIPR1L1 y GLIPR1L2 recombinantes); anti-βtubulina (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. 

 

Generación 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 

inmunización de ratas Wisar con las proteínas recombinantes y posterior purificación, 

tal como se describe a continuación: 

Inmunización 

Las ratas fueron inmunizadas 3 veces (separada la primera de la segunda por tres 

semanas y luego cada dos semanas, ver esquema del capítulo 2) con 80 ȝg de 

cada una de las proteínas recombinantes. Cada inyección se preparó disolviendo 

las proteínas en 300 µl de solución fisiológica, realizando luego una emulsión con 

un volumen igual de adyuvante completo de Freund (ACF) para la primera 
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inyección, y con adyuvante incompleto de Freund (AIF) para las restantes. Se 

administraron 300 µl de la emulsión en forma subcutánea en la región dorsal y 

300 µl en forma intramuscular en un miembro trasero. 

Obtención 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 obtención de los sueros, las 

ratas fueron anestesiadas y sangradas a blanco por punción cardíaca. Se 

extrajeron entre 5 y 10 ml de sangre por animal, utilizándose jeringa y aguja N° 

21. La sangre se incubó durante 30 minutos a 37ºC, para favorecer la 

coagulación, y luego durante 16 hs a 4ºC. Los sueros fueron separados del 

coágulo por centrifugación durante 15 minutos a 1700 rpm a 4 C, y luego 

fraccionados y almacenados a –20ºC. 

Purificación de los sueros 

Con el fin de obtener la fracción IgG de los sueros se utilizó 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 peristáltica. Las fracciones IGs 

fueron obtenidas por pasaje del buffer de elución provisto por el fabricante (0,1M 

glicina-HCl pH 2,7). Las IgG aisladas a partir de los sueros preinmunes, 

corresponden a las denominadas IgGs de rata normal. 

 

Separación electroforética de las proteínas 

La separación electroforética de las proteínas se llevó 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-HCl 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 además en 

presencia de 70 mM β-mercaptoetanol. Las corridas se realizaron bajo condiciones de 

corriente constante (25 mA por gel) a temperatura ambiente. 
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Tinción de proteínas 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% ácido 

acético) durante 2 h a temperatura ambiente. El exceso de colorante fue eliminado 

mediante sucesivas incubaciones en desteñidor (50% metanol, 10% ácido 

acético). 

Nitrato de plata: los geles fueron fijados durante 1 h en una solución 40% metanol-

10% ácido acético, y sometidos a dos incubaciones de 30 min en 10% etanol 5% 

ácido acético y a una incubación de 10 min en 0,1% K2Cr2O7, 0,03% HNO3. Luego 

de tres lavados con agua, los geles fueron incubados durante 30 min con 0.2% 

AgNO3 y lavados con agua durante 10 min. El revelado se inició mediante una 

incubación de 30 segundos con 3% Na2CO3, 0,02% formaldehído, seguida de una 

segunda incubación hasta la aparición del color. La reacción se finalizó con el 

agregado de ácido acético al 5%. 

Para su conservación, los geles teñidos con cualquiera de las dos técnicas fueron 

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

 

Transferencia a nitrocelulosa 

Una vez finalizada la separación electroforética, las proteínas 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 teñidas con 

rojo Ponceau para visualizar la correcta transferencia de las proteínas. Para ello, las 

membranas fueron incubadas durante 5 min en Ponceau 0,1% en ácido acético 5%, y 

el exceso de colorante removido mediante lavados con agua desionizada. 

 

Western blot 

Para la detección inmunológica de las proteínas mediante la técnica de Western blot, 

las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con una solución de leche en polvo 

descremada 2% en PBS Tween 20 0,1% (PBS-Tween), seguida de una incubación 

con el anticuerpo primario correspondiente en PBS-Tween a la correspondiente 

dilución. 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 incubación, las membranas fueron lavadas 

nuevamente. Con el fin de eliminar el Tween 20, se realizó un lavado adicional con 

PBS. Por último, las bandas reactivas fueron visualizadas por quimioluminiscencia 

utilizando el kit comercial “ECL plus” (Amersham Life Science, Oakville, ON, Canadá). 

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 período 

de 60 min a temperatura ambiente con agitación. En la inmunodetección de proteínas 

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 unión inespecífica. 

 

Elución pasiva de proteínas de un gel 

Las bandas escindidas de un gel fueron colocadas en tubos de centrifuga, al cual se le 

agregó 0,5-1 ml de buffer de elución (50mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, y 0,1 mM EDTA; 

pH 7,5) por calle, de manera que las mismas quedaron totalmente sumergidas. A 

continuación, las bandas fueron cortados con un bisturí en trozos lo más pequeños 

posibles que fueron presionados contra las paredes del tubo con un mortero, y los 

tubos sometidos a agitación a 30ºC, 24 hs con el fin de facilitar la elución de las 

proteínas. Al día siguiente, las suspensiones fueron centrifugadas a 10000 x g por 10 

minutos y separando cuidadosamente el sobrenadante, conteniendo las proteínas. 

 

Preparación de citosoles de órganos de rata y de ratón 

Para la preparación de citosoles de los distintos órganos, los citosoles fueron extraídos 

de animales previamente sacrificados, e inmediatamente colocados en hielo. Los 

órganos fueron disgregados en frío, mediante cortes con tijeras, hasta obtener una 

preparación homogénea. Posteriormente, fueron agregados 1.5 volúmenes de una 

solución Tris 50 mM, pH 7.4 conteniendo 0.2 mM de PMSF, completándose la 

homogeneización mediante la utilización de un homogeneizador Polytron. Finalmente, 

la preparación 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 fracción correspondiente al citosol de cada 
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muestra. Las fracciones obtenidas se dializaron contra 100 volúmenes de una solución 

de Tris 50 mM, pH 6.8, y la concentración proteica de las muestras se determinó como 

se describe a continuación. 

 

Cuantificación de proteínas 

En todos los casos, la concentración proteica de las muestras se determinó utilizando 

el reactivo “Protein Assay” (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, Estados Unidos). 

Para ello se realizó una curva midiendo la absorbancia (620 nm) de una proteína 

estándar a concentración conocida (0 a 10 mg/ml), la cual fue utilizada como patrón 

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

 

Obtención y preparación de gametas 

Ovocitos 

Las hembras de rata (prepúberes 26-29 días) y ratón (entre 2 y 4 meses) fueron 

superovuladas con una inyección de gonadotrofina coriónica equina (eCG) (20U 

en rata, 5U en ratón) (Syntex), seguida, a las 48 -72 h, por una inyección de 

gonadotrofina coriónica humana (hCG) (25U en rata, 5U en ratón) (Sigma). Las 

hembras fueron sacrificadas a las 12-15 h luego de la inyección de hCG, y ambos 

oviductos fueron extraídos cuidadosamente y colocados en el medio de 

capacitación 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 ratón (Fraser and Drury, 

1975). Los complejos ovocito-cúmulus (COCs) fueron obtenidos mediante punción 

de la ampulla. En los casos en que se requirieron ovocitos sin cúmulus, los 

mismos fueron tratados con hialuronidasa 0,1% (type IV, Sigma) a temperatura 

ambiente, para la disociación de las células del cúmulus. Para la remoción de la 

ZP, los ovocitos fueron sometidos a un tratamiento con solución ácida de Tyrode 

(pH 2,5) durante 10-20 segundos. Luego de cada tratamiento, los ovocitos fueron 

rápidamente lavados en el medio correspondiente, y utilizados en los diferentes 

ensayos. 
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Espermatozoides de ratón 

Para la obtención de espermatozoides epididimarios de las distintas especies 

utilizadas, los animales adultos fueron anestesiados, y cada epidídimo expuesto a 

través de un corte efectuado en la región escrotal. Los órganos fueron liberados 

de grasa y sangre, manteniéndose permanentemente humedecidos con solución 

fisiológica. La obtención de espermatozoides de ratón se realizó 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 µl de medio equilibrado, bajo aceite de parafina 

Capacitación de espermatozoides de ratón 

La capacitación fue llevada a cabo en gotas de 300 µl de medio bajo aceite a una 

concentración final de 0,1-1 x 107 espermatozoides /ml, los cuales fueron 

incubados por un período de 90-120 min a 37°C y 5% CO2 en una estufa con 

gaseo automático. La concentración de espermatozoides se determinó mediante 

la utilización de un hemocitómetro. 

 

Espermatozoides humanos 

Los espermatozoides humanos provinieron de eyaculados de donantes adultos 

(21-35 años) cuyas características seminales iniciales concordaban con el criterio 

de normalidad de la Organización Mundial de la Salus (OMS) (WHO, 1999). En 

todos los casos, se solicitó un período de 48 h de abstinencia sexual previo a la 

donación de la muestra. 

Capacitación de espermatozoides humanos  

Luego de la licuefacción, 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 más con 1 ml de BWW 

conteniendo 3,5% de albúmina sérica humana (BWW-ASH) (Sigma). Una vez 

lavada, la suspensión de espermatozoides concentrados fue colocada en el fondo 

de un tubo cónico de 15 ml conteniendo 1 ml de BWW-ASH y el mismo fue 

incubado durante 1 h a 37°C. Los espermatozoides mótiles recuperados de la 

superficie del medio luego de una hora (“swim up”) fueron diluidos en BWW-ASH 

a una concentración final de 0,5-1 x 107 cels/ml e incubados por 18-22 h a 37°C, 

en una atmósfera de 5% CO2.  
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Extracción de proteínas de espermatozoide 

Las suspensiones de espermatozoides provenientes de la región del cauda 

epididimario de ratón, fueron lavadas dos veces por centrifugación y resuspensión en 

PBS. Luego, los espermatozoides fueron separados en alícuotas y cada una de ellas 

fue expuesta a los distintos tratamientos entre los que se incluyen: 0,6-2 M NaCl, 1% 

Tritón X-100 en PBS, 250 mM DTT, 5 U/ml PLC-PI (fosfolipasa C específica para 

fosfatidilinositol, Sigma), o PBS, durante 30 min con agitación. Todas las incubaciones 

se realizaron a temperatura ambiente, a excepción del tratamiento enzimático 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 análisis electroforético, los sobrenadantes 

fueron dializados contra agua desionizada y tratados ya sea con un volumen de ácido 

tricloroacético (TCA) 10% o con 10 volumenes de acetona, y luego centrifugados para 

la separación de las proteínas. 

 

Evaluación de la motilidad de los espermatozoides 

Los espermatozoides incubados en presencia de las proteínas y los anticuerpos 

correspondientes, según cada experimento, fueron sometidos a centrifugación, 

resuspendidos en una gota de 10 ȝl de medio a 37°C, montados sobre portaobjetos 

pre-calentados a 37°C, y examinados al microscopio evaluándose el número de 

espermatozoides motiles. Para cada tratamiento se contó un número igual o superior a 

100 células, por duplicado. 

 

Evaluación de la ocurrencia de la reacción acrosomal (RA) 

Los espermatozoides de ratón fueron fijados en un volumen de PFA 8% en PBS 

durante 1 h a 4º C, y luego lavados por centrifugación 3 veces con acetato de amonio 

0,1M pH 9, y extendidos sobre portaobjetos. Los preparados fueron lavados por 

inmersión en agua, metanol y agua (5 min en cada uno) y, posteriormente, incubados 

en una solución de 0,22% Coomasie Brillant Blue G en 50% metanol, 10% ácido 

acético. Al cabo de esa incubación, los preparados fueron lavados con agua destilada, 

montados y observados inmediatamente para evitar la difusión del colorante. Los 

espermatozoides fueron clasificados como intactos cuando presentaban una 

coloración azul intensa en la región acrosomal, y como reaccionados cuando esa 
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región no presentaba color. En aquellos casos en que se evaluó el porcentaje de RA 

inducida los espermatozoides de cualquier especie fueron expuestos a ionóforo de 

calcio A23187 (10 ȝM concentración final de un tock 10 mM, resuspendido en 

dimetilsulfóxido (DMSO)), a espermatozoides capacitados de ratón, 30 min antes del 

final del período de capacitación. 

 

Evaluación de la viabilidad de los espermatozoides 

Con el fin de evaluar la viabilidad de los espermatozoides de ratón, alícuotas de 10 ȝl 

de las suspensiones obtenidas fueron dispuestas sobre portaobjetos mantenidos a 

37ºC. A continuación se agregó un volumen de 0,5% eosina en solución fisiológica. 

Mientras que los espermatozoides vivos excluyen el colorante y no se colorean, los 

espermatozoides muertos incorporan el colorante y se tiñen de rosa. El porcentaje de 

viabilidad se evaluó por microscopía óptica utilizando un aumento de 40 x. En todos 

los casos se evaluó un mínimo de 100 células por determinación. 

 

Inmunohistoquímica 

Con el fin de realizar un análisis histológico, las ratas y ratones, fueron anestesiados y 

sus órganos removidos y fijados por inmersión en solución de Bouin durante 24 horas. 

Los órganos fueron luego incluidos en parafina, y cortados con un espesor de 7 

micrones con micrótomo. La parafina fue removida de los preparados mediante la 

inmersión sucesiva de los mismos por 5 min en xileno, etanol 100%, etanol 96%, 

etanol 70% y PBS. A continuación, los preparados fueron bloqueados con SCAN 5% 

en PBS por un período de 30 min a 37°C, seguido por una incubación con el 

anticuerpo primario a la concentración indicada para cada anticuerpo durante 2 h a 

37°C. Luego de 3 lavados con PBS, las muestras fueron incubadas con el anti-IgG 

correspondiente acoplado a peroxidasa (1:100 en PBS) por 30 min a 37°C. Terminada 

la incubación, las muestras fueron nuevamente lavadas 3 veces con PBS e incubadas 

hasta la aparición de color con diaminobencidina (50 µg/ml, H2O2 0,01% en Tris 0,1 M 

pH 7,5), y la reacción fue frenada con agua. Posteriormente, los preparados fueron co-

teñidos 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 bálsamo de Canadá y 

observados bajo microscopio óptico. 
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Inmunofluorescencia indirecta (IFI) de células del cúmulus 

Las células del cúmulus disgregadas por hialuronidasa 0,1% (type IV, Sigma) fueron 

incubados en SCAN 5% en PBS durante 30 min a 37ºC para bloquear los sitios 

inespecíficos y posteriormente sometidos a 3 lavados con PBS-BSA 4 mg/ml con leve 

agitación e incubadas con los anticuerpos contra CRISP1 durante 1 h a 37ºC. Luego 

los cúmulus fueron lavados en PBS-BSA4 e incubados durante 30 min a 37ºC 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 cámara digital. Se tomaron 

microfotografías de las células del cúmulus utilizando los objetivos de 10X, 20X y 40X. 

 

IFI de espermatozoides  

Frescos: Los espermatozoides fueron lavados del fluído epididimario por una 

centrifugación suave a 500 rpm, incubados con SCAN5% en PBS por 30 min a 

37ºC y, luego resuspendidos en PBS-BSA4 conteniendo el anticuerpo primario a 

una dilución de 1/:50 o 1:10. Luego de 30 min, los espermatozoides fueron 

lavados 2 veces por centrifugación con un volumen de 300 ȝl 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 

centrifugación con PBS conteniendo 4 mg/ml de BSA y finalmente, extendidos 

sobre portaobjetos. Para la permeabilización de los espermatozoides, los 

extendidos fueron sumergidos en metanol a –20ºC durante 5 min, incubadas con 

SCAN 5% en PBS por un período de 30 min a 37°C, seguido por una incubación 

con el anticuerpo primario a la concentración indicada durante 2 h a 37°C. Luego 

de tres lavados con PBS, las muestras fueron incubadas con el anti-IgG 

correspondiente acoplado a FITC (1:100 en PBS) por 30 min a 37°C. Terminada la 

incubación, las muestras fueron nuevamente lavadas tres veces con PBS, 

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

Optiphot). 

 

Ensayo de fertilización in vitro 

- con ovocitos con ZP 

Ovocitos de ratón con ZP (con o libres de cúmulus) fueron inseminados con 

espermatozoides previamente capacitados en una concentración final de 5 x 105 

células/ml, y las gametas co-incubados durante 24 hs en una estufa a 37ºC y 5% 

CO2. Al concluir la co-incubación, 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), determinándose el porcentaje de embriones en 2 

células, como control se utilizaron ovocitos no expuestos a espermatozoides con 

el fin de cuantificar la activación espontánea. 

- con ovocitos sin ZP 

Ovocitos de ratón sin ZP fueron inseminados con espermatozoides de ratón 

capacitados en una concentración final de 0,5-1 x 104 células/ml, y las gametas 

co-incubadas durante 1 h en una estufa a 37ºC y 5% CO2. Al concluir la co-

incubación, 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 teñidos con 1 ȝg/ȝl 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, 

determinándose el porcentaje de ovocitos fertilizados. Los ovocitos se 

consideraron fertilizados si presentaban en el citoplasma al menos un núcleo 

espermático descondensado. 

 

Ensayo de unión a la ZP 

Ovocitos intactos de ratón fueron inseminados con espermatozoides capacitados, y las 

gametas fueron co-incubadas en una estufa a 37ºC y 5% CO2 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 fijados en PFA 2%, montados, y observados al microscopio óptico, 

determinándose el número de ovocitos con espermatozoides unidos y el número de 

espermatozoides unidos a la ZP de cada ovocito. 

 

Ensayo de dispersión de las células del cúmulus 

COCs de ratón fueron obtenidos por ruptura de la ampulla de hembras superovuladas, 

lavados en medio Fraser y Drury (1λ75) y colocados en gotas de 100 ȝl de medio solo 

o conteniendo diferentes proteínas según se indica en cada caso. Al cabo del 15, 30 o 

60 min, la integridad del cúmulus de cada COC fue determinada bajo lupa siguiendo el 

esquema de clasificación descripto en la sección resultados (ver sección resultados, 

capítulo 1, figura 14). 

 

Ensayo de penetración de cúmulus: 

Complejos cúmulus-ovocitos de ratón fueron inseminados con una concentración de 

0,3 x 104 células/ml de espermatozoides capacitados previamente teñidos con 0,01 

ȝg/ȝl 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% 

CO2, luego de lo cual, los COCs fueron fijados con paraformaldehído 4%, lavados con 

PBS, y montados determinándose el número total de espermatozoides dentro del 

cúmulus por observación al microscopio de fluorescencia. 

 

Reducción y alquilación de la proteína CRISP1 

La proteína 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 período, se agregó a la solución un 

10% del volumen de ácido iodoacético 1,5 M, seguido de una incubación de 2 h a 

temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, la proteína fue dializada durante 24 h 

contra agua deionizada, y la eficiencia del tratamiento analizada mediante Western 

blot. 

 

Obtención de uterosomas de rata 

El aislamiento de los uterosomas, se realizó a partir de fluidos uterinos, de ratas 

hembra adultas obtenidos por perfusión con 1-1,5 ml de PBS realizada desde la unión 
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utero-tubaria hacia una incisión realizada en el otro extremo de cada cuerno uterino. 

La suspensión obtenida fue sometida a centrifugación a 4ºC por 15 min a 10000 x g 

para eliminar restos de debris celular y los fluidos fueron ultracentrifugados a 4ºC por 

45 min a 47000 x g para obtener los pellets conteniendo las vesículas membranosas y 

guardados a -20°C hasta el día del experimento. El día del experimento, los pellets así 

obtenidos fueron lavados dos veces por ultracentrifugación y resuspensión en PBS 

para remover restos de fluido. Los sobrenadantes conteniendo el fluido uterino libre de 

vesículas, fueron utilizados como control.  

 

Microscopía electrónica 

Con el fin de mantener las propiedades de la muestra intactas, los uterosomas fueron 

fijados en solución de 3% glutaraldehido, 2% PFA, 10% solución saturada de ácido 

pícrico en buffer fosfato 0,05 M pH 7,2 por al menos 4 hs a temperatura ambiente. A 

continuación, la muestra fue lavada con PBS, deshidratada en una serie gradual de 

soluciones alcohólicas de concentraciones crecientes (70-100%), y embebida en una 

resina hidrofóbica (EPON). Después de la polimerización, la preparación fue 

seccionada en cortes delgados con un ultramicrótomo con hoja de diamante. Una vez 

preparados, los cortes fueron montados sobre rejillas de cobre, doblemente teñidos 

con acetato de uranilo y citrato de plomo y, finalmente, examinados con un 

microscopio electrónico de transmisión. 

 

Quimiotáxis 

Para la evaluación de la quimiotáxis se utilizó una cámara Zigmund. Para el armado de 

las cámaras 100 ȝl de soluciones conteniendo las diferentes muestras a evaluar fueron 

dispuestas en uno de los hoyos, mientras que en el otro lugar de siembra se agregó 

una solución de 100 ȝl de espermatozoides capacitados de ratón a una concentración 

de 2 x 106 espermatozoides/ml. Luego de permitir que se genere un gradiente por 15 

minutos a 37ºC y 5% CO2 se registró, mediante videomicroscopía, la zona del puente 

de la cámara por 210 segundos. Los videos luego fueron analizados con el programa 

Image J, determinándose 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 ratón fueron extraídos utilizando el reactivo 

Trizol® (Gibco BRL) siguiendo las instrucciones del proveedor. La integridad y 

cantidad del ARN obtenido fue evaluada por medio de una electroforesis en geles de 

agarosa 1% con formaldehído (Sambrook et al., 1989) y visualización en 

transiluminador con luz UV.  

Con el fin de generar cADN, 5 µg del ARN total fueron incubados a 65°C durante 5 

min, seguido de una incubación en hielo. Por otro lado, una mezcla de reacción 

conteniendo 300 U de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega); 2,5 µM de 

un oligonucleótido de timidinas (oligo dT), utilizado como “primer”; 80 UI de un 

inhibidor de RNasas (Promega) y 0,3 mM de dNTPs, fue llevada a un volumen final de 

15 µl con el buffer apropiado. La mezcla de reacción, 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 µl 

del producto de la transcripción reversa fueron sometidos a PCR utilizando “primers” 

específicos (detallados a continuación), y el resultado de cada reacción fue evaluado 

por medio de una electroforesis en geles de agarosa 1% y visualización en 

transiluminador con luz UV.  

Las condiciones en generales de PCR fueron: 1 min a 94ºC; 30 seg a 94ºC, 30 seg a 

60ºC y 30 seg a 72ºC por 35 ciclos; 5 min a 72ºC. En el caso específico de las RT-

PCR semicuantitativas, se restringió el número de ciclos a 20, y visualizado como 

recién se mencionó. Posteriormente, se cuantificó el producto de PCR obtenido con la 

ayuda del programa Image J contra un gen constitutivo amplificado mediante el mismo 

número de ciclos y partiendo de la misma muestra. 

Primers utilizados: de 5´a 3 

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

(HindIII): 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 ratón Fwd: AAGCCATCAGAATTCCAAGATAGCTCTCAG; 

 Rvs: CTGGAATTATTTCAATGTCC 

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

CGCTTTGTGGTGAGGTGTCTTC 

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

GCACACGAAGTAACAGCACAACC 

 

Deglicosilación enzimática 

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 

proteína). Luego de este período, la eficiencia del tratamiento analizada mediante 

western blot. 

 

Hibridación in situ 

Preparación de la sonda:  

A partir de 10.5 ȝl de cada sonda simple cadena (secuencias detalladas al final) 

solubilizadas en dH2O, se le agregaronμ 4 ȝl Promega 5X buffer de transcripción, 2 

ȝl BMB 10X DIG RNA labeling mix (BMB Cat. #1 277 073), 1 ȝl 0.1M DTT, 0.5 ȝl 

Promega rRNAsin, 2 ȝl RNA polimerasa (SP6, T3, or T7), llevando las soluciónes 

a un volumen final de 20 ul. Posteriormente, las soluciones a volumen fueron 

mezcladas cuidadosamente, fueron centrifugadas a baja velocidad, e incubadas a 

37ºC 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 ȝl con buffer de hibridización. 

 

El tejido obtenido del animal fue congelado a -80ºC y posteriormente, fue cortado 

en criostato con un grosor de15 ȝm. 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 solución de hibridización a 65ºC 

durante una hora. Para cada corte se prepararon 100 ȝl de buffer de hibridización 

conteniendo 1-2 ȝl de cada sonda marcada con DIG, las cuales fueron 

desnaturalizadas por calor a 80ºC durante 5 minutos, y rápidamente fueron 
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pasadas a hielo. Las sondas fueron pipeteadas cuidadosamente sobre los cortes, 

poniendo los mismos en cámara húmeda a 65ºC por 16-24 horas cubiertos con 

parafilm. Pasado ese lapso de tiempo, el parafilm 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 65ºC, y lavados con 3 pasaje de 20 min en 0.2X SSC también a 

65ºC. Finalmente, los cortes fueron lavados 10 min en PBS, Tritón X-100 0.1%, 

incubados 1 hora en solución de bloqueo B2 y expuestos al anticuerpo anti-DIG-

fosfatasa alcalina (BMB Cat. #1 093 274) (diluido 1:1000 en la solución B2), a 4º C 

24 hs. 

Luego de la incubación del anticuerpo, se realizaron 3 lavados de 30 min en PBS, 

0.1% Triton X-100, y luego se equilibró a los cortes en la solución B3 durante 10 

min. Pasado el período de equilibración, los cortes fueron cubiertos con la 

solución B4 a temperatura ambiente por 24 hs o hasta la aparición de reacción 

positiva. La reacción 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 (DAKO) y examinados en microscopio 

óptico (Nikon). 

 

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

tRNA de levadura, 500 ȝg/ml DNA de esperma de salmon, 50 ȝg/ml Heparina, 2.5 

mM EDTA, 0.1% Tween-20, 0.25% CHAPS 

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

por calor.  

Solución B3: 0.1M Tris pH 9.5, 0.1M NaCl, 50 mM MgCl2, 0.1% Tween-20 

Solución B4: 45 ȝl NBT, 35 ȝl BCIP, 100 ȝl 100mM Levamisole, 10 ml B3 

Sonda GLIPR1L1 de 5´a 3´: GCCGCTTTGTGGTGAGGTGTCTTCCGATTC 

Sonda GLIPR1L2 de 5´a 3´: CCTCTCCCTCTCCCTCCTCCATCACTATTTCTACC 

 

Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como la media ± el error estándar 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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reacción acrosomal de los espermatozoides) fueron analizados con el test de Chi 

cuadrado (χ2). Los números de espermatozoides penetrando los complejos cumulus-

ovocitos y unidos a la zona fueron analizados mediante el test de Student. Los 

estudios de quimiotaxis y dispersión del cumulus fueron analizados mediante ANOVA 

de una vía. Los resultados fueron considerados significativamente diferentes a un valor 

de p<0,05. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el programa “GraphPad 

Prism” (versión 3,02, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 
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Capítulo I 
Identificación de proteínas CRISP en el tracto reproductor 
femenino y su participación en el proceso de fertilización 
 
 
1- Presencia de CRISP1 en el tracto reproductor femenino de la rata 

 
Como se mencionara en la Introducción, existen muchas evidencias de la expresión de 

la proteína CRISP1 en el epidídimo y en el espermatozoide, como así también sobre 

su participación en el proceso de interacción de gametas. Si bien esta proteína había 

sido descripta sólo en el tracto masculino, estudios realizados en Xenopus leavis 

indicando la presencia de una proteína 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 tránsito de los mismos por el oviducto (Xiang et al., 2004) y participa en el 

proceso de fertilización ejerciendo un efecto quimioatractante sobre los 

espermatozoides, hacia los ovocitos (Xiang et al., 2005). 

 

Teniendo en cuenta las observaciones descriptas, y que la proteína CRISP1 de rata 

posee una homología del 40% con la proteína Allurina, se investigó la posible 

presencia de CRISP1 en el tracto reproductor femenino de la rata. Para ello, se 

comenzó evaluando la presencia del ARNm del gen Crisp1 en ovario, oviducto y útero, 

a través de la técnica de RT-PCR utilizando primers específicos para CRISP1. Como 

control positivo, utilizamos ADNc de epidídimo. Los resultados revelaron la presencia 

de una banda del tamaño esperado en los tres tejidos estudiados que no se observó 

en los controles negativos (Figura 1).  
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Figura 1. Análisis 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 teñidos con bromuro de etidio para su visualización. Se utilizó 
el producto de PCR de epidídimo como control positivo, y los productos de PCR sin molde 
(H2O) y de PCR sin la realización previa de RT (-RT), como controles negativos. 
 
 
La presencia del mensajero de CRISP1 en el ovario abría la posibilidad de que 

estuviera presente en los ovocitos o en las células del cúmulus 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 cúmulus aisladas de COCs por tratamiento con hialuronidasa. Los resultados 

indicaron la presencia de una banda del tamaño esperado en el cúmulus que no fue 

detectado en el ovocito (Figura 2). 

 

Figura 2. Análisis de la presencia de ARNm de Crisp1 en ovocito y células del cúmulus. 
Productos de RT-PCR de células del cúmulus y ovocito fueron separados en un gel de agarosa 
al 2% y luego teñidos con bromuro de etidio para su visualización. Se utilizó el producto de 
PCR de epidídimo como control positivo, y el producto de PCR sin la realización 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 secuenciación 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. 

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

 

Con el fin de evaluar la expresión de la proteína 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 separación 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 tamaño 

esperado para la proteína CRISP1 tanto en los tejidos como en las células del 

cúmulus, confirmando la expresión de la proteína. De la observación de los geles 

resulta evidente la menor expresión de CRISP1 en los tejidos reproductores femeninos 

y en las células del cúmulus con respecto al epidídimo. 

 

Tejido Identidad 

Ovario 97 

Oviducto 95 

Útero 99 

Células del cúmulus 96 
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Figura 3. Presencia de la proteína CRISP1. Extractos proteicos de ovario, oviducto, útero (A) 
y células del cúmulus (B) fueron separados electroforéticamente en un gel de poliacrilamida al 
12%, analizándose la presencia de CRISP1 mediante Western blot. Como control se utilizó 
epidídimo. 
 

 

A continuación, y como otra alternativa para evaluar la presencia y localización de 

CRISP1 en el tracto reproductor femenino, se realizaron estudios de 

inmunohistoquímica. Para ello, cortes histológicos de los distintos órganos 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 marcación positiva mientras que los tejidos incubados en 

condiciones control carecían de marca. La marcación para CRISP1 se localizó 

principalmente en el epitelio luminal del oviducto y el útero, consistente con su 

naturaleza secretoria. Asímismo se observó una marca mayoritaria en las células de la 

granulosa y minoritaria en las células estromales del ovario. 
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Figura 4. Localización de CRISP1 en tejidos reproductivos femeninos. Ovario (A y B), 
oviductos (C y D) y útero (E y F) fueron sometidos a inmunohistoquímica utilizando anti-
CRISP1 (A, C y E) o IgG de conejo normal como primeros anticuerpos (B, D y F). 
 

 

Habiendo determinado la localización de la proteína CRISP1 en los tejidos 

reproductores femeninos, el siguiente paso consistió en evaluar la localización sobre 

las células del cúmulus, para lo cual las mismas fueron aisladas de COCs (mediante 

exposición a hialuronidasa), incubadas con anti-CRISP1 y un anticuerpo secundario 

acoplado a FITC y, finalmente, observadas en un microscopio de epifluorescencia. 

Como control, se utilizó IgG purificada de sueros normales. Los resultados indicaron 

que, mientras las células del cúmulus incubadas en condiciones control no 

presentaban marca, aquellas incubadas con anti-CRISP1 mostraban una marca 

fluorescente en su superficie (Figura 5). 
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Figura 5.Localización de CRISP1 en las células del cúmulus. Células del cúmulus aisladas 
fueron fijadas y sometidas a IFI utilizando anti-CRISP1 o IgG de conejo normal como primeros 
anticuerpos.  
 

 

Como se mencionara anteriormente, la capacitación de espermatozoides involucra, 

entre otras cosas, la modificación, incorporación y liberación de proteínas del 

espermatozoide, no sólo de superficie sino también integrales. En ese sentido, existen 

recientes evidencias en la bibliografía que indican la existencia de vesículas presentes 

en el fluido uterino de ratón, denominadas “uterosomas”, las cuales mediarían la 

transferencia de proteínas integrales al espermatozoide durante su tránsito por el útero 

(Griffiths et al., 2008a). Considerando que una población de CRISP1 se encuentra 

presente en unas vesículas epididimarias muy similares a los uterosomas 

denominadas “epididimosomas” (Tesis Doctoral Dra. Julieta Maldera) y la existencia 

de esta proteína en el útero, cabía la posibilidad de que CRISP1 se encontrara 

presente en uterosomas en la rata.  

 

Con el fin de evaluar esta posibilidad, fluidos uterinos obtenidos mediante perfusión 

retrógrada fueron sometidos a centrifugación para descartar el debris celular y, 

posteriormente, a ultracentrifugación para el aislamiento de las vesículas 

membranosas. Las vesículas así obtenidas fueron luego preparadas para su análisis 

por microscopía electrónica. Las fotomicrografías electrónicas mostraron la presencia 

de vesículas membranosas de doble capa lipídica, de tamaño heterogéneo (Figura 6), 

consistente con lo descripto en la literatura (Griffiths et al., 2008a), confirmando así la 

presencia de uterosomas en las muestras obtenidas.  
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Figura 6. Microscopía electrónica de uterosomas. Imágenes de microscopía electrónica 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 consistió en investigar la posible presencia de CRISP1 en dichas 

vesículas. Para ello, extractos proteicos de uterosomas fueron separados por 

electroforesis y, revelados mediante tinción con plata y Wb utilizando anti-CRISP1 

como primer anticuerpo. Los resultados mostrados en la Figura 7A indican que 

CRISP1 se encontraría presente en los uterosomas, a juzgar por el hecho de que el 

anticuerpo fue capaz de detectar una única banda del tamaño molecular esperado 

para esta proteína en el extracto proteico de vesículas. 

 

Con el fin de descartar que la proteína CRISP1 detectada en el extracto de 

uterosomas se debiera a proteína que pudiera estar en forma soluble en el fluído 

uterino, analizamos el fluído uterino libre de vesículas y los sobrenadantes de los 

lavados de vesículas. Para estudiar dicha posibilidad, el sobrenadante de lavado de 

las vesículas y los extractos proteicos de uterosomas fueron analizados por Wb. Tal 

como se observa en la Figura 7B, los resultados mostraron la ausencia de reacción 

positiva para CRISP1 en la solución de lavado y en el fluido uterino, confirmando que 

la proteína CRISP1 detectada en uterosomas no correspondía a una contaminación.  
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Figura 7. Presencia de CRISP1 en los uterosomas. (A) Extractos proteicos de vesículas 
fueron sometidos a electroforesis, y revelados mediante tinción con plata (Ag) o Western blot 
(Wb) utilizando anti-CRISP1 como primer anticuerpo. (B) Extractos proteicos tanto de epidídimo 
(Epi), como de vesículas (Ves), y fluido uterino (FU), sobrenadante del lavado de las vesículas 
(Lav), fueron separados electroforéticamente y analizados por Wb usando anti-CRISP1. 
 

 

En resumen, los estudios presentados en esta sección indican que la proteína CRISP1 

se encuentra presente en el tracto reproductor femenino, más precisamente en el 

ovario, oviducto, útero y células del cúmulus, observándose además, que la proteína 

presente en el útero estaría asociada a uterosomas. 

 
 
2- Identificación de otras proteínas CRISP en el tracto femenino de la rata 

 

Como se mencionara en la introducción, en la rata, además de CRISP1, se encuentran 

presentes CRISP2 (de origen testicular) y CRISP4 (de origen epididimario), las cuales 

poseen una alta homología de secuencia con CRISP1 (Gibbs y O´Bryan, 2007).  

 

Teniendo en cuenta estos datos, y habiendo mostrado la presencia de la proteína 

CRISP1 en tejidos reproductivos femeninos, cabía 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 proteínas en ovario, oviducto, útero, células del cúmulus, y ovocito. Para ello, 

se realizó al igual que para Crisp1 una RT-PCR pero con una combinación 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 detectó banda en ninguno de los tejidos evaluados 

(Figura 8B). La secuenciación de la banda detectada en ovario reveló un 97% de 

identidad con CRISP2. Si bien la presencia de CRISP2 en el ovario abría la posibilidad 

de que se encontrara presente en las células del cúmulus u ovocitos, la ausencia de 

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

 

 
 

Figura 8. Análisis 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 útero (Ut) con 
primers para CRISP2 y CRISP4 respectivamente, y (C) ovocito (Ovo) y células del cúmulus 
(Cum), fueron separados en un gel de agarosa al 2% y luego teñidos con bromuro de etidio 
para permitir su visualización. Se utilizó el producto de PCR de testículo (Test) y epidídimo 
(Epi) como control positivo, y producto de PCR sin la realización previa de RT (-RT) como 
control negativo.  
 

 

Posteriormente, analizamos la expresión de la proteína CRISP2 en ovario mediante 

ensayos de Wb utilizando un anticuerpo contra la proteína CRISP2 recombinante de 

ratón generado en nuestro laboratorio. Para este fin, se realizaron extractos proteicos 

de testículo de ratón (como control positivo) y testículo y ovario de rata, los cuales 

fueron luego sometidos a Wb con el anticuerpo anti-CRISP2 antes mencionado. El 

resultado de este ensayo indicó la presencia de banda del tamaño esperado para la 

proteína CRISP2 (Figura 9) en ovario, confirmando la expresión 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 observación del gel, resulta evidente la menor expresión de CRISP2 en el ovario 

respecto al testículo en la rata y la mayor especificidad del anticuerpo contra la 

proteína testicular de ratón.  
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Figura 9. Presencia de la proteína CRISP2 en ovario. Extracto proteico de ovario de rata (30 
µg), fue sometido a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%, analizándose la presencia 
de CRISP2 mediante Western blot utilizando un suero anti-CRISP2 generado contra la proteína 
de ratón. Como control se utilizaron extractos de testículo de ratón y de rata (2 µg en ambos 
casos). 
 

 

A continuación, para evaluar la localización de CRISP2 en el ovario, se realizaron 

estudios de inmunohistoquímica. 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 núcleos de las 

células y se prepararon para su posterior observación bajo microscopio. Tal como se 

muestra en la Figura 10, los ovarios presentaron una marcación 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 marcación sobre las células de la granulosa. 
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Figura 10. Localización de CRISP2 en ovario. Cortes histológicos de ovario fueron sometidos 
a inmunohistoquímica 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- Identificación de CRISP1 en el tracto reproductor femenino del ratón y su 

participación en el proceso de fertilización 
 

Tal como se describiera en la introducción, los ensayos de fertilización in vitro, junto a 

los experimentos de inmunización activa de ratas realizados en nuestro laboratorio, 

sugieren que la proteína epididimaria CRISP1 no sólo participaría en el proceso de 

interacción de gametas sino que también sería 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 proteína CRISP1 epididimaria, la 

proteína presente en el tracto femenino también participaba en el proceso de 

fertilización. En ese sentido, los ratones carentes de CRISP1 constituyen un excelente 

modelo para estudiar esta posibilidad.  

 

Para tal fin, se evaluó primeramente si CRISP1 estaba presente en el tracto 

reproductor femenino del ratón analizando la presencia de ARNm de CRISP1, la 

expresión de la proteína y el tipo de localización, en ovario, oviducto, útero, células del 

cúmulus y ovocito provenientes de ratones HT y KO (Figura 11). Los resultados de los 

ensayos de RT-PCR mostraron la presencia de bandas del tamaño esperado en todas 

las muestras de animales HT analizadas, a excepción de las muestras de ovocito, y su 

ausencia en animales KO confirmando que en ratón, 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 sugería que el mensajero correspondería a 

CRISP1, las bandas positivas fueron secuenciadas, confirmándose la identidad de 

CRISP1 en todos los casos. 
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Figura 11. Presencia y localización de CRISP1 en ratón. Productos de RT-PCR de 
ovario (ova), oviducto (ovi), útero (ut) (A), y de células del cúmulus (cum) y ovocito (ovo) (B) 
provenientes de animales HT y KO para CRISP1 fueron separados en un gel de agarosa al 2% 
y luego teñidos con bromuro de etidio para permitir su visualización. Extractos proteicos de 
ovario, oviducto y útero de animales HT (C), y de ovario y útero tanto HT como KO (D) fueron 
sometidos a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%, analizándose la presencia de 
CRISP1 mediante Western blot. En C y D extracto proteico de epidídimo HT y KO fueron 
utilizados como control. E. Oviducto (a y b), útero (c y d) y ovario (e y f) provenientes de 
animales HT y KO fueron sometidos a inmunohistoquímica utilizando anti-CRISP1 como primer 
anticuerpo. F. Células del cúmulus 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 tamaño esperado para la proteína CRISP1 

en oviducto, ovario y útero, cuya identidad quedó confirmada en los dos últimos por la 
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ausencia de dicha banda en las muestras provenientes de animales KO (Figura 11D). 

En cuanto a su localización, los resultados de inmunohistoquímica indicaron la 

presencia de marcación positiva en el epitelio luminal del oviducto y del útero, como 

así también en las células de la granulosa y, minoritariamente, en las células 

estromales del ovario en los animales HT y no así en los KO (Figura 11E). En las 

células del cúmulus, 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 ratón. 

 

El siguiente paso consistió en estudiar los posibles roles o funciones que podría 

cumplir la proteína en dicho tracto. Dado que uno de los objetivos de nuestro 

laboratorio es el estudio de los mecanismos moleculares involucrados en fertilización, 

decidimos investigar el posible rol de CRISP1 del cúmulus en este proceso, utilizando 

el modelo de ratón 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 incubación, los ovocitos fueron recuperados, teñidos con el 

colorante Hoechst y observados al microscopio, determinándose el porcentaje de 

fertilización en los cuatro grupos. Los resultados indicaron que los porcentajes de 

fertilización de ovocitos provenientes de COCs KO fueron significativamente menores 

que los correspondientes a COCs HT, revelando que la presencia de CRISP1 en el 

cúmulus sería importante para la fertilización. Al igual que había 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 fertilización 

fueron significativamente menores al utilizar espermatozoides KO, sugiriendo que, 

además del efecto producido por la ausencia de CRISP1 en el cúmulus sobre la 

fertilización, habría un efecto debido a la ausencia de CRISP1 sobre los 

espermatozoides (Figura 12). Estos resultados indicaban que la ausencia de CRISP1 

permitía evidenciar defectos funcionales del espermatozoide KO no detectados al 

utilizar COCs de animales HT sugiriendo que, más allá de las ya descriptas funciones 

de CRISP1 del espermatozoide en las etapas de interacción con la ZP y con el oolema 

(fusión) (Da Ros et al., 2008) CRISP1 del espermatozoide podría estar participando en 

la etapa de penetración del cúmulus. 
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Figura 12. Participación de CRISP1 del cúmulus en el proceso de fertilización. Complejos 
cúmulus-ovocito (COCs) de hembras HT y KO fueron co-incubados con espermatozoides 
Crisp1+/- o Crisp1-/- capacitados por 90 min, luego de lo cual, los ovocitos fueron teñidos con 
Hoescht determinándose el porcentaje de fertilización. Los datos representan el promedio ± 
SEM de al menos 3 experimentos independientes. b p<0,05 vs a. c p<0,05 vs a y vs b. 
 
 

4- Participación de CRISP1 del espermatozoide en la apertura del cúmulus 

 

Con el fin de completar la caracterización de las funciones de CRISP1 del 

espermatozoide el próximo paso consistió en investigar la posible participación de 

CRISP1 en la apertura del cúmulus 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 proteína CRISP1 purificada provocaba la dispersión de las células 

del cúmulus. 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 proteína sobre la integridad del cúmulus. 
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Figura 13. Efecto de la proteína CRISP1 sobre la integridad de COCs de ratón. COCs de 
ratón fueron incubados durante 30 min en medio control o medio conteniendo 6 ȝM CRISP1. A. 
COCs observados en las gotas de incubación mediante un microscopio invertido (6X). B. COCs 
lavados, montados, y observados al microscopio óptico (40X). 
 

 

Con el fin de investigar más profundamente la posibilidad de que CRISP1 fuera capaz 

de dispersar el cúmulus, empleamos la clasificación 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. Clasificación de la integridad del cúmulus. Esquema en el que se representa el 
sistema de evaluación subjetiva utilizado para evaluar el efecto de proteínas sobre los COCs. 
Se asignó a cada COC individualmente un valor de entre 4 y 0, según el grado de disgregación 
del cúmulus. 
 
 

A continuación, los COCs fueron incubados en presencia de CRISP1 (6 ȝM) durante 

30 o 60 min, utilizando CRISP3 y hialuronidasa como controles. Los resultados 

mostraron que el efecto de CRISP1 sobre la disgregación del cúmulus fue dependiente 

del tiempo de incubación (p<0,05), observándose una disgregación total de los COCs 

por exposición a 6 ȝM CRISP1 durante 60 minutos, y ningún efecto al emplear 

CRISP3 a ninguno de los tiempos evaluados (Figura 15). La hialuronidasa, como era 

previsible, produjo la disgregación total de los COCs a los 60 minutos. 
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Figura 15. Actividad de CRISP1 sobre la integridad del cúmulus de ratón. COCs de ratón 
fueron incubados en ausencia de proteína (control), o en presencia de CRISP1 (6 ȝM), o 
CRISP3 (6 ȝM), o hialuronidasa de testículo bovino (Hyal) (0,3mg/ml), durante 30 o 60 min, 
determinándose, posteriormente, la integridad de los cúmulus de acuerdo al sistema de 
evaluación descripto (n=3).*p<0,05 vs control 
 

 

Con el fin de investigar la especificidad del efecto de CRISP1 sobre la apertura del 

cúmulus, se evaluó si los anticuerpos contra CRISP1 eran capaces de inhibir su 

actividad por bloqueo del sitio activo. Para ello, los COCs fueron expuestos a la 

proteína CRISP1 que había sido previamente preincubada por 30 minutos con sueros 

generados contra recCRISP1 provenientes de tres animales distintos, observándose el 

efecto de cada suero sobre la apertura del cúmulus por CRISP1. Mientras que la 

incubación de COCs en presencia de CRISP1 provocó la dispersión del cúmulus 

previamente descripta, la preincubación de la proteína con una concentración tres 

veces superior de cualquiera de los tres anticuerpos no modificó el nivel de dispersión 

(Figura 16), indicando que la actividad de CRISP1 no era inhibible mediante el 

bloqueo de la proteína por los anticuerpos. 
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Figura 16. Especificidad del efecto de CRISP1 sobre la integridad del cúmulus. COCs de 
ratón fueron incubados durante 30 o 60 min en presencia de CRISP1 6 ȝM, la cual había sido 
expuesta previamente por 30 min a sueros anti recCRISP1 (18 ȝM), determinándose, 
posteriormente, la integridad de los cúmulus de acuerdo al sistema de evaluación descripto. La 
incubación de COCs en ausencia de proteína, 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 proteína CRISP1 es capaz de 

asociarse a ácido hialurónico in vitro, no tendría una actividad hialuronidásica 

detectable (Tesis Doctoral Dra Dolores Busso). Esos resultados han llevado a re-

evaluar la posibilidad de que existan otros mecanismos por los cuales CRISP1 podría 

estar dispersando al cúmulus. Con el fin de evaluar la posible dispersión del cúmulus a 

través de un mecanismo independiente de la acción hialuronidásica, los COCs fueron 

incubados en presencia de CRISP1 previamente preincubada por 15 minutos con 

Apigenina, un inhibidor específico de hialuronidasa. Los resultados mostraron que la 

apertura del cúmulus, ya sea por hialuronidasa o por CRISP1, podía ser parcialmente 

inhibida por el tratamiento con Apigenina, principalmente a los 60 minutos de 

incubación (Figura 17). 
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Figura 17. Actividad de CRISP1 en presencia de Apigenina sobre la integridad del 
cúmulus. COCs de ratón fueron incubados 30 o 60 min en presencia de 6ȝM CRISP1 
preincubada con Apigenina (100 ȝM), analizándose, posteriormente, el efecto del tratamiento 
sobre la dispersión del cúmulus. Como controles, se realizaron ensayos en los cuales la 
incubación de COCs se realizó en ausencia de proteína (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 sugirió que la preparación de CRISP1 nativa podría estar contaminada 

con alguna de las hialuronidasas conocidas. Para evaluar esta posibilidad, se procedió 

a repurificar la proteína nativa por separación electroforética y elución de la banda 

correspondiente a CRISP1. Como control, se eluyó el resto de la calle sembrada 

donde podrían quedar los contaminantes, como así también la calle correspondiente a 

la hialuronidasa comercial. Los resultados (Figura 18) mostraron que la preparación 

de CRISP1 utilizada en los ensayos contenía contaminantes (Figura 18A), que fueron 

detectables como consecuencia de la concentración de las muestras durante el 

proceso de repurificación. 
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Figura 18. Re-purificación de las proteínas nativas. A. CRISP1 (2 µg) y el resto de la calle 
(R. calle) sembrada repurificados y separados electroforéticamente en un gel de acrilamida 
nativo al 12% y revelados mediante tinción con plata. B. hialuronidasa comercial (2 µg) y 
hialuronidasa previamente eluída del gel, fueron separados electroforéticamente en un gel de 
poliacrilamida al 8% e identificados mediante tinción con plata. 
 

 

La proteína CRISP1 (6 ȝM) eluída del gel fue utilizada en un ensayo de apertura de 

cúmulus utilizando, como control, COCs expuestos a la fracción conteniendo los 

contaminantes (6 ȝM) o a hialuronidasa eluída del gel (Figura 18B). Los resultados 

indicaron que, mientras la fracción conteniendo los contaminantes mostró capacidad 

de dispersar al cúmulus, CRISP1 eluída no fue capaz de disgregarlos (Figura 19). El 

hecho de que la hialuronidasa y los contaminantes purificados no perdieran su 

actividad, indicaría que el método de purificación no estaría alterando la capacidad de 

dispersión de las proteínas. 
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Figura 19. Actividad de CRISP1 re-purificada sobre la integridad del cúmulus de ratón. 
COCs de ratón fueron incubados durante 30 o 60 min en presencia de CRISP1 (6 ȝM), de la 
fracción conteniendo los contaminantes (6 ȝM), o de hialuronidasa (0,3mg/ml) eluídos del gel, 
determinándose, posteriormente, la integridad de los cúmulus por el sistema de evaluación 
descripto.*p<0,05 vs control. (n=3). 
 

 

En resumen, estos resultados indicando que la apertura observada al exponer los 

cúmulus a CRISP1 se debería a contaminantes muy minoritarios que acompañaban la 

preparación original, no apoyarían una actividad disgregante de CRISP1 del 

espermatozoide durante la etapa de penetración del cúmulus. 

 

 

5- Efecto de la ausencia de CRISP1 del cúmulus en la interacción de gametas  

 

Dado que los estudios descriptos no apoyaban una actividad disgregante del cúmulus 

por parte de la proteína CRISP1 del espermatozoide, el paso siguiente consistió en 

investigar de qué manera la ausencia de CRISP1 del COC podría estar afectando la 

fertilización. Como se mencionó anteriormente, los resultados obtenidos en la FIV con 

COCs de hembras KO revelaron que la presencia de CRISP1 en las células del 

cúmulus era relevante para la fertilización. Por otra parte, la disminución de la 

capacidad fertilizante de los espermatozoides KO para CRISP1 se observaba sólo al 
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utilizar COCs KO. Una posible causa para explicar estos resultados, sería que la 

ausencia de CRISP1 de las células del cúmulus estuviera de alguna manera afectando 

el ingreso de los espermatozoides a los COCs. Para evaluar dicha posibilidad, se 

diseñó un ensayo en el cual COCs HT y KO fueron co-incubados durante 15 min con 

espermatozoides HT capacitados, previamente teñidos con el colorante Hoechst, con 

el fin de poder detectar, por observación al microscopio óptico, los espermatozoides 

que estaban penetrando el cúmulus (Figura 20A). 

 

 

Figura 20. Efecto de la ausencia de CRISP1 en los COCs sobre la penetración 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-incubación 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 número de 

espermatozoides en su interior significativamente menor que el correspondiente a 

COCs HT (Figura 20B). En paralelo, se realizaron ensayos de penetración 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 carecían de CRISP1 eran 

menos penetrados por los espermatozoides que los COCs HT. Por otro lado, el mismo 

grado de penetración logrado por los espermatozoides, independientemente de su 

genotipo, tanto para COCs HT como KO, estaba de acuerdo con los resultados previos 

indicando que la proteína CRISP1 presente en los espermatozoides no participaría en 

la apertura del cúmulus.  

 

En conjunto, estos resultados indicaban que la ausencia de CRISP1 en el cúmulus 

estaría afectando la penetración de los espermatozoides durante el proceso de 

fertilización. En base a estas observaciones, nos planteamos diferentes roles posibles 

para la proteína CRISP1 del cúmulus en el proceso de fertilización. Como primera 

posibilidad se evaluó si CRISP1 presente en el COC podría estar teniendo una función 

en la organización de la estructura del cúmulus que la hiciera más penetrable por los 

espermatozoides. Para ello, se analizó la apertura de los COCs provenientes de 

hembras HT o KO ya sea espontánea o bajo efecto de la hialuronidasa, cada 30 

minutos durante un período de 3 horas. Los resultados mostraron que si bien se 

observaba una mayor apertura tanto espontánea como por hialuronidasa en función 

del tiempo, no había diferencias de comportamiento entre COCs HT y COCs KO para 

ninguno de los dos tratamientos ensayados (Figura 21A y B). Estos estudios 

indicarían que la ausencia de CRISP1 en las células del cúmulus no tendría un efecto 

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

 

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

la alta homología de CRISP1 con la proteína CRISP de anfibios “Allurina”, la cual 

presenta propiedades quimioatractantes de espermatozoides no sólo de anfibios sino 

también de ratón, decidimos evaluar si la bajada en el número de espermatozoides 

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

quimioatractante. 

 
 

 
 
Figura 21. A. Esquema de cámara Zigmond. B. Cuadrantes de distribución de los 
espermatozoides, sobre el puente. 
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Para ello, se utilizó el método de medición de quimiotaxis descripto por la Dra. Laura 

Giojalas (Universidad Nacional de Córdoba, Argentina), investigadora con amplia 

experiencia en el estudio de quimiotaxis espermática, en el cual uno de los 

receptáculos (W1) de una cámara 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 ahí donde los espermatozoides son filmados con una 

cámara acoplada al microscopio. Los videos son luego analizados mediante el 

seguimiento de la trayectoria de los espermatozoides individualmente, evaluando su 

orientación en los cuadrantes de manera tal que si los mismos estuvieran orientados al 

azar, estarían distribuidos equitativamente en cada cuadrante (25% en cada uno), 

mientras que la detección de un desvío indicaría la existencia de quimiotaxis (Figura 

21B).  

 

Para evaluar a CRISP1 como quimioatractante, se realizó una curva de 

concentraciones progresivas de CRISP1 nativa purificada (0,1 pM hasta 10 ȝM), 

evaluándose, en cada uno de los ensayos, la orientación de los espermatozoides 

incubados en medio de capacitación solo o conteniendo 10 pM de progesterona, como 

controles negativo y positivo, respectivamente. Los resultados mostraron que a 1 ȝM 

de CRISP1 se observa un aumento significativo en el porcentaje de espermatozoides 

orientados hacia el gradiente, alcanzándose el valor correspondiente a progesterona al 

utilizar una concentración 10 ȝM de CRISP1 (Figura 22). Estos resultados nos 

indicaban que, al igual que la proteína de anfibios “Allurina”, CRISP1 sería capaz de 

quimioatraer espermatozoides. 
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Figura 22. Capacidad quimioatractante de CRISP1 hacia los espermatozoides. 
Espermatozoides capacitados (1x104) fueron cargados en la cámara 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 último los espermatozoides son contados y su 
orientación evaluada. Medio de capacitación 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 proteína, el paso siguiente 

consistió en la realización de una serie de estudios estructura-función, en los que se 

evaluó la relevancia de la glicosilación y la conformación de la proteína para la 

actividad quimioatractante observada. Para ello, se utilizó la proteína recombinante 

CRISP1 (recCRISP1 10 ȝM) la cual, por ser producida en un sistema procariota, 

carece de glicosilación y posee un deficiente nivel de formación de puentes disulfuros 

(Ellerman et al, 1998b). Los resultados mostraron que esta proteína no tenía actividad 

quimioatractante a juzgar por el hecho de que la misma fue incapaz de atraer a los 

espermatozoides (Figura 23). Posteriormente, se evalúo la actividad de la proteína 

nativa desnaturalizada por calentamiento (10 min a 75ºC), y de la proteína nativa 

reducida por tratamiento con DTT, y alquilada para evitar la reformación de los 

puentes disulfuro y posterior desnaturalización por calor. Estos resultados indicaron 

que la actividad de la proteína desnaturalizada era menor respecto de la proteína no 

tratada, exhibiendo así una actividad similar a la obtenida al utilizar la proteína nativa 

en concentración 1 ȝM. Por su parte, la proteína reducida y calentada resultó 

totalmente inactiva (Figura 23).  
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Figura 23. Caracterización de la actividad quimioatractante de CRISP1 por estudios 
estructura/función. Espermatozoides capacitados (1x104) fueron colocados en la cámara 
Zigmond, evaluándose el porcentaje de los mismos que mostraban orientación al ser expuestos 
en medio solo o conteniendo progesterona 10 pM (P 10 pM), CRISP1 nativa (1 y 10 M), 
CRISP1 recombinante (10 M) (recCRISP1), CRISP1 nativa calentada (10 M) (CRISP1 Φ) y 
CRISP1 nativa calentada y reducida (10 M) (CRISP1 Φ 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 proteína recombinante como así también la disminución de 

la actividad en la proteína nativa desnaturalizada y reducida indican que la 

conformación y los puentes disulfuro serían relevantes para la actividad quimiotáctica 

de CRISP1. 

 

En resumen, los estudios presentados a lo largo del capítulo indican que CRISP1 está 

presente en el tracto reproductor femenino, y que aquella presente en el cúmulus 

participaría en el proceso de fertilización facilitando la penetración de los 

espermatozoides por el cúmulus a través de una acción quimioatractante sobre los 

mismos. 
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Capítulo II    
Presencia de proteínas GLIPR1 en el tracto reproductor y su 
participación en el proceso de fertilización 
 
 

1- Identificación de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 

 
Como se mencionara en la introducción, la secuenciación de péptidos pertenecientes 

a proteínas localizadas en “raft” de membranas de espermatozoides reveló la 

presencia de dos proteínas de la superfamilia CAP que no habían 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 inclusión de estas secuencias en la base de 

datos del NCBI, y posterior búsqueda utilizando la plataforma “nucleotide blast”, indicó 

que correspondían a las proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2.  

 

Teniendo en cuenta la similitud de las proteínas GLIPRs con las CRISPs, y su 

presencia en el espermatozoide, el primer paso consistió en investigar el sitio de 

expresión de dichas proteínas. Para ello, se realizó la extracción del ARN total de 

diferentes tejidos reproductivos y no reproductivos (control), y la retrotranscripción 

correspondiente sometiendo las muestras a PCR utilizando primers específicos para 

dichos genes. Como control de carga, utilizamos primers del gen Gadph, que posee 

expresión constitutiva en todos los tejidos evaluados. Los resultados revelaron la 

presencia del mensajero para Glipr1l1 sólo en testículo, y de Glipr1l2 en el testículo y 

en el epidídimo (Figura 1A). Dado que Glipr1l2 se encontraba presente en epidídimo, 

se evaluó su expresión en las tres regiones principales del órgano: caput, corpus y 

cauda, detectándose el mensajero sólo en el caput epididimario (Figura 1B). La 

identidad de las bandas detectadas por PCR fue confirmada mediante secuenciación 

de los fragmentos amplificados correspondientes. Los resultados indicaron que los 

ARNm amplificados presentaban una identidad de 98% con Glipr1l1 y de 100% con 

Glipr1l2 en testículo y de un 98% con Glipr1l2 en epidídimo. 
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Figura1: Estudio de la presencia de ARNm de Glipr1l1 y Glipr1l2. Los ADNc de diferentes 
tejidos (A) y de las diferentes regiones del epidídimo (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 tinción con bromuro de etidio. 
 

 

Con el fin de caracterizar la expresión de ambos mensajeros durante la ontogenia, se 

realizaron RT-PCRs semi-cuantitativas a partir de los mensajeros totales de epidídimo 

y testículo recuperados a distintos tiempos desde el nacimiento hasta los 70 días 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 

relación fue calculada utilizando el programa Image J. Los resultados (Figura 2A y B) 

mostraron expresión del ARNm de Glipr1l1 al nacimiento, una disminución a los 7 

días, y un aumento a partir de ese momento hasta alcanzar el máximo a los 70 días. 

Para el caso de GLIPR1L2, el mensajero también se encontró presente al nacimiento. 

Sin embargo, mientras el mensajero testicular bajó a los 7 días sustancialmente, el 

mensajero para la proteína epididimaria descendió a los 7 días de manera menos 
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pronunciada y mantuvo los mismos niveles hasta los 28 días. En ambos casos, los 

niveles luego subieron hasta llegar a valores máximos a los 60 días.  

 

 
 
 
Figura 2. Estudio de la expresión de las GLIPRs durante el desarrollo. A. Los ADNc de 
testículo y epidídimo 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 H2O, no se incluyó ADNc, el control –RT se incluye ARNm sin convertir a 
ADNc, para chequear la presencia de ADN genómico. 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 tinción con bromuro de etidio. B. Los 
productos de PCR fueron cuantificados utilizando el programa Image J. Este gráfico es el 
promedio de 4 ensayos. 
 

 

Con el fin de estudiar la localización celular de la expresión de estos mensajeros, 

cortes histológicos de testículo y epidídimo fueron sometidos a la técnica de 

hibridación in situ, utilizando sondas nucleotídicas antisentido específicas de los 

mensajeros de Glipr1l1 y Glipr1l2. Debido a la existencia de una región de alta 

homología entre ambos mensajeros, y con el fin de evitar reacciones cruzadas, las 

sondas fueron diseñadas en zonas de baja o nula homología (Figura 3). A ambas 

sondas se les acopló el glucósido 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-Glipr1l2 utilizadas en ensayos de 
hibridación in situ. Las sondas anti-sentido diseñadas fueron acopladas a digitoxina mediante 
un tratamiento químico. La detección de las sondas se llevó a cabo mediante el empleo del 
anticuerpo comercial anti-digitonina acoplado a peroxidada (Sigma) en una concentración 
0,1mg/ml. 
 

 

Para el caso de Glipr1l1, los resultados mostraron la presencia de una marca positiva 

en las espermátidas redondas y elongadas del testículo, mientras que para Glipr1l2 se 

observó marca positiva en los espermatocitos primarios del testículo (Figura 4A). 

Como control, los cortes de testículo fueron incubados con la sonda correspondiente y 

un exceso de la sonda “fría” (no acoplada a digitonina), no observándose marca en 

ninguno de los casos. La evaluación de Glipr1l2 en el epidídimo mostró una marca 

intensa en las células principales del caput, no observada en el corpus ni cauda 

(Figura 4B). 
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Figura 4: Localización de los ARNm de Glipr1l1 y Glipr1l2. A. Cortes de testículo fueron 
incubados con la sonda marcada específica para Glipr1l1 (b 40x y e 100x) y Glipr1l2 (c 40x y f 
100x) y, posteriormente con un anticuerpo anti-digitonina acoplado a fosfatasa alcalina. En el 
cuadro (d) se muestra una tinción con hematoxilina. El control (a) fue realizado co-incubando la 
sonda no acoplada a digitonina (fría) con la sonda marcada (caliente) en una relación 100 a 1. 
B. Localización de ARNm de Glipr1l2 en las distintas regiones del epidídimo. Los cortes fueron 
tratados de la misma manera que en 4A. Se observa un epidídimo entero y luego 
magnificaciones de cada una de las regiones. Nótese la ausencia de marca en corpus y cauda. 
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2- Clonado y expresión de las proteínas recombinantes GLIPR1L1 y GLIPR1L2 

 

De acuerdo a las evidencias halladas (Sleight et al., 2005), los péptidos secuenciados, 

que correspondieron a GLIPR1L1 y GLIPR1L2 se encontrarían presentes en los raft 

lipídicos de los espermatozoides. Sin embargo, se desconoce la localización de ambas 

proteínas en el espermatozoide y tejidos, como así también la función de las mismas. 

Con el fin de llevar a cabo estos estudios, el paso siguiente consistió en generar los 

anticuerpos específicos contra ambas proteínas. Para ello, se diseñó, en primer lugar, 

una estrategia para la obtención de las proteínas recombinantes partiendo de los 

ARNm de testículo, obteniendo, finalmente, ambas proteínas recombinantes 

acopladas a un tag (Histag) (Figura 5). 
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Figura 5. Diseño experimental para obtención de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 recombinantes. 
El esquema muestra las etapas llevadas a cabo para obtener la expresión de los ORFs de 
Glipr1l1 y Glipr1l2 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 testículo como molde (Figura 5A). Ambas secuencias 

fueron clonadas en el vector pTOPO, chequeándose la incorporación de los mismos 

en un gel de agarosa. Los resultados mostraron el tamaño esperado correspondiente a 

la suma del vector más 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 secuenciación de los mismos, confirmando que las 

secuencias presentaban identidad con los mensajeros de Glipr1l1 y Glipr1l2. 

El paso siguiente consistió en introducir sitios de corte de enzimas de restricción 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 específicos que, 

además de amplificar la totalidad de ambos mensajeros, adicionaban en los extremos 

un sitio de corte específico para las enzimas de restricción BamH1 y HindIII. Los 

productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa, y teñidos 

con bromuro de etidio. Los resultados mostraron bandas del tamaño esperado para 

cada uno de los mensajeros (Figura 6B), indicando que la amplificación había sido 

correcta. 

 
 
 
Figura 6. Obtención de los ORFs de Glipr1l1 y Glipr1l2 con los sitios de restricción 
BamHI y HINDIII. A. Plásmidos TOPO-Glipr1l1 (TOPO-G1L1) y TOPO-Glipr1l2 (TOPOG1L2) 
fueron extraídos de las bacterias transformadas y sometidos a electroforesis en un gel de 
agarosa. B. Productos de PCRs incorporando los sitios de restricción fueron sometidos a 
electroforesis en gel de agarosa y tinción con bromuro de etidio. Las flechas indican los 
fragmentos esperados con los nuevos sitios de restricción incorporados, 736 pb para Glipr1l1 
(PCR G1L1) y 1024 pb para Glipr1l2 (PCR G1L2). El control consistió 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 DH5α. La elección 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 transformación de las 

bacterias con los vectores que poseían los insertos, cada colonia seleccionada fue 

sometida a “colony PCR” utilizando los primers específicos. La electroforesis en gel de 

agarosa de los fragmentos amplificados de 10 colonias seleccionadas tanto para 

Glipr1l1 como para Glipr1l2, permitió determinar que habían incorporado el inserto de 

manera correcta (Figura 7). 

 
 
Figura 7. Subclonado en pGemT-Easy. Se seleccionaron 10 colonias (blancas) para Glipr1l1 
y Glipr1l2 (pGT-G1L1 y pGT-G1L2 respectivamente) las cuales fueron crecidas en medio LB 
sólido suplementado con ampicilina y X-gal, luego analizadas mediante colony PCR. Los 
productos de amplificación fueron visualizados sometiendo los mismos a electroforesis en gel 
de agarosa teñido con bromuro de etidio. Como control negativo (control neg), se muestra el 
producto de PCR de colonias azules (negativas para la transformación), 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 Glipr1l1 y 10 para Glipr1l2 

dentro del vector pGemT, a continuación se procedió 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 plásmidos, 
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material del cual fueron obtenidos los ORFs por el tratamiento secuencial con las 

enzimas BamHI y HindIII. Para el caso del vector pGT-Glipr1l1, fue necesario realizar 

una digestión total con HindIII y otra parcial con BamHI, dado que el ORF Glipr1l1 

contiene un sitio de restricción interno (además del incorporado en el paso anterior 

junto al primer). Mientras que para pGT-Glipr1l2, se realizó una doble digestión total 

con las mismas endonucleasas. El producto de la digestión fue luego sometido a 

separación electroforética en un gel de agarosa, y teñido con bromuro de etidio para 

permitir su visualización. Los resultados mostrados en la Figura 8 revelaron la 

obtención 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 tamaño 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. Obtención de los ORFs Glipr1l1 y Glipr1l2. Digestiones enzimáticas de los 
plásmidos pGT-glipr1l1 y pGT-glipr1l2 con las enzimas BamHI y HindIII fueron analizadas 
mediante una electroforesis en gel de agarosa y tinción con bromuro de etidio. Se indican con 
flechas los fragmentos esperados (719 pb para glipr1l1, 1007 pb para glipr1l2). Las bandas 
intensas corresponden a los vectores vacios. 
 

 

Los ORFs fueron luego recuperados del gel, ligados al vector de expresión pET-28c y 

dicho vector introducido en bacterias de E. coli DH5α (Figura 5D). La elección de las 

colonias que incorporaron el vector fue realizada seleccionando aquellas resistentes a 

kanamicina y, determinándose la correcta inserción de los ORFs al vector en las 

colonias seleccionadas a través de una “colony PCR” con primers específicos. La 
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posterior electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos amplificados de 10 

colonias seleccionadas, tanto para Glipr1l1 como Glipr1l2, permitió determinar 

aquellas que habían incorporado el inserto de manera correcta (Figura 9). 

 

 
 
Figura 9. Clonado en el vector de expresión pET-28c. Se seleccionaron 10 colonias 
(resistentes a Kanamicina) para Glipr1l1 y Glipr1l2 (pET-G1L1 y pET-G1L2, respectivamente) 
las cuales fueron crecidas en medio LB sólido suplementado con kanamicina y luego 
analizadas mediante colony PCR. Los productos de amplificación fueron visualizados 
sometiendo los mismos a electroforesis en gel de agarosa y tinción con bromuro de etidio. 
Como control negativo (control neg), se muestra el producto de PCR de colonias azules 
(negativas para la transformación), y, como control positivo, se utilizan colonias transformadas 
con el vector pGT-G1L1 y pGT-G1L2, respectivamente. 
 

 

Dado que las DH5α son bacterias de amplificación de vectores, los plásmidos pET-

GLIPR1L1 (#2) y pET-GLIPR1L2 (#3) fueron transferidos a la cepa de expresión E. coli 

BL21, evaluándose la correcta expresión de ambas proteínas recombinantes (Figura 

5E). Para ello, las bacterias transformadas fueron crecidas y expuestas a distintas 

concentraciones de IPTG, analizándose tanto la cinética de crecimiento de las 

bacterias transformadas como la proteómica de cada cultivo (entre 30 min y 150 min 

luego de la inducción). 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 

habían sido inducidas no experimentaron un crecimiento significativo, indicando que la 

inducción bacteriana estaba siendo funcional. Los resultados obtenidos por tinción 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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inducción de una banda a los distintos tiempos evaluados (Figura 10B), mientras que, 

en las bacterias que contenías a pET-GLIPR1L2 no se detectaba ninguna banda 

diferencial al agregar IPTG, abriendo la posibilidad de que la proteína recombinante no 

se estuviera generando (Figura 10C).  

 
 

 
 
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 producción de las proteínas recombinantes. A. Cinética de 
crecimiento de los cultivos. Las bacterias transformadas fueron inducidas con IPTG, y 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 análisis por Wb utilizando el anticuerpo anti-His tag mostró la presencia de dos 

bandas a los 150 minutos de inducción para recGLIP1L2 y de una banda a los tres 

tiempos evaluados para recGLIPR1L1 (Figura 11). Para recGLIPR1L1, la banda tuvo 

el tamaño esperado (29 kDa), mientras que para recGLIPR1L2, se detectaron dos 

bandas, una mayoritaria del tamaño esperado (37 kDa), y otra minoritaria de 

aproximadamente 33 kDa, que podría deberse a degradación proteica. De esta 

manera, los resultados confirmaron la expresión de las proteínas recGLIPR1L1 y 

recGLIPR1L2. 

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

 

Para el caso de recGLIPR1L2, los resultados sugerían la especificidad de las bandas 

observadas. Sin embargo, su detección por Wb y no así por tinción con CBB, 

evidenciaba una pobre inducción. Con el fin de mejorar la expresión de recGLIPR1L2, 

se evaluó la inducción proteica a temperaturas menores, como así también la 

posibilidad de que las proteínas producidas se estuvieran acumulando en cuerpos de 

inclusión. Para ello, las bacterias recombinantes fueron crecidas a 37°C hasta una OD: 

0,6, e inducidas con IPTG a 27ºC. Se tomaron alícuotas a distintos tiempos, 

sometiéndolas a separación electroforética y analizados por Wb. Como control, las 

bacterias fueron inducidas a 37º C. Los resultados mostraron que His-Glpr1l2 fue 

expresada en mayor cantidad a menores temperaturas, generándose menor 

proporción de producto de degradación que aquel producido a 37°C (Figura 12A). 

Para evaluar la presencia de recGLIPR1L2 en los cuerpos de inclusión, la proteína 

expresada fue sometida a un fraccionamiento subcelular mediante centrifugaciones 

diferenciales, separando los cuerpos de inclusión del resto del proteoma bacteriano, 
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utilizando como control el proteoma total de las bacterias. Los resultados indicaron que 

la proteína recGLIPR1l2 se encontraba presente en los cuerpos de inclusión (Figura 

12B). Habiendo detectado esta proteína en los cuerpos de inclusión se evaluó y 

encontró en los mismos a la proteína recGLIPR1L1 (Figura 12B). 

 

Teniendo en cuenta el mejoramiento en la expresión de recGLIPR1L2 y que las dos 

proteínas recombinantes se encontraban en los cuerpos de inclusión, se evaluó su 

posible detección por CBB. Para ello, bacterias transformadas e inducidas a 27°C 

fueron sometidas a centrifugaciones para aislar los cuerpos de inclusión y las 

proteínas separadas electroforéticamente en un gel de acrilamida y teñidas con CBB. 

Como control positivo, se incluyó a recGLIPR1L1 aislada de los cuerpos de inclusión. 

Los resultados mostraron en ambos casos una banda diferencial con respecto al 

control no inducido (Figura 12C).  

 
 
Figura 12. Evaluación de diferentes condiciones de expresión y análisis de la 
localización subcelular, de recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2. A. Proteomas derivados de los 
cultivos BL21/pET-GLIPR1L2, inducidos por diferentes tiempos a 27ºC o a 37ºC, fueron 
sometidos a electroforesis, y la presencia de las proteínas 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, fracción soluble) o de los pellets (cuerpos de inclusión) resultantes de una centrifugación 
diferencial. Como control, fue utilizado el proteoma total de bacterias inducidas (Total). C. 
Extractos proteícos de cuerpos de inclusión de bacterias inducidas (+) y no inducidas (-) fueron 
sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida y las proteínas visualizadas mediante tinción 
con CBB. Como control, se utilizaron cuerpos de inclusión de bacterias no inducidas. Las 
flechas indican las bandas diferenciales. 
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El sistema de expresión utilizado (His tag) permite la purificación de la proteína de 

fusión mediante una cromatografía de afinidad utilizando una columna de resina 

acoplada a níquel, para lo cual, es necesario que la proteína se encuentre en forma 

soluble. Por tal razón, los cuerpos de inclusión de ambas proteínas recombinantes 

fueron solubilizados en 8M de urea y pasados a través de una columna de níquel, 

recuperándose con una baja pureza las proteínas recombinantes por elución con un 

buffer ácido (Figura 13A). Por el punto isoeléctrico de ambas recombinantes, el 

manual del sistema de purificación estipulaba la salida de las proteínas en la fracción 

E, lo cual fue verificado mediante Wb (Figura 13B). Cabe aclarar que si bien no se 

muestra en la figura, la fracción F contiene muy poca cantidad de cada una de las 

proteínas y, dado que por tinción por CBB se observan contaminantes en mayor 

proporción a las proteínas de interés, esta fracción no fue incluida en el paso de 

purificación. 

 
 
FIGURA 13. Purificación de las proteínas recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2. A. El pellet 
conteniendo las proteínas recGLIPR1L1 o recGLIPR1L2 fue disuelto en buffer con urea 8 M y 
pasado por una columna de níquel. Lo retenido en la columna, fue sometido a diferentes 
lavados (fracciones A, B y C) y, finalmente, a tres pasos de elución (fracciones D, E y F). Las 
diferentes fracciones fueron luego sometidas a electroforesis y reveladas por tinción con CBB. 
B. La fracción E que contiene a recGLIPR1L1 y a recGLIPR1L2 fueron separadas en un gel de 
poliacrilamida y las proteínas recombinantes detectadas mediante Wb utilizando el anticuerpo 
anti-His tagg. FT: Flow through 
 

 

Dado que la purificación de ambas proteínas recombinantes mediante columna de 

afinidad carecía de la pureza deseada, se evaluó la posibilidad de mejorar la 

purificación. Para ello, se realizó el mismo procedimiento antes descripto, pero esta 
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vez sometiendo cada una de las fracciónes E a electroforesis en gel de acrilamida al 

10%, escindiendo la banda correspondiente (Figura 14A). Posteriormente, las 

proteínas fueron recuperadas del gel por elución pasiva, sometidas a una separación 

electroforética, y teñidas con CBB, detectándose ambas con una pureza superior al 

85% (Figura 14B).  

 

 
 
 
Figura 14. Purificación de recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2. A. Esquema de purificación 
realizado. B. Las fracciones obtenidas luego de la elución pasiva de recGLIPR1L1 y 
recGLIPR1L2 fueron separadas electroforéticamente y visualizadas mediante tinción con CBB. 
 

 

En conjunto, los resultados obtenidos mostraron que las proteínas GLIPR1L1 y 

GLIPR1L2 pudieron ser expresadas en forma recombinante y purificadas 

exitosamente.  

 
 
3- Generación y caracterización de los anticuerpos contra recGLIPR1L1 y 

recGLIPR1L2 

 

Los anticuerpos contra GLIPR1L1 y GLIPR1L2 se obtuvieron a través de la 

inmunización de ratas Wistar con cada una de las proteínas recombinantes generadas. 

Dado que ambas proteínas se encontraban fusionadas a His tag, la inmunización 
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podía realizarse tanto con las proteínas de fusión como con las proteínas previamente 

escindidas del tag. En este sentido, dada la baja inmunogenicidad del his tag debido a 

su pequeño tamaño (6 aminoacidos) (QIAGEN News 2003 e42), se procedió a la 

inmunización con las proteínas de fusión. Los animales fueron inmunizados tres veces 

a intervalos de tres semanas (Esquema 1) y cada animal fue sangrado antes de la 

primera inmunización (suero preinmune control) y catorce días después de la última 

inyección.  

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

 

La especificidad de los sueros provenientes de los animales inmunizados con 

recGLIPR1L1 y recGLIPR1l2 se evaluó mediante ensayos de Wb sobre extractos de 

bacterias recombinantes inducidas para expresar cada proteína. Los resultados 

mostraron que, a diferencia de los sueros preinmunes, los sueros de los animales 

inmunizados fueron capaces de detectar a recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2 

específicamente (Figura 15A). Una vez evaluada la especificidad de los sueros, se 

procedió al aislamiento de las IgG presentes en los mismos. Para ello, los sueros 

fueron pasados por una columna de Proteína G, la cual posee alta afinidad por la 

fracción cristalizable de las inmunoglobulinas. La especificidad de las IgG purificadas 

fue evaluada mediante ensayos de Wb sobre las proteínas recombinantes. Los 

resultados mostraron que los anticuerpos generados fueron capaces de detectar a 

recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2 con mayor especificidad que los sueros 

correspondientes, pudiéndose, además, descartar una posible reacción 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 utilizó 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 (á-GLIPR1L1) y contra recGLIPR1L2 (á-
GLIPR1L2). 

 

 

4- Caracterización de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en tracto reproductor 

 

Contando con los anticuerpos que reconocían específicamente a las proteínas 

recGLIPR1L1 y recGLIPR1L2, el siguiente paso consistió en evaluar si los mismos 

eran capaces de reconocer a las proteínas nativas en testículo y epidídimo por Wb. 

Los resultados de estos ensayos se muestran en la Figura 16 e indicaron la presencia 

de bandas del tamaño esperado para la proteína GLIPR1L1 (29 kDa) en testículo y 

GLIPR1L2 (37 kDa) tanto en testículo como en epidídimo de ratón, confirmando no 

sólo la especificidad de los anticuerpos generados, sino también la presencia de 

ambas proteínas en los tejidos en los cuales habían sido detectados previamente los 

ARNm correspondientes.  
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Figura 16. Presencia de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en testículo y epidídimo. Extractos de 
testículo (Test) y epidídimo (Epi) fueron separados electroforéticamente y analizados por Wb 
utilizando á-GLIPR1L1 y á-GLIPR1L2. En el panel inferior se muestra â-actina como control de 
carga. Las flechas indican las bandas diferenciales. 
 

 

A continuación, se investigó la presencia de las proteínas 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 proteínas del tamaño esperado (Figura 17). Cabe aclarar que en el caso de 

GLIPR1L1 se detectó no sólo la banda de 29 kDa, sino una de menor intensidad y 

menor peso molecular. De esta manera, confirmamos la presencia de ambas proteínas 

en el espermatozoide.  

 
 
Figura 17. Presencia de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en espermatozoides. Extractos de 
espermatozoides frescos de ratón fueron separados electroforéticamente y analizados por Wb 
utilizando á-GLIPR1L1, y contra á-GLIPR1L2. Las flechas indican las bandas detectadas. 
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Una vez determinada la especificidad de los anticuerpos y la presencia de ambas 

proteínas en los espermatozoides, dichos anticuerpos fueron utilizados en ensayos de 

IIF con el fin estudiar la localización de las proteínas en los espermatozoides. Los 

resultados indicaron que mientras en espermatozoides vivos la marca se encontraba 

en la región dorsal de la cabeza del espermatozoide para ambas proteínas (Figura 

18A y C) en espermatozoides fijados y permeabilizados la marca fluorescente se 

detectaba principalmente en la región dorsal de la cabeza y, adicionalmente, en la 

totalidad de la cola para ambas proteínas (Figura 18B y D).  

 

 

Figura 18. Localización de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en espermatozoides maduros. 
Esprematozoides vivos (A y C) y, fijados y permeabilizados (B y D) fueron sometidos a IFI 
utilizando á-GLIPR1L1 (A y B) y á-GLIPR1L2 (C y D) como primeros anticuerpos. En todos los 
casos, los paneles superiores corresponden a las imágenes de contraste de fase. 
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Sin embargo, en aquellos espermatozoides fijados y permeabilizados, además de la 

localización dorsal se detectaron otros tipos de marcación, los cuales fueron 

estudiados por IFI, identificando tres patrones fluorescentes en espermatozoides para 

ambas proteínas (Figura 19): la ya descripta marca en la región dorsal de la cabeza 

(Patrón a), marca en toda la región acrosomal (Patrón b) y, finalmente, marca en toda 

la cabeza o bien en la región dorsal y post acrosomal (Patrón c). En los tres tipos de 

patrones, la cola se encuentra marcada. La cuantificación de las células marcadas 

para ambas proteínas, evidenció una localización mayoritaria tipo patrón a, y 

minoritaria para los otros dos patrones (Figura 19). En conjunto, los resultados de IFI 

sugerían que GLIPR1L1 y GLIPR1L2 estarían localizadas principalmente en la región 

dorsal de manera superficial y en la región dorsal de la cabeza y en la cola de manera 

intracelular en los espermatozoides frescos. 

 

 

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

 

 

Con el fin de evaluar el tipo de asociación de estas proteínas a los espermatozoides, 

los mismos fueron sometidos a diferentes procedimientos de extracción de proteínas, 

analizándose 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 proteínas fueron completamente 

liberadas por exposición de los espermatozoides a Tritón X-100 (Figura 20A, C y D). 

 

Figura 20. Extracción de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 de espermatozoides. Espermatozoides 
frescos de ratón fueron expuestos a 0,15 – 2,0M de NaCl, 250mM de Ditiotritol (DTT) y 1% 
Tritón-X100 (Tx 100), y los extractos proteícos centrifugados para obtener los sobrenadantes 
(S) y pellets (P), los cuales fueron sometidos a electroforesis y analizados por Wb utilizando á-
GLIPR1L1 y á-GLIPR1L2. 
 

 

Considerando los ensayos de localización que reflejaron la presencia superficial e 

intracelular de ambas proteínas, los resultados de las extracciones descartaron la 

presencia de una población de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 asociada a la superficie del 

espermatozoide por fuerza iónica, apoyando la posibilidad de que ambas proteínas 

estuvieran asociadas fuertemente a la superficie del mismo. El análisis de la secuencia 

indicó que GLIPR1L2, pero no así GLIPR1L1, posee dominios hidrofóbicos que 

permitirían su inserción en la membrana plasmática, en ese sentido ambas proteínas 

tanto de manera superficial como intracelular sólo fueron removidas por Tritón X-100. 

Por otro lado, si bien la abundancia de residuos cisteína en las moléculas podía dar 

lugar a enlaces covalentes de ambas proteínas con otras proteínas de la superficie del 

espermatozoide, el hecho de que la proteína 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 ratón fueron 
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sometidos a tratamientos con 250mM DTT, analizándose, posteriormente, la presencia 

de GLIPR1L1 y GLPR1L2 en el sobrenadante o pellet mediante Wb. Los resultados 

mostraron un cambio de peso molecular para ambas proteínas, indicando la presencia 

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

 

El análisis de secuencia tanto de GLIPR1L1 como de GLIPR1L2 reveló que ambas 

proteínas poseían posibles sitios de N-glicosilación y de unión 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), 

analizándose por Wb la movilidad electroforética de ambas proteínas 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).  

 
 
Figura 21. Efecto del tratamiento con PNGasa F y PLC sobre las proteínas 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 á-GLIPR1L1 y á-GLIPR1L2 
como primer anticuerpo. B. Los espermatozoides fueron incubados en presencia de 5 U/ml 
PLC, y sometidos a centrifugación para obtener los sobrenadantes (S) y los pellets (P), los 
cuales fueron analizados mediante ensayos de Wb utilizando á-GLIPR1L1, á-GLIPR1L2, anti-
SPAM1 (á-PH20) como pirmer anticuerpo. En A y B se utilizó á-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 detectó un leve cambio en movilidad electroforética y un 

ensanchamiento de la banda, sugerente de un efecto de la enzima sobre esta proteína 

(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 proteína tuviera una unión vía 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 poseería 

uniones GPI (Figura 21B). 

 

Teniendo en cuenta que GLIPR1L1 y GLIPR1L2 fueron detectadas en la cabeza de los 

espermatozoides frescos, el paso siguiente consistió en investigar si las mismas 

permanecían o se liberaban durante la capacitación y si sufrían o no modificaciones 

post-traduccionales luego de la capacitación y RA. Para ello, extractos proteicos 

totales de un mismo número de espermatozoides frescos, capacitados y tratados con 

ionóforo de calcio fueron separados electroforéticamente y examinados por Wb 

utilizando los anticuerpos específicos generados. Los resultados revelaron la 

permanencia de ambas proteínas en espermatozoides capacitados y reaccionados, y 

la ausencia de diferencias en la movilidad electroforética de las proteínas entre las tres 

poblaciones de espermatozoides (Figura 22A).  

 

A continuación, con el fin de evaluar si la localización de ambas proteínas se 

modificaba durante la capacitación y la RA, espermatozoides frescos, capacitados y 

reaccionados fueron fijados, permeabilizados, y sometidos a IFI tal como fuera 

descripto anteriormente. El análisis de los resultados mostró los tres patrones 

fluorescentes antes mencionados. La cuantificación del número de células mostrando 

cada uno de estos patrones indicó que no había diferencias significativas entre las tres 

poblaciones analizadas, revelando que tanto GLIPR1L1 como GLIPR1L2 no 

modificarían su localización como consecuencia de los eventos de capacitación y RA 

(Figura 22B y C). 
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Figura 22. Comportamiento de las proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 durante la 
capacitación y RA. Extractos de espermatozoides frescos (F), capacitados (C) y reaccionados 
(R) fueron separados electroforéticamente y analizados por Wb utilizando á-GLIPR1L1, y á-
GLIPR1L2.de ratón (A). Porcentaje de espermatozoides mostrando los diferentes patrones 
para GLIPR1L1 (B), o para GLIPR1L2 (C). 

 

Por otro lado, mientras realizábamos estos experimentos una empresa generó los 

anticuerpos comerciales contra las dos proteínas humanas. A partir de esos 

anticuerpos evaluamos la presencia de hGLIPR1L1 y hGLIPR1L2 en espermatozoides 

humanos, y observamos que ambas proteínas se encontraban en los espermatozoides 

con un tamaño de 26 kDa para hGLIPR1L1 y de 28 y 32 kDa para hGLIPR1L2. El 

paso siguiente consistió en investigar, si las mismas permanecían durante la 

capacitación y si sufrían post-traduccionales luego de la capacitación y RA. Cabe 

aclarar que ambas proteínas humanas al igual que las de ratón permanecieron en los 

espermatozoides capacitados y reaccionados sin presentar cambio alguno en la 

movilidad electroforética (Figura 23). Es importante mencionar que, la realización de 

ensayos de IFI sobre espermatozoides humanos utilizando cualquiera de los dos 

anticuerpos no generó ningún resultado debido a la incapacidad de ambos anticuerpos 

de reconocer a estas proteínas espermáticas en este tipo de ensayo.  
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Figura 23. Comportamiento de las proteínas hGLIPR1L1 y hGLIPR1L2 durante la 
capacitación y RA. Extractos de espermatozoides (6 x 106 ) frescos (F), capacitados (C) y 
reaccionados (R) fueron separados electroforéticamente y analizados por Wb utilizando á-
GLIPR1L1, y á-GLIPR1L2.de humano. 
 

 

5- Participación de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en la interacción de gametas 

 

El hecho de que GLIPR1L1 y GLIPR1L2 permanecieran en el espermatozoide luego 

de la capacitación y la RA abría la posibilidad de que las proteínas participaran en la 

interacción de gametas. Más aún, la presencia de ambas proteínas en la región dorsal, 

región por la cual los espermatozoides se unen a la ZP, nos hablaba de una posible 

interacción de estas proteínas con la zona.  

 

Con el fin de analizar la participación de las proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en la 

interacción espermatozoide-ZP, se decidió utilizar dos esquemas experimentales. En 

el primer caso, los ovocitos intactos fueron preincubados con la proteína a ser 

estudiada, y luego inseminados con espermatozoides capacitados. La idea de estos 

experimentos radica en que, si existieran sitios de unión para la proteína del 

espermatozoide en los ovocitos, la pre-incubación de los mismos con la proteína 

soluble resultaría en una inhibición en el porcentaje de fertilización (Esquema 1).  
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Esquema 1. Ensayo de interacción de gametas in vitro en presencia de proteína. 
 

 

Para ello, los ovocitos de ratón denudados del cúmulos fueron preincubados en medio 

solo, o medio conteniendo 0,5, 1 o 5 ȝM de recGLIPR1L1 o recGLIPR1L2, utilizando 6 

ȝM 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 óptico evaluándose la presencia de embriones en 2 células. Los 

resultados indicaron que ninguna de las dos proteínas recombinantes produjo una 

inhibición significativa a las concentraciones utilizadas, (tampoco se observó 

acumulación de espermatozoides perivitelinos), mientras que las proteínas controles 

redujeron de manera significativa el porcentaje de embriones en 2 células respecto del 

control (Figura 24). 
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Figura 24. Efecto de la presencia de proteínas GLIPR1s durante la coincubación sobre la 
capacidad fertilizante de espermatozoides. Ovocitos con ZP fueron pre-incubados en 
ausencia de proteína (control) o en presencia de diferentes concentraciones de recGLIPR1L1 o 
recGLIPR1L2, o proteínas CRISP como control, y luego inseminados con espermatozoides 
capacitados. Al cabo de 18 h de co-incubación, se determinó el porcentaje. Los resultados 
representan el promedio ± SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,02 vs 
control, ** p<0,001 vs control. 
 

 

 

 
 

Esquema 2. Ensayo de interacción de gametas in vitro en presencia de anticuerpo. 
 

El segundo esquema tiene como objetivo bloquear la proteína espermática a través del 

empleo de anticuerpos específicos y evaluar el efecto de dicho bloqueo sobre los 
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eventos de la fertilización (Esquema 2). En este caso, los espermatozoides 

capacitados de ratón fueron preincubados con anti-GLIPR1L1 ó anti-GLIPR1L2 

durante los 15 minutos finales de la capacitación para permitir la interacción 

anticuerpo-proteína, y luego utilizados para inseminar ovocitos con ZP, evaluándose 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 

exposición de las gametas tanto al anticuerpo anti-GLIPR1L1 como anti-GLIPR1L2 fue 

capaz de producir una inhibición significativa en el porcentaje de embriones en 2 

células respecto al control, sin observarse en ninguno de los casos acumulación 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 parámetros espermáticos. 

Los resultados indicaron que la presencia de los anticuerpos durante la co-incubación 

no afectó la viabilidad (Figura 25B) ni la motilidad de los espermatozoides (tanto 

vibratoria, como progresiva) (Figura 25C), como así tampoco la capacidad de los 

mismos de sufrir la RA espontánea (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 proteínas GLIPR1s sobre la capacidad 
fertilizante de los espermatozoides. Espermatozoides capacitados fueron preincubados por 
15 min en medio conteniendo 10 µg/ml anti-GLIPR1L1, anti-GLIPR1L2, o IgG de rata purificada 
de sueros preinmunes, y luego utilizados para inseminar ovocitos con ZP, evaluándose, el 
porcentaje de embriones en 2 células (A). En esos mismos espermatozoides se evaluó la 
viabilidad por tinción vital con eosina (B), la motilidad total subjetiva (C) y reacción acrosomal 
espontánea por la técnica de Coomassie Blue (D). *p<0.05. n=4. 
 

 

Con el fin de evaluar la participación de las proteínas en la etapa específica de unión a 

la ZP, los espermatozoides capacitados fueron incubados con los anticuerpos tal como 

se describiera anteriormente, y las gametas fueron co-incubadas sólo por treinta 

minutos. Los ovocitos fueron luego lavados para remover los espermatozoides 

asociados débilmente a la ZP y, finalmente, observados al microscopio óptico. Los 

resultados mostraron una disminución significativa en el número 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 proteínas GLIPR1s sobre la unión de 
espermatozoides a la ZP. Espermatozoides capacitados fueron preincubados con 10 µg/ml de 
anti-GLIPR1L1, anti-GLIPR1L2 o IgG de rata como control, y luego utilizados para inseminación 
de ovocitos con ZP (n=4). Al cabo de 30 minutos de coincubación, los ovocitos fueron lavados, 
fijados y montados, determinándose el número de espermatozoides unidos por ovocito. a p  
0,002; b p  0,05. 
 

 

Si bien los ensayos hasta aquí realizados indicaban la participación de estas proteínas 

en la interacción espermatozoide-ZP, existía la posibilidad de que las proteínas 

también participaran en la etapa posterior de fusión. 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 evaluó el porcentaje de fusión utilizando la técnica de Hoescht que permite 

discriminar entre espermatozoides unidos o fusionados. Los resultados indicaron que 

ninguno de los anticuerpos produjo una inhibición del porcentaje de ovocitos 

penetrados (Figura 27) sugiriendo que las proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 no 

participarían en la etapa de fusión. Cabe mencionar que no se evaluó la participación 

de las proteínas siguiendo el esquema 1 (co-incubación en presencia de proteínas), 

dado que, a diferencia de lo observado con los anticuerpos, ninguna de las proteínas 

había producido una disminución en el porcentaje de fertilización cuando los ovocitos 

empleados presentaban ZP (ver Figura 24).  
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Figura 27. Efecto de anticuerpos contra GLIPR1s sobre la fusión de gametas. Ovocitos de 
ratón sin ZP fueron inseminados con espermatozoides preincubados con 10 µg/ml de anti-
GLIPR1L1, anti-GLIPR1L2, o IgG de rata purificada y, al cabo de 90 min de co-incubación, los 
ovocitos fueron teñidos con Hoescht, determinándose el porcentaje de fertilización. Los datos 
representan el promedio ± SEM de al menos 3 experimentos independientes.  
 

 

En conjunto, los resultados presentados a lo largo de este capítulo describen la 

identificación de dos nuevas proteínas CAP, GLIPR1L1 de origen testicular y 

GLIPR1L2 de origen testicular y epididimario, las cuales se encuentran presentes en el 

espermatozoide y participarían en el proceso de fertilización, más específicamente en 

la etapa de interacción con la ZP. 
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Con el fin de esclarecer los mecanismos moleculares involucrados en la fertilización, la 

presente Tesis se ha centrado en las dos familias mejor caracterizadas de la 

superfamilia de proteínas CAP, las familias CRISP y GLIPR1. Para ello, en el primer 

capítulo se investigó la presencia de proteínas CRISP en el tracto reproductor 

femenino como así también su participación durante la interacción de gametas, 

mientras que el segundo capítulo estuvo enfocado en la caracterización de las 

proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 y estudio de su posible rol durante el proceso de 

fertilización. 

 

Capítulo 1 

CRISP en el tracto femenino 

Como se mencionara en la introducción, la alta homología entre las proteínas CRISP y 

Allurina nos llevó a investigar la posible presencia de alguna CRISP en el tracto 

reproductor femenino, como así también, su posible rol en el proceso de fertilización, 

siendo éstos los objetivos de este primer capítulo. 

 

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 cúmulus que rodean al 

ovocito, pero no así en el ovocito mismo. Estos resultados fueron confirmados por 

ensayos de Wb indicando la presencia de la proteína CRISP1 en los mismos tejidos en 

los que se habían detectado los mensajeros correspondientes. Estos estudios 

indicaban, claramente, que CRISP1 no sólo está 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 comparación con las bandas 

correspondientes a epidídimo tanto a nivel de mensajero como de proteína. Estudios 

complementarios en los que se analizó la localización de CRISP1 en los diferentes 

tejidos, mostraron su presencia en el epitelio luminal del oviducto y útero como así 

también en la superficie de las células de la granulosa del ovario y de las células del 

cúmulus, consistente con la naturaleza secretoria de las proteínas CRISPs, las cuales 

poseen en su secuencia el característico péptido señal (Krätzschmar J et al, 1996). 

Durante el transcurso de esta Tesis, el grupo de la Dra. O´Bryan realizó un análisis de 

la expresión de las proteínas CRISP en diversos tejidos del ratón identificando a 

CRISP1 en útero pero no así en ovario por RT-PCR detectando, al igual que en 
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nuestro trabajo, una marcación positiva en el epitelio luminal por inmuno-histoquímica 

(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 

evalúa la presencia de CRISP1 en oviducto ni en las células del cúmulus. En ese 

sentido, cabe mencionar un reciente trabajo que describe la presencia del mensajero 

de CRISP1 en las células del cúmulus por RT-PCR (Burnett et al., 2012), apoyando 

nuestras observaciones en esas células. 

 

Teniendo en cuenta que CRISP1 se encuentra presente en unas vesículas 

membranosas llamadas “epididimosomas” que mediarían la transferencia de proteínas 

integrales al espermatozoide durante su tránsito por el epidídimo (Griffiths et al., 

2008a), decidimos investigar si existía la posibilidad de que CRISP1 se encontrará 

también presente en unas vesículas membranosas muy similares presentes en el 

fluido uterino denominadas “uterosomas”. Dado que dichas vesículas habían sido 

descriptas en ratón, evaluamos la presencia de uterosomas en la rata y la posible 

asociación de CRISP1 a los mismos. La correcta obtención de los uterosomas de rata 

se confirmó mediante su observación al microscopio electrónico. En concordancia con 

lo descripto en la bibliografía (Griffiths et al., 2008b), se observó la presencia de 

numerosas vesículas formadas por doble membrana, con heterogeneidad de tamaño. 

A continuación, se investigó la presencia de CRISP1 en estas vesículas uterinas 

mediante la preparación de extractos proteicos y su posterior análisis por Wb. Los 

resultados obtenidos indicando la presencia de CRISP1 en las vesículas y su ausencia 

en fluido uterino constituyen la primera evidencia de la existencia de una proteína 

CRISP en los uterosomas. Hasta el momento, se sabe muy poco respecto a las 

funciones biológicas de estas vesículas. Considerando evidencias previas de nuestro 

laboratorio indicando la transferencia in vitro de CRISP1 desde los epididimosomas a 

los espermatozoides (Tesis Doctoral Julieta Maldera), existía la posibilidad de que 

CRISP1 sea transferida a los espermatozoides no sólo durante la maduración 

epididimaria a través de epididimosomas, sino también durante su paso por el útero 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 población mayoritaria que se asocia en 

forma débil, la cual podría actuar como factor decapacitante, y una fracción minoritaria 

que se asocia con mayor afinidad y que sólo puede ser removida de los 

espermatozoides por tratamientos que extraen proteínas integrales de membrana 

(Cohen et al., 2000b), la cual participaría en el proceso de fertilización. Mientras que la 
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población débilmente unida se asociaría a los espermatozoides por un mecanismo que 

involucraría la formación de complejos entre la proteína y el zinc (Maldera et al., 2011), 

la población fuertemente unida lo haría 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 población de 

CRISP1 que se una fuertemente a la superficie de los espermatozoides durante su 

tránsito por el útero con el fin de reforzar y asegurar la presencia de esta proteína 

involucrada en el proceso de fertilización. 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 vesículas uterinas. Sin embargo, existen evidencias que apoyan la modificación 

post-testicular de las proteínas de superficie de los espermatozoides no sólo durante la 

maduración epididimaria sino también durante su capacitación en el tracto femenino 

(Kirchhoff et al., 1998). Un claro ejemplo es la proteína testicular SPAM1 de ratón, la 

única proteína caracterizada en los uterosomas hasta el momento, la cual participa en 

el proceso de fertilización y es transferida a los espermatozoides por un mecanismo 

mediado por las vesículas uterinas (Griffiths et al., 2008a). De esta manera, si bien 

SPAM1 se encuentra presente en el espermatozoide desde el testículo, continúa 

incorporándose a la gameta tanto durante su tránsito por el epidídimo a través de 

epididimosomas como durante su tránsito por el útero 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 ovulación, con el fin de reforzar la presencia de esta proteína 

en la gameta masculina. Tal es el caso de la proteína de hámster Oviductina, la cual 

es sintetizada tanto en el útero como en el oviducto, y se asocia a los espermatozoides 

durante el tránsito por ambos órganos, participando luego en la interacción 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). Además, es posible que 

CRISP1 en el oviducto participe en la estrecha asociación de los espermatozoides al 

isthmus oviductal, como ocurre con la proteína SBG la cual facilita la unión de los 

espermatozoides al epitelio oviductal, actuando también en la capacitación de los 

mismos (Teijeiro et al., 2011). Finalmente, la proteína CRISP1 detectada en las células 

de la granulosa del ovario corresponde a aquella que forma parte de las células del 

cúmulus, siendo posible que la misma cumpla un rol durante la penetración de los 

espermatozoides a través del cúmulus que rodea al ovocito. Esta posibilidad será 

discutida en profundidad más adelante.  
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 La presencia de CRISP1 en el tracto femenino de la rata nos llevó a investigar la 

presencia de las otras proteínas CRISP en este tracto tales como CRISP2 y CRISP4, 

dado que el gen de CRISP3 no está presente en la rata. A diferencia de CRISP1, el 

mensajero de CRISP2 se detectó sólo en ovario, mientras que el correspondiente a 

CRISP4 no se encontró en ninguno de los órganos reproductores femeninos 

evaluados. Dada la existencia del mensajero de CRISP2 en ovario, se exploró su 

presencia tanto en los ovocitos como en las células del cúmulus, obteniéndose 

resultados negativos en ambos casos. Los estudios de Wb en tejido ovárico revelaron 

la presencia de una banda a la misma altura que la correspondiente a CRISP2 

testicular confirmando la expresión de la proteína en este tejido. La presencia de otra 

banda de menor intensidad y mayor peso molecular que CRISP2 podría corresponder 

a una inespecificidad detectable en ovario debido a la mayor concentración de 

extractos proteicos utilizados para detectar CRISP2 en este tejido comparado a la 

utilizada en testículo. Alternativamente, la banda podría corresponder a una 

modificación post-traduccional, específica de ovario ya que es sabido que CRISP2 no 

posee ninguna modificación post-traduccional a nivel testicular (Reddy et al., 2008). 

Los estudios de localización mostraron a CRISP2 en la región de la médula ovárica y 

en el tejido intersticial del cortex. Considerando el carácter secretorio de CRISP2 y su 

rol como regulador de canales iónicos (Gibbs et al., 2006), es posible que esta 

proteína cumpla una función parácrina en el ovario regulando el flujo de iones, crítico 

para numerosos eventos foliculares (Díaz-Muñoz et al., 2008). Si bien la Dra O´Bryan 

y colaboradores (Reddy et al., 2008) detectaron a CRISP2 en el ovario por inmuno-

histoquímica, la misma fue localizada, a diferencia de nuestras observaciónes, en las 

células de la granulosa, en las células intersticiales del cortex ovárico 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. Además, a diferencia de nuestro grupo, 

el trabajo mencionado no evalúa la presencia de CRISP2 ni en oviducto ni en células 

del cúmulus.  

 

Tal como se indicara anteriormente, la presencia de CRISP1 en las células del 

cúmulus sugería su posible participación en el proceso de interacción 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 proteína epididimaria CRISP1 

en el proceso de fertilización, y constituyeron el primer KO para una proteína 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 ratón. Los resultados indicaron la 

presencia del mensajero de CRISP1 en el ovario, oviducto, útero y células del cúmulus 

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 

(epidídimo), 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 secuenciación de las bandas detectadas en los animales HT 

confirmó la identidad de las mismas como CRISP1. La presencia de la proteína 

CRISP1 en ovario, oviducto y útero fue confirmada por Wb, evidenciándose, al igual 

que en la rata, una menor expresión en todos estos tejidos respecto a la 

correspondiente en epidídimo. El empleo de los animales KO confirmó que la ausencia 

del mensajero se traducía en la ausencia de la proteína en ovario y en útero. Los 

estudios de IIF revelaron la misma localización de CRISP1 en los tejidos y en las 

células del cúmulus que la observada en la rata, a excepción del ovario donde se 

detectó una marcación minoritaria en las células intersticiales no detectada en la rata. 

Cabe destacar que en ninguno de los casos se encontró marcación en los animales 

KO. Estos resultados nos indicaban la presencia de CRISP1 a lo largo de todo el tracto 

femenino del ratón, confirmando, además, la utilidad de los animales KO para evaluar 

la posible participación de CRISP1 en la interacción de gametas en esta especie.  

 

En base a nuestros resultados revelando la presencia de CRISP1 en las células del 

cúmulus, evaluamos su posible participación en el proceso de interacción de gametas. 

Para ello, se realizaron experimentos de fertilización in vitro en los cuales los COCs 

Crisp1-/- se co-incubaron tanto con espermatozoides control como mutantes. Bajo 

estas condiciones, los porcentajes de fertilización correspondientes a los COCs 

deficientes en CRISP1 fueron significativamente menores que aquellos obtenidos con 

COCs control. Más aún, cuando se co-incubaron los COCs KO con espermatozoides 

KO, los porcentajes de fertilización fueron significativamente menores que aquellos 

observados cuando los COCs KO eran incubados con espermatozoides control. En 

relación a estas observaciones surgen dos consideraciones: que CRISP1 presente en 

las células del cúmulus cumpliría un rol en la interacción de gametas, y que los 

espermatozoides carentes de CRISP1 exhiben un defecto en la fertilización 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 reacción acrosomal 

(tanto espontánea 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 

parámetros funcionales involucrados en la penetración del cúmulus. Por otro lado, 

observaciones de nuestro grupo indicaban que la proteína CRISP1 purificada era 

capaz de unirse a ácido hialurónico (AH), uno de los componentes mayoritarios de la 

matriz de los COCs, como así también de provocar la dispersión de las células del 

cúmulus (Tesis Doctoral Dra. Dolores Busso), sugiriendo que CRISP1 del 

espermatozoide podría cumplir un rol durante la etapa de penetración del cúmulus. En 

ese sentido, se ha planteado que la penetración del cúmulus estaría mediada tanto por 

la fuerza generada por la hiperactividad del espermatozoide (teoría mecánica) como 

también por la acción de enzimas capaces de degradar la matriz extracelular (teoría 

enzimática) (Kim et al., 2008). En base a ello, y teniendo en cuenta la capacidad 

degradativa de CRISP1, el siguiente paso consistió en investigar la posible 

participación de CRISP1 del espermatozoide en la apertura del cúmulus que rodea al 

ovocito durante la fertilización. Nuestros resultados mostraron que, al igual que había 

sido observado para la rata y ratón (Tesis Doctoral Dra. Dolores Busso), la proteína 

CRISP1 purificada era capaz de dispersar en forma tiempo-dependiente a las células 

de cúmulus maduros, sugiriendo que el blanco de la acción de CRISP1 sería la matriz 

en la cual están embebidas las células del cúmulus. El hecho de que CRISP3 

purificada no afectara la integridad del cúmulus indicó que el efecto no era propio de 

cualquier CRISP. Con el fin de analizar la especificidad de la acción de CRISP1 sobre 

la integridad del cúmulus, los ensayos fueron realizados en presencia de CRISP1 

purificada expuesta previamente a diferentes sueros específicos contra la proteína. 

Los resultados mostrando que el efecto de dispersión no era bloqueable por la acción 

de ninguno de los anticuerpos sugirieron que la actividad dispersante de CRISP1 

podía deberse a la presencia de contaminantes en la preparación. Dicha posibilidad se 

evaluó a través de ensayos con apigenina, un flavonoide inhibidor específico de 

hialuronidasas que había sido utilizado para demostrar la acción hialuronidásica de 

PH20 y Hyal5 (Lin et al., 1994; Kim et al., 2005). La disminución de la actividad 

dispersante de CRISP1 en presencia de este inhibidor fue un hallazgo importante ya 

que apoyó la idea de que el efecto de la preparación de CRISP1 dependía de una 

actividad hialuronidasa. Sin embargo, nuestras evidencias previas indicaban que si 

bien la preparación de CRISP1 purificada tenía la capacidad de disgregar el cúmulus y 

de unirse a AH, no poseía actividad hialuronidásica según surgía de la comparación de 

las secuencias aminoacídicas de CRISP1 con las de dos proteínas con actividad 

hialuronidasa: la hilauronidasa del veneno de la abeja Apis mellifera (Gmachl & Kreil, 

1993) y la proteína PH-20 de rata (Hou et al, 1996). Más aún, la capacidad de CRISP1 
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para degradar AH también había sido analizada mediante un ensayo bioquímico, 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 hialuronidásica en los preparados de CRISP1. La 

repurificación de la proteína confirmó la presencia de contaminantes en la preparación 

los cuales serían responsables de la actividad dispersante a juzgar por el hecho de 

que CRISP1 repurificada no tuvo acción alguna sobre la dispersión de las células del 

cúmulus. En conjunto, los estudios realizados indicaban que CRISP1 presente en la 

superficie del espermatozoide no podría ejercer un efecto sobre la apertura o 

dispersión de la matriz del cúmulus, descartando que los menores porcentajes de 

fertilización observados en la co-incubación de COCs KO con espermatozoides KO se 

debieran a una menor capacidad de los espermatozoides KO de dispersar al cúmulus. 

Por su parte, al igual que lo observado anteriormente (Da Ros et al., 2008), los 

espermatozoides KO incubados con COCs control no exhibieron ningún defecto 

significativo en su capacidad fertilizante. En ese sentido, es sabido que el cúmulus 

oophorus tiene efectos beneficiosos sobre la fertilización 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 podrían, en 

conjunto, enmascarar los defectos propios de los espermatozoides KO. En vista de 

ello, los menores porcentajes de fertilización obtenidos con espermatozoides y COCs 

KO podrían deberse a los defectos ya conocidos en la fosforilación de proteínas en 

tirosina, en la capacidad del espermatozoide de interactuar con la ZP o con el oolema 

(fusión) (Da Ros et al., 2008), o bien a defectos aún no descriptos, los cuales se harían 

evidentes en una condición más restrictiva como la correspondiente al empleo de 

cúmulus KO. 

  

La segunda observación importante de los ensayos de fertilización in vitro fue el hecho 

de que, en aquellos casos en los que se utilizaron COCs KO, observáramos menores 

porcentajes de fertilización. Estos resultados, nos llevaron a pensar que los efectos 

beneficiosos que atribuíamos al cúmulus oophurus, podían también deberse a la 

presencia de CRISP1 en dichas células. En base a ello, el próximo paso consistió en 

evaluar si CRISP1 del cúmulus ejercía un efecto positivo sobre la penetración de los 

espermatozoides. Los ensayos de penetración realizados mostraron que, en aquellos 

COCs que carecían de la proteína, ingresaban menos espermatozoides que en los 

COCs controles, confirmando que CRISP1 presente en las células del cúmulus 

favorecía la penetración de los espermatozoides a través del cúmulus. Una 
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observación interesante fue que la penetración de los cúmulus tanto KO como HT no 

difirió 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 cúmulus respecto a los espermatozoides control. 

Estas observaciones apoyan nuestros resultados previos indicando que CRISP1 no 

tendría una actividad dispersante de las células del cúmulus. 

  

Una posible explicación para la disminución en la penetración de COCs carentes de 

CRISP1 podría ser que la estructura de la matriz extracelular se encontrase alterada 

generando así una mayor dificultad a los espermatozoides para penetrarla. Tal es el 

caso de COCs resistentes a la degradación por hialuronidasa debido a la 

sobreexpresión de fibronectina, que los hace menos aptos para la fertilización (Tamba 

et al., 2008). Teniendo en cuenta estas observaciones, evaluamos la estructura de la 

matriz extracelular del cúmulus carente de CRISP1 mediante el estudio de la apertura 

de COC tanto espontánea como inducida por hialuronidasa. En ambos casos, la 

evaluación se hizo en función del tiempo y comparando COCs KO y HT. Los 

resultados mostraron que la dispersión de las células del cúmulus tanto espontánea 

como inducida por hialuronidasa fue la misma para ambos grupos, apoyando la idea 

de que la estructura de la matriz del COC no estaría afectada por la ausencia de 

CRISP1 en la misma. Otra posible explicación para la menor penetración observada 

para COCs KO sería que CRISP1 ejerciera una actividad quimioatractante hacia los 

espermatozoides tal como fuera descripto para la proteína CRISP Allurina de anfibios. 

Allurina fue identificada a partir de medios condicionados de huevos de Xenopus 

leavis, los cuales tenían la capacidad de atraer espermatozoides (Al-Anzi and 

Chandler, 1998), encontrándose luego que dicha proteína era la responsable del 

efecto observado (Olson et al., 2001). Esta proteína es secretada por las células 

ciliadas del epitelio oviductal, y se incorpora a la cubierta gelatinosa de los huevos 

durante su tránsito por el oviducto (Xiang et al., 2004). Una vez que los huevos son 

liberados por la hembra al medio, Allurina es rápidamente liberada por difusión y 

convección, atrayendo a los espermatozoides (Xiang et al., 2005). Otra de las 

evidencias de la probable actividad quimioatractante de CRISP1 la constituye el 

modelo del ratón KO para la proteína receptora de prostanglandina E subtipo EP2 

(PTGER2) presente en las células del cúmulus, el cual exhibe una severa reducción 

en la tasa de fertilización y de penetración del cúmulus (Hizaki et al., 1999). Dicha 

reducción se debe, principalmente, a que la ausencia del receptor genera un 
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desbalance en la síntesis de quemoquinas, las cuales atraen los espermatozoides 

mediante quimiotaxis. Considerando estos resultados, y que la penetración de los 

espermatozoides era menor en los COCs KO, el próximo paso consistió en evaluar si 

CRISP1 tenía la capacidad de quimioatraer a los espermatozoides. 

 

El análisis de la actividad quimiotáctica de CRISP1 se realizó utilizando el método de 

medición de quimiotaxis descripto por la Dra. Giojalas (Universidad de Córdoba), en el 

cual uno de los receptáculos de una cámara Zigmond es cargado con el agente a 

testear como quimioatractante mientras que el otro es cargado con espermatozoides 

capacitados, formándose un gradiente monodimensional del quimioatractante. Los 

espermatozoides son filmados por una cámara acoplada al microscopio y los videos 

analizados, posteriormente, mediante el seguimiento individual de la trayectoria 

(orientación) de los espermatozoides. En todos los ensayos se empleó progesterona 

como control positivo ya que la actividad quimiotáctica de esta hormona está bien 

descripta en mamíferos (Teves et al., 2006). Cabe destacar que la actividad 

quimiotáctica se define como el control direccional del nado de los espermatozoides 

generado por el agente quimiotáctico mediante un gradiente de concentración 

creciente originado desde la fuente de dicho agente. Estos ensayos revelaron que 

CRISP1 exhibía actividad quimioatractante a partir de una concentración de 1 ȝM, 

alcanzando los niveles correspondientes a la progesterona (control positivo) a 10 ȝM. 

Si bien esta concentración es varios órdenes de magnitud mayor a la necesaria para 

progesterona, la misma es similar a la concentración de CRISP1 utilizada para inhibir 

la unión de los espermatozoides a ZP y la fusión de gametas en ensayos in vitro (6 

ȝM) (Cohen et al., 2000b; Cohen et al., 2000a; Busso et al., 2007a).  

 

La actividad quimioatractante de CRISP1 parecería depender de su conformación a 

juzgar por el hecho que la proteína recombinante recCRISP1 expresada en bacterias, 

carente de glicosilación, y con un deficiente nivel de formación de puentes disulfuro 

(Ellerman et al., 1998), no fue capaz de quimioatraer a los espermatozoides a la 

máxima concentración utilizada (10 ȝM). La necesidad de una correcta conformación 

para la actividad quimiotáctica de CRISP1 también quedó evidenciada por los 

resultados mostrando que la desnaturalización parcial de la proteína por calor o la 

acción conjunta de la desnaturalización por calor y reducción de los puentes disulfuro 

por DTT, disminuyeron dicha capacidad. Cabe mencionar que la proteína Allurina 

generada en un sistema procariótico también mostró atraer a los espermatozoides de 
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sapo de un modo menos eficiente que la proteína nativa debido a la incorrecta 

formación 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 sólo de anfibios sino también de ratón. 

Teniendo en cuenta la homología de Allurina con CRISP1, en el mismo trabajo los 

autores evaluaron la capacidad de la proteína recombinante CRISP1 de ratón de 

atraer a los espermatozoides, encontrando que la misma no poseía dicha capacidad 

(Burnett et al., 2011). La proteína recombinante utilizada en estos estudios fue 

generada en fibroblastos de ratón por lo cual, a diferencia de nuestra proteína 

recombinante, no tendría afectada las modificaciones post-traduccionales ni la 

conformación. En base a ello, una posible explicación para la falta de actividad 

quimiotáctica observada para esta proteína podría radicar en el hecho de que los 

autores utilizaron medios condicionados conteniendo la proteína recombinante a una 

concentración única (Burnett et al., 2011), no suficiente para ejercer el efecto 

quimiotáctico, o que algún factor presente en el medio inactive su potencial actividad.  

 

Nuestros resultados describen por primera vez, en mamíferos, la capacidad 

quimiotáctica de una proteína ya que, hasta el momento, sólo se encontraban 

descriptos como agentes quimiotácticos de espermatozoides a la ya mencionada 

hormona esteroidea progesterona (Teves et al., 2006), el aldehído aromático 

bourgeonal que activa los receptores olfatorios OR1D2 en el espermatozoide (Spehr et 

al. 2003; Spehr et al. 2004; Gakamsky et al. 2009), y péptidos pequeños de hasta 8 

kDa denominados quemoquinas, tales como RANTES, CCL7, etc. (Isobe et al., 2002; 

Tamba et al., 2008). Nuestras observaciones mostrando la actividad quimiotáctica de 

CRISP1 están apoyadas por los resultados encontrados para la proteína CRISP 

Allurina (Al-Anzi et al., 1998), que fue la primera proteína CRISP detectada en el tracto 

femenino y en mostrar capacidad quimiotáctica de espermatozoides de sapo (Olson et 

al., 2001).    

 

Si bien el mecanismo de acción que llevaría a CRISP1 a generar quimiotaxis sobre los 

espermatozoides de ratón aún se desconoce, recientes trabajos aportarían cierta 

evidencia al respecto. De acuerdo a estos estudios, Allurina no alteraría la velocidad 

de los espermatozoides sino su orientación, uniéndose principalmente a la pieza 

media del flagelo espermático (Burnett et al., 2011). Por otro lado, el movimiento 

flagelar está asociado a las señales de calcio provenientes tanto de la entrada de 
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calcio extracelular como de la liberación de este ión de los reservorios intracelulares 

(Burnett et al., 2012). En ese sentido, es sabido que la progesterona, principal 

quimioatractante de espermatozoides en mamíferos, 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 regulación de las 

señales de calcio del flagelo durante la quimiotaxis (Lishko et al., 2011; Strünker et al., 

2011). Además 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, capacitación y reacción 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 ratón (Martinez-Lopez et al., 

2011), y se ha mostrado que estos canales podrían estar involucrados en termotaxis, 

quimiotaxis y transducción mecanosensitiva (De Blas et al., 2009; Martinez-Lopez et 

al., 2011). Uno de estos canales, el TRPM8, mostró ser inhibido por la región CRD de 

CRISP4 (Gibbs et al., 2011). La alta homología entre el CRD de CRISP4 y CRISP1 

sugeriría que CRISP1 también podría regular canales TRP y, a través de los mismos, 

ejercer su acción quimiotáctica. Esta posibilidad está siendo evaluada en estos 

momentos en colaboración con el Dr Alberto Darszon (UNAM, Méjico), como así 

también la posibilidad de que CRISP1 pudiera estar modulando directa o 

indirectamente a “CatSper”. Un aspecto a considerar en cuanto a la participación de 

CRISP1 en quimiotaxis a través del CRD, es que Allurina, también involucrada en este 

proceso, carece de CRD, estando conformada sólo por el dominio PR1 y una porción 

del Hinge. Por tal razón, resultará de sumo interés evaluar cuál de los dominios de 

CRISP1 se encuentra involucrado en quimiotaxis o bien la posibilidad de que ambos 

dominios ejerzan el efecto atractante.  

 

Por último, si bien los anticuerpos desarrollados en nuestro laboratorio detectan a 

CRISP1 sólo en la cabeza de los espermatozoides, la misma también se encontraría 

presente en la cola según 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 proteína CRISP1 en cabeza y cola, sea capaz de detectar un gradiente 

formado por CRISP1 proveniente de las células del cúmulus. Una posibilidad es que 

existan receptores libres para CRISP1 en el espermatozoide, lo cual estaría apoyado 

por la capacidad de CRISP1 nativa de unirse a la cola de espermatozoides inmaduros 

(Maldera et al., 2011). Más aún, tanto los canales CatSper (Xia et al., 2007), como los 

TRP, incluyendo los TRPM8, se encuentran principalmente en la cola del 
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espermatozoide (Martinez-Lopez et al., 2011). Otra posibilidad podría ser que la 

proteína proveniente del cúmulus contacte a aquella que se encuentra presente en el 

espermatozoide formando un dímero que actúe como efector de la señal quimiotáctica. 

Apoyando esta opción, existen evidencias de dimerización de proteínas CRISP 

presentes en venenos de víboras (Suzuki et al., 2008). Una última opción sería que 

CRISP1 del cúmulus presente diferencias post-traduccionales con respecto a la 

proteína espermática siendo estas diferencias las que el espermatozoide lograra 

detectar. Sin embargo, esta hipótesis es poco probable dado que los ensayos de 

quimiotaxis fueron realizados con la proteína CRISP1 nativa purificada de epidídimo. 

 

Es interesante mencionar que nuestros hallazgos no sólo proporcionan información 

sobre los mecanismos por los cuales la proteína CRISP1 presente en las células del 

cúmulus participa en la interacción de gametas, sino que permitirían mimetizar in vitro 

la capacidad quimiotáctica de una proteína clave en el proceso de fertilización. En ese 

sentido, sería interesante investigar la presencia de CRISP1 en las células del 

cúmulus humanas, lo cual abriría la posibilidad de una futura aplicación en la clínica tal 

como la evaluación de la falta o mutación de CRISP1 en los cúmulus de mujeres 

infertiles o subfertiles. En caso de encontrarse algún tipo de asociación entre la 

infertilidad de las pacientes y la presencia de CRISP1 en sus COCs, se podría plantear 

la posibilidad del agregado de esta proteína en los ensayos de fertilización in vitro 

(FIV) con el fin de aumentar los porcentajes de fertilización. Por otro lado, con el 

advenimiento de la técnica de inyección intracitoplasmática de espermatozoides 

(ICSI), se han ofrecido nuevas esperanzas a pacientes con subfertilidad severa. Previo 

a la inyección de los espermatozoides, el paso clave es la selección de los 

espermatozoides a inyectar, siendo el actual criterio de selección la observación 

cualitativa de las gametas por parte del operador. De este modo, el análisis de la 

capacidad de los espermatozoides de responder a la actividad quimioatractante de 

CRISP1 podría constituir un nuevo parámetro para la selección espermática. En ese 

sentido, recientemente, se ha diseñado un chip de quimiotaxis para la selección 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 evaluación 

utilizando 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 capítulo, se observó la presencia de CRISP1 a lo largo de todo el 

tracto reproductor femenino (útero, oviducto, ovario y células del cúmulus) 

evaluándose su posible función en el mismo. En ese sentido, se observó que la 

ausencia de CRISP1 en las células del cúmulus disminuye el porcentaje de 

fertilización in vitro y la penetración de los espermatozoides al cúmulus debido, muy 

probablemente, a la capacidad de esta proteína de quimioatraer a los 

espermatozoides. Sumado a los resultados previos, concluimos que CRISP1 sería una 

proteína crítica en el proceso de fertilización ya que acompaña o escolta al 

espermatozoide a lo largo del tracto reproductor tanto masculino como femenino. De 

este modo, CRISP1 se asociaría a los espermatozoides durante el tránsito de los 

mismos por el epidídimo. Posteriormente, durante su tránsito por el tracto femenino, la 

proteína CRISP1 presente en el útero se asociaría a los espermatozoides a través de 

un proceso de transferencia mediado por uterosomas. Ya en el oviducto, mientras la 

proteína CRISP1 presente en el isthmus podría jugar algún rol en la interacción entre 

el espermatozoide y el epitelio, la proteína presente en la ampulla y en el cúmulus 

ejercería un efecto quimioatractante conduciendo a los espermatozoides 

hiperactivados hacia el ovocito (Esquema 1).  
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Esquema 1: Representación esquemática de la participación de la proteína CRISP1 
femenina.  
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Capítulo 2 

GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en el tracto reproductor masculino 

 

Como fuera mencionado en la introducción 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 información existente sobre la 

presencia y función de familia GLIPR1 en el tracto reproductor era escasa y 

controvertida. En ese sentido, la alta homología que presentan las proteínas CRISP y 

las proteínas GLIPR1 sugería posibles funciones comunes. De acuerdo a los estudios 

realizados por Visconti y colaboradores (2005), la secuenciación de pequeños 

péptidos provenientes de proteínas presentes en “rafts” de membrana de 

espermatozoides de ratón reveló la posible presencia de dos proteínas denominadas 

SCP/TPX-1/CRISP-LIKE # 2 (1700011E04RIK) BAB24280 y SCP/TPX-1/CRISP-LIKE 

#1 (4921508011RIK) NP_080499. Posteriormente, nuestra búsqueda de las 

secuencias de los genes que podían contener esos péptidos en la base de datos del 

NCBI, indicaron que los mismos pertenecían al ADNm de las proteínas GLIPR1L1 y 

GLIPR1L2. En base a ello, nos planteamos estudiar la expresión, presencia y 

localización de estas dos proteínas en el tracto reproductor, y su posible participación 

en la interacción de gametas.  

 

Los estudios de RT-PCR y secuenciación destinados a evaluar la presencia de los 

mensajeros de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en diferentes tejidos indicaron la expresión de 

GLIPR1L1 en testículo y de GLIPR1L2 tanto en testículo como en el cauda 

epididimario, confirmando a ambas proteínas como componentes del tracto 

reproductor masculino del ratón. Considerando la presencia de CRISP1 en el tracto 

reproductor femenino, se estudió 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 analizó la expresión de estas proteínas durante el 

desarrollo postnatal mediante RT-PCR semi-cuantitativa sugirieron una expresión 

andrógeno-dependiente de ambas proteínas, a juzgar por los niveles significativos de 

expresión alrededor de los 20 días, coincidente con el momento en el cual se 
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comienzan a detectar los niveles androgénicos de plasma y los receptores de 

andrógenos en testículo y epidídimo (Gallon et al., 1989; McKinney y Desjardins, 1973) 

como así también por el hecho de que los niveles de expresión de las GLIPR1s 

alcanzan un máximo a los 40 días, momento en el cual los ratones alcanzan la 

madurez sexual. La andrógeno-dependencia de la expresión de las proteínas sugerida 

por los ensayos de RT-PCR semi-cuantitativa, está apoyada por la presencia de 

elementos AREs (Androgen Response Elements) en la región promotora de ambos 

genes. Asimismo, es importante mencionar que los genes de las GLIPRs son 

regulados por p53, factor de transcripción involucrado en el daño del ADN, apoptosis y 

control del ciclo celular, y cuya inhibición disminuye la señalización mediada por el 

receptor de andrógenos (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 regulación androgénica de 

GLIPR1L1 y GLIPR1L2. Por otro lado, el estudio de la localización de ambos 

mensajeros mediante la técnica de hibridación in situ evidenció la presencia de 

GLIPR1L1 en las espermátidas redondas y elongadas del testículo, y de GLIPR1L2 en 

los espermatocitos primarios del testículo y en las células principales del epitelio del 

caput epididimario. Cabe destacar que la localización testicular de las dos proteínas es 

similar a la observada para CRISP2 (Foster y Gerton, 1996), mientras que la 

localización de GLIPR1L2 en el epidídimo es similar a la de la proteína epididimaria 

andrógeno-dependiente CRISP1 (Eberspaecher et al., 1995). Estas observaciones, 

junto a la presencia de los mensajeros de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en las células 

testiculares post-mitóticas, son consistentes con la posible presencia de ambas 

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

 

Con el fin de estudiar la localización, y función de GLIPR1L1 y GLIPR1L2, el paso 

siguiente consistió en clonar y expresar las proteínas recombinantes para la posterior 

generación de los anticuerpos específicos. Para ello, se subclonaron las secuencias 

codificantes de ambas proteínas del vector Topo al vector pGemT, incluyéndoles los 

sitios de digestión de las enzimas de restricción BamHI y HindIII en los extremos 5´y 

3´, respectivamente, con el fin de poder direccionar el subclonado. Una vez dentro del 

vector pGemT, ambas secuencias fueron extraídas del mismo mediante digestión 

enzimática y transferidas al vector de expresión pET-28c. Dicho vector produce 

proteínas de fusión con poli-histidina lo cual permite la purificación de las mismas a 

través de una columna de afinidad de níquel (Mierendorf et al., 1998). La expresión a 

partir de este vector resultó en la detección de una banda única del tamaño esperado 
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para GLIPR1L1 tanto por Wb como por tinción del gel con CBB, y de una banda para 

GLIPR1L2 detectada sólo por Wb, sugiriendo una menor expresión de esta proteína. 

La coincidencia entre el peso molecular observado y el esperado para las proteínas de 

fusión indicó que las bandas detectadas corresponderían a recGLIPR1L1 y 

recGLIPR1L2.  

Con la finalidad de optimizar la expresión de ambas proteínas, se estudió el 

crecimiento, en medio líquido, de bacterias transformadas, evaluándose su capacidad 

de responder a la inducción con IPTG. Si bien los resultados mostraron la ausencia de 

crecimiento bajo condiciones de inducción, los ensayos de Wb indicaron que la 

inducción a 37°C generaba productos de proteólisis en ambas proteínas 

recombinantes. Para evitar dicho efecto, se evaluó la expresión de las dos proteínas a 

27 ºC, observándose la reducción de los productos de degradación y una mayor 

expresión de las proteínas recombinantes completas. Estos resultados confirmaron 

que la sobreexpresión de ambas proteínas era tóxica para las bacterias, tal como es el 

caso de 135 proteínas del arroz (Tsunoda et al., 2005) y de la proteína bacteriana 

Flagellina (Goudarzi et al., 2009), cuyas inducciones en un sistema pET-28C a 37ºC 

en Escherichia coli, resulta tóxica para la célula y conduce a la degradación. A pesar 

de que la expresión a temperaturas menores que 37ºC previene la formación de 

cuerpos de inclusión (Rudolph y Lilie, 1996), la expresión a 27°C de recGLIPR1L1 y 

recGLIPR1L2 resultó en la obtención de las proteínas mayoritariamente en forma 

insoluble. Si bien la aparición de las proteínas en los cuerpos de inclusión no era un 

efecto buscado, permitió que la purificación fuera más sencilla ya que los cuerpos de 

inclusión se encuentran enriquecidos en las proteínas recombinantes y son fáciles de 

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

Sin embargo, teniendo en cuenta que un aspecto importante para la purificación de 

una proteína por cromatografía de afinidad es que la misma se obtenga en forma 

soluble, las dos GLIPR1s fueron purificadas por solubilización de los cuerpos de 

inclusión con urea, y pasaje por columna de afinidad de níquel. A pesar de ello, la 

purificación 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 fusión (His tag) no 

se mantuviera unido a ambas proteínas o que hubiera sido clivado ya que la detección 

de las proteínas recombinantes con el anticuerpo contra His tag confirmó que las 

mismas tenían 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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procedió a la purificación de ambas proteínas por elución pasiva de las mismas desde 

el gel, el cual resultó un proceso rápido que posibilitó obtener grandes cantidades de 

proteína purificada con una pureza superior al 90%. En conjunto, estos resultados 

indicaron que las proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 pueden ser expresadas en un 

sistema bacteriano, y purificadas con un rendimiento aceptable.  

 

Habiendo expresado y purificado las dos proteínas recombinantes, el paso siguiente 

consistió en la inmunización de ratas con dichas proteínas con el fin de generar los 

correspondientes anticuerpos. Los sueros obtenidos fueron capaces de reconocer a 

las proteínas recombinantes en forma específica, a juzgar por la falta de detección de 

las mismas al utilizar los sueros preinmunes control. Posteriormente, los sueros fueron 

pasados por una columna de sefarosa-proteína G, la cual posee alta afinidad por la 

fracción cristalizable de las inmunoglobulinas G (IgGs) permitiendo su purificación 

(Björck y Kronvall, 1984). La posibilidad de que cada uno de los anticuerpos obtenidos 

reconociera a ambas proteínas 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 IgGs purificadas no presentaron reacción cruzada entre sí. En ese sentido, cabe 

mencionar que la ausencia de actividad cruzada entre dos anticuerpos contra 

proteínas homólogas fue también observada para las proteínas CRISP1 y CRISP2, las 

cuales exhiben un 70% de identidad (Eberspaecher et al., 1995; Kasahara et al., 

1989), como así también CRISP1 y CRISP4 que poseen un 44% de identidad (Nolan, 

et al., 2006). 

 

Contando con los anticuerpos generados, se procedió a investigar la existencia de las 

proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en aquellos órganos en los cuales se habían 

detectado los mensajeros correspondientes. Ensayos de Wb detectaron la presencia 

de una banda de 29 kDa en testículo, al emplear anti-GLIPR1L1, y de una banda de 

37 kDa tanto en testículo como en epidídimo, 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 testículo como en epidídimo, consistente con la ausencia de actividad cruzada 

observada al utilizar las proteínas recombinantes aisladas. Estos resultados 

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

reproductor masculino. 

 

Posteriores estudios de Wb confirmaron la presencia de ambas proteínas en la gameta 

masculina con un peso molecular igual al predicho. Estudios complementarios de 

inmunolocalización mostraron la presencia de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en la región 

dorsal de la cabeza de células sin tratar, revelando la existencia de tres diferentes 

patrones de marcación en la cabeza de células permeabilizadas (marca dorsal, marca 

dorsal y ecuatorial, y marca parcial o total de la cabeza) que incluían en todos los 

casos marcación 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 marcación en la 

cola se detectaba solo en células sometidas a permeabilización, indicó que ambas 

proteínas tendrían una localización 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 proteínas sólo en 

espermatozoides permeabilizados podrían deberse a localizaciones internas 

alternativas presentes en algunas subpoblaciones de espermatozoides. Otra 

explicación para la existencia de los tres patrones de marcación observados en 

nuestros estudios podría ser que, previo a la fijación, un porcentaje de los 

espermatozoides estuviera muerto y, consecuentemente, las proteínas de membrana 

se relocalizaran como consecuencia de la muerte celular. Tal es el caso del marcador 

de raft GM1, un glicoesfingolípido que muestra un patrón de localización dorsal en 

espermatozoides frescos y capacitados sin fijar ni permeabilizar (Selvaraj et al., 2007), 

y que exhibe otros patrones de marcación minoritarios, similares a los observados 

para las GLIPRs, cuando los ensayos de localización se realizan sobre 

espermatozoides fijados y permeabilizados entre los cuales se encontraban 

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

 

Con el fin de evaluar qué tipo de unión mantenían estas proteínas con la superficie de 

los espermatozoides, se analizó el comportamiento de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en 

ensayos de extracción de proteínas. El tratamiento de los espermatozoides con fuerza 

iónica fue incapaz de liberar tanto a GLIPR1L1 como a GLIPR1L2 de la superficie de 

los espermatozoides, aún luego del empleo de 2M NaCl, indicando que la asociación a 

la membrana del espermatozoide no estaría mediada por interacciones iónicas. Estos 

resultados son consistentes con la presencia de las dos proteínas en “rafts” lipídicos 
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del espermatozoide (Sleight et al., 2005), dado que las proteínas 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 

cisteínas en GLIPR1L1 y en GLIPR1L2 nos llevó a investigar, primeramente, la 

posibilidad de que las proteínas 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 

proteínas, el mismo fue incapaz de removerlas de los espermatozoides. De acuerdo a 

estas observaciones, el desplazamiento observado en el patrón electroforético de las 

proteínas tratadas con DTT podría atribuirse a la ruptura de puentes disulfuro 

intramoleculares y, por ende, a un cambio conformacional en ambas proteínas. 

Posteriores observaciones mostrando de que tanto GLIPR1L1 como GLIPR1L2 

pueden ser completamente removidas por tratamiento con Tritón X-100, indicaron que 

las mismas se comportarían como proteínas 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 Tritón X-100 tiene la capacidad de extraer 

proteínas de estos dominios lípidicos (Asano et al., 2009). Considerando que varias de 

las proteínas 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), existía la 

posibilidad de que GLIPR1L1 y GLIPR1L2 se asociaran a la membrana mediante este 

tipo de unión. Las proteínas que se unen a la membrana a través de GPI se identifican 

mediante el uso de la enzima PI-PLC que escinde específicamente este tipo de unión. 

Los resultados indicaron que la enzima fue capaz de remover a GLIPR1L1 pero no así 

a GLIPR1L2 de los espermatozoides. Por otro lado, el análisis de las secuencias 

aminoacídicas correspondientes a GLIPR1L1 y GLIPR1L2 a través del software big-PI 

Predictor, indicó que GLIPR1L1 tendría un sito altamente probable de modificación con 

GPI mientras que GLIPR1L2 presentaría dos sitios de unión a GPI de probabilidad 

media. De acuerdo a estas observaciones, GLIPR1L1 podría unirse a la membrana 

mediante uniones GPI, tal como es el caso de la proteína epididimaria denominada 

MAK248 que se asocia a espermatozoides de mono por un anclaje GPI (Yudin et al., 

2002) y que fuera descripta como un homólogo de la proteína testicular GLIPR1L1 

previamente identificada en el humano (GLIPR1-like 1, Nro. de Acceso NCBI: 

AAH14603). Por su parte, GLIPR1L2 y la proteína de glioma GLIPR1 son las únicas 

dos proteínas de toda la superfamilia CAP que poseen un dominio transmembrana 

(Gibbs et al., 2010) en su estructura terciaria que permitiría su anclaje a la membrana. 

Esta posibilidad está apoyada por los resultados obtenidos con los diferentes 
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tratamientos de extracción (NaCl, DTT y Tritón X-100). Si bien los estudios de 

asociación 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 proteínas localizadas de manera 

intracelular estén asociadas a membrana. Esta posibilidad es también consistente con 

la presencia de las proteínas en los “rafts”, ya que estos dominios lipídicos se 

encuentran presentes tanto en la membrana plasmática como en las membranas 

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

 

El análisis de las secuencias aminoacídicas utilizando el software NetNGlyc 1.0 

Server, reveló la presencia de posibles sitios de glicosidación en ambas proteínas. Por 

ese motivo, y con el fin de completar su caracterización, los espermatozoides fueron 

tratados con PNGasa F, enzima que deglicosila las proteínas cortando la unión entre 

la asparagina y la N-acetilglucosamina. Mientras que la banda correspondiente a 

GLIPR1L1 sufrió un corrimiento no muy pronunciado hacia pesos moleculares 

menores, la banda correspondiente a GLIPR1L2 presentó un peso molecular 

claramente inferior al observado en los controles sin tratar, consistente, en ambos 

casos, con la ocurrencia de un proceso de deglicosilación. La diferencia observada 

entre GLIPR1L1 y GLIPR1L2 podría deberse a que GLIPR1L2 presenta más residuos 

glicosídicos que GLIPR1L1, haciendo más evidente su deglicosidación.  

 

Cabe destacar que durante el transcurso de esta Tesis, el grupo de la Dra. O´Bryan 

publicó un trabajo acerca de la presencia de GLIPR1L1 en el tracto reproductor 

masculino del ratón (Gibbs et al., 2010). En el mismo, los estudios realizados 

utilizando un anti-péptido contra GLIPR1L1 reflejaron la presencia de esta proteína en 

testículo y espermatozoides. Los autores hacen referencia a que la proteína tendría 4 

isoformas (42, 37, 32 y 24 kDa), mientras que nosotros sólo detectamos una banda a 

la altura de 29 kDa. En ese sentido, es importante mencionar que el tamaño predicho 

bio-informaticamente para la proteína GLIPR1L1 es de 27 kDa, que no habría splicing 

alternativo en esta especie, y que la misma poseería un solo sitio de N-glicosilación. 

Teniendo en cuenta estas observaciones, creemos que la gran variedad de isoformas 

detectadas por el laboratorio de la Dra. O´Bryan podría deberse a que el anti-péptido 

utilizado tuviera una reacción cruzada con GLIPR1L2 u otras proteínas 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 asociación de la proteína a la superficie del 

espermatozoide por uniones GPI. Apoyando nuestros resultados, muy recientemente 

fue descripta la presencia de GLIPR1L1 en el testículo y epidídimo del bovino 

(Caballero et al., 2012). En esta especie, la proteína se encontraría asociada al 

espermatozoide y a los epididimosomas y poseería tanto N-glicosilaciones como 

uniones GPI 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 única que identifica y describe las 

características de esta proteína.  

 

Considerando que sólo aquellas proteínas que permanecen en el espermatozoide 

luego de la capacitación son capaces de interactuar con el ovocito durante la 

fertilización, estudiamos el destino de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en los espermatozoides 

luego de la capacitación y ocurrencia de la RA. Los resultados de Wb mostraron la 

permanencia de ambas proteínas en espermatozoides tanto capacitados como 

reaccionados, sugiriendo que las mismas podrían participar en el proceso de 

interacción de gametas. Si bien varias proteínas del espermatozoide sufren 

modificaciones post-traduccionales luego de la capacitación 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 población control (frescos), permitiría descartar la 

existencia de un procesamiento de estas proteínas como consecuencia de la 

ocurrencia de capacitación y/o RA.  

 

Por otra parte, la permanencia de las proteínas luego de los procesos de capacitación 

y/o RA se vió apoyada por los estudios de IFI indicando la presencia de las mismas en 

la casi totalidad de los espermatozoides capacitados y reaccionados. Si bien existía la 

posibilidad de que alguna de las proteínas GLIPR1 se relocalizará como consecuencia 

de estos eventos biológicos, tal como fuera descripto para la proteína CRISP1 

(Rochwerger et al., 1992; Cohen et al., 2000), los estudios de inmunolocalización 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 proteínas y descartando una 

redistribución de las proteínas en función del grado de capacitación de los 

espermatozoides. En ese sentido, cabe mencionar que el grupo de la Dra O´Bryan 
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observó una relocalización de GLIPR1L1 desde la región 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 

relocalización se deba, a la detección cruzada de otras isoformas. Por otra parte, si 

bien se ha reportado que GLIPR1L1 bovina se localiza en la región ecuatorial de la 

cabeza y en el cuello del espermatozoide (Caballero et al., 2012), al igual que fuera 

descripto para la proteína de mono MAK 248 (Yudin et al., 2002), ninguno de esos 

trabajos evalúa la existencia de una probable redistribución de las proteínas como 

consecuencia de la capacitación y/o RA.  

 

Como se mencionara recientemente, si bien ninguna de estas proteínas fue descripta 

en el humano, la presencia de la secuencia nucleotídica de un homólogo a GLIPR1L1 

registrada en el banco de datos del NCBI (GLIPR1-like 1, Nro. de Acceso NCBI: 

AAH14603) sugería la posible existencia de GLIPR1L1 y/o GLIPR1L2 en 

espermatozoides humanos. Esta posibilidad se evaluó por Wb utilizando anticuerpos 

comerciales contra cada una de las proteínas, detectándose 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 proteínas en los espermatozoides humanos, sin mostrar 

reacción cruzada durante la utilización de ambos anticuerpos. La presencia de dos 

isoformas para GLIPR1L2 podría deberse a un procesamiento post-traduccional 

diferencial o a la generación de dos proteínas por splicing alternativo tal como se 

observa para la proteína 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 observó la presencia de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en espermatozoide 

capacitados y reaccionados como así también la ausencia de diferencias en la 

movilidad electroforética de las mismas entre dichas poblaciones, lo cual permitiría 

descartar un procesamiento de estas proteínas durante los procesos de capacitación y 

RA. Por último, la permanencia de ambas proteínas en espermatozoides humanos 

capacitados y reaccionados sugeriría una posible participación de las GLIPR1s en la 

interacción de gametas humanas. Al respecto, cabe mencionar que estos estudios no 

pudieron ser realizados debido a las dificultades técnicas y bioéticas inherentes a la 

obtención del material humano necesario para tal fin. 
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La posible participación de GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en el proceso de fertilización, fue 

evaluada en el sistema de ratón. Para ello, se empleó un esquema experimental en el 

cual las gametas se co-incubaron en presencia de las proteínas con la idea de que, en 

caso de existir sitios de unión para las proteínas en el ovocito, las mismas se unirían a 

dichos sitios inhibiendo competitivamente la interacción con el espermatozoide. Bajo 

estas condiciones, ninguna de las dos proteínas recombinantes logró reducir los 

niveles de fertilización. Ante estos resultados, se empleó un esquema experimental 

complementario en el cual se evaluó la capacidad de los anticuerpos contra ambas 

proteínas de afectar la interacción espermatozoide-ovocito. Los resultados revelaron 

que ambos anticuerpos fueron capaces de producir una disminución significativa del 

porcentaje de fertilización. La ausencia de efectos de los anticuerpos sobre otros 

parámetros espermáticos tales como motilidad, viabilidad y ocurrencia de la RA apoyó 

la idea de que tanto GLIPR1L1 como GLIPR1L2 se encontrarían involucradas, 

específicamente, en el proceso de interacción de gametas. Las diferencias observadas 

entre los ensayos utilizando proteínas o anticuerpos podrían deberse a que las 

proteínas participen en la interacción espermatozoide-ovocito mediante un mecanismo 

que no sea el de ligando-receptor. Sin embargo, la proteína Ciurabin de Ciona 

intestinalis, la cual tiene homología con las GLIPR1s, principalmente con GLIPR1L1, 

está unida a la cabeza del espermatozoide mediante un enlace GPI, y participa en la 

unión a la cubierta vitelina a través de un receptor especifico CiVC57 (Yamaguchi et 

al., 2011). Otra posible explicación para la incapacidad de las proteínas recombinantes 

de inhibir el proceso de fertilización es que la incorrecta conformación de las mismas 

debido a la falta de glicosidación e inadecuada formación de puentes disulfuro, no 

permitiera su interacción con los sitios complementarios en el ovocito. Esta ultima 

posibilidad está 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 

interacción de los espermatozoides con la misma cuando está presente durante la co-

incubación (Busso et al., 2007). Si este fuera el caso para las proteínas GLIPR1L1 y 

GLIPR1L2, se podría considerar que la participación de las proteínas en el proceso de 

fertilización estaría mediado por un mecanismo en el cual la conformación de la 

proteína jugaría un importante rol. 

 

Si bien se observó un menor número de ovocitos fertilizados en presencia de los 

anticuerpos, en ningún caso se detectaron espermatozoides en el espacio periviteino, 

sugiriendo que los anticuerpos no estarían afectando la etapa de fusión de 

membranas. Dado que el estudio de la etapa de fusión de gametas debe realizarse 
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utilizando ovocitos sin ZP para poder evaluar la etapa específica de interacción de 

membranas, el siguiente paso consistió en estudiar el efecto de los anticuerpos sobre 

la fusión utilizando ovocitos sin ZP. Los resultados mostrando que ninguno de los 

anticuerpos logró disminuir el porcentaje de ovocitos fertilizados confirmaron que las 

proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 no estarían participando en la etapa de fusión de 

gametas. Es importante mencionar que estudios de nuestro laboratorio indican que el 

sitio de unión de CRISP1 al oolema estaría circunscripto a una región de 12 

aminoácidos en el dominio PR1, correspondiente a uno de las dos motivos consenso 

que caracterizan a la familia de proteínas CRISP, denominado “Signature 2” (S2) 

(Ellerman et al., 2006). Mientras CRISP2 tiene solo dos aminoácidos distintos respecto 

a CRISP1 y también participa en fusión, CRISP4 tiene cuatro aminoácidos diferentes y 

no participa en esta etapa. Consistente con los resultados de fusión, los S2 de 

GLIPR1L1 y GLIPR1L2 son diferentes a los de CRISP1 y CRISP2 en al menos cuatro 

aminoácidos. 

 

Con el fin de identificar en qué paso de la interacción espermatozoide-ovocito 

participan ambas proteínas, se realizaron ensayos de unión a ZP en presencia de 

cada uno de los anticuerpos. Los resultados indicando que, bajo estas condiciones, se 

producía una reducción significativa del número de espermatozoides unidos al ovocito, 

apoyaron la participación de ambas proteínas en la primer etapa de unión 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 ratón (Gibbs et al., 2010) como en bovino (Caballero et al., 2012), los 

resultados presentados sobre la participación de GLIPR1L2 en la interacción con la ZP 

son los únicos reportados hasta el momento. La participación de estas proteínas en la 

etapa de interacción con la ZP es consistente también con su localización en los “rafts” 

(Sleight et al., 2005) ya que se ha postulado que estos dominios lipídicos funcionarían 

como plataformas estables de proteínas importantes en la unión espermatozoide-ZP 

(Gadella y Evans, 2011). 

 

Según se describiera en la introducción de esta tesis, existen varias moléculas del 

espermatozoide a las que se les ha otorgado una función en la etapa de interacción 

del espermatozoide con la ZP, por lo que se ha postulado que podría existir una 

redundancia funcional en las proteínas del espermatozoide, y que las mismas podrían 

actuar en forma conjunta para mantener al espermatozoide hiperactivado asociado a 
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la ZP (Reid et al., 2011). Más aún, recientes estudios sugieren que las distintas 

proteínas involucradas en la unión a ZP podrían ser parte de un complejo multimérico 

de reconocimiento a la zona (MZRC), el cual se formaría después de la capacitación 

mediante la reorganización de los “rafts” de membrana, favoreciendo la interacción 

entre el espermatozoide y la ZP (Reid et al., 2011). Asimismo, se ha sugerido que 

mientras las proteínas 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) participarían en la unión primaria a la 

ZP, las proteínas 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), 

estarían involucradas en la unión 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 detección de la mismas por IFI en espermatozoides sin 

permeabilizar, sugiere que ambas podrían formar parte del conjunto de moléculas 

involucradas en la unión primaria a la ZP. No se descarta, sin embargo, como se 

sugiriera anteriormente, la posibilidad de que ambas proteínas se encuentren 

asociadas a membranas internas de la región dorsal y también participen en la unión 

secundaria a la ZP. Más allá de la posible participación de las proteínas GLIPR1L1 y 

GLIPR1L2 en la unión primaria y/o secundaria a la ZP, quedaría por evaluar la función 

de la proteína localizada intracelularmente en la cola espermática.  

  

Como fuera mencionado en la introducción, las CRISP, al igual que las GLIPR1, 

forman parte de la superfamilia CAP, compartiendo un dominio en común denominado 

PR1. Este hecho apoya la idea de que la actividad de unión a ZP en proteínas de 

ambas familias resida el PR1, dominio en el cual también se ubica la región S2 

involucrada en fusión. Sin embargo, mientras una porción discreta y lineal de las 

proteínas CRISP (S2) sería suficiente para su actividad en la etapa de fusión, la 

conformación de las proteínas CRISP parecería ser esencial para su participación en 

la interacción con la ZP (Busso et al., 2007b). En base a estas observaciones, es 

posible que la intervención de las GLIPR1L1 y GLIPR1L2 en la unión de los 

espermatozoides a ZP también dependa de la conformación del dominio PR1.  

 

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

misma función parecería 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 proteínas cuyos miembros, 

estructuralmente similares, pueden compensarse funcionalmente entre sí haciendo 

que el fenotipo producido por la falta de una proteína 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 unión a ZP y de fusión significativamente menor a los controles (Da 

Ros., et al 2008). Estos resultados sugieren que otra proteína CRISP, con alta 

homología con CRISP1 y con capacidad de unirse al ovocito, estaría cooperando con 

CRISP1 en las diferentes etapas de la fertilización. Mientras que la proteína testicular 

CRISP2 sería la candidata más probable a compensar funcionalmente la falta de 

CRISP1 en el animal KO durante la etapa de fusión, 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 podría estar compensando la 

falta de CRISP1 durante la interacción del espermatozoide con la ZP. En ese sentido, 

nuestras observaciones indicando que GLIPR1L1 y GLIPR1L2 participan en la etapa 

de unión a ZP, abriría la posibilidad de que las proteínas CRISP y GLIPR1 cooperen 

entre sí como un mecanismo destinado a garantizar el éxito de la fertilización 

(Esquema 2). En base a ello, consideramos que la generación de animales KO para 

GLIPR1L1 y GLIPR1L2 brindará importante información acerca de la existencia de una 

posible redundancia entre las proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2 como así también 

entre las GLIPR1 y los miembros de la familia CRISP. 

 

El hecho de que las GLIPR1 participen en la interacción con la ZP en el ratón y el 

bovino como así también en la interacción de espermatozoides con la cubierta vitelina 

en ascidias, indica que esta función estaría muy conservada a lo largo de la evolución, 

reforzando la posible participación de estas proteínas en el proceso de fertilización en 

el humano tal como fuera descripto para las proteínas CRISP1 (Cohen et al., 2001) y 

CRISP2 (Busso et al., 2005). En caso de confirmarse el rol de las proteínas GLIPR1L1 

y GLIPR1L2 en el proceso de fertilización, sería de sumo interés evaluar si la falta de 

estas proteínas en el espermatozoide humano, su incorrecta localización, 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 últimos años, siendo una opción útil tanto para la 

anticoncepción en el hombre como en la mujer. Al respecto, evidencias de nuestro 

laboratorio indican que la inmunización de ratas con CRISP1 nativa o recombinante es 

capaz de producir anticuerpos específicos contra la proteína y de inhibir 

significativamente la fertilidad tanto en machos como en hembras (Cuasnicú et al, 

1990; Perez Martinez et al, 1995; Ellerman et al., 2008). Se ha sugerido que la 

utilización de “cocktails” de moléculas espermáticas relevantes para la fertilización 

podría brindar resultados superiores a los de la inmunización con un solo antígeno 

(Frayne & Hall, 1999). En este sentido, la utilización de un cocktail conteniendo tanto a 

las proteínas CRISP como GLIPR1 podría ser una buena alternativa para aumentar la 

eficiencia del método inmunocontraceptivo ya que se generarían diferentes 

anticuerpos capaces de inhibir distintos eventos y etapas durante el proceso de 

fertilización (quimiotáxis, unión a ZP, fusión).  

 

Esquema 2. Representación esquemática de la posible redundancia entre las proteínas 
CAP en las diferentes etapas de la fertilización.  
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El presente trabajo se ha enfocado al estudio de la participación de las proteínas de 

las familias CRISP y GLIPR1 en el proceso de fertilización 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, ratón y 

humano, como así también de animales KO para CRISP1 desarrollados en nuestro 

laboratorio que, en conjunto generaron los resultados incluidos en el esquema 3. 

 

En el primer capítulo de esta Tesis se describe la presencia de la proteína CRISP1 en 

el útero, oviducto, ovario y células del cúmulus. Mientras la presencia de CRISP1 en 

los uterosomas y oviducto sugiere que la misma podría asociarse a los 

espermatozoides mientras transitan por el tracto femenino, la presencia de CRISP1 en 

las células del cúmulus apoya su posible participación en el proceso de fertilización. 

Esta última posibilidad fue confirmada por resultados indicando que la ausencia de la 

proteína en células del cúmulus KO para CRISP1, resulta en una significativa 

inhibición en el porcentaje de fertilización. Estudios posteriores revelaron que, además 

de su ya conocida participación en las etapas de unión a ZP y fusión, CRISP1 tendría 

una capacidad quimioatractante de espermatozoides, siendo ésta la primera 

descripción de una proteína de mamífero con dicha actividad.  

 

El segundo capítulo de esta Tesis describe la identificación y caracterización de dos 

miembros de la familia GLIPR1: las proteínas GLIPR1L1 y GLIPR1L2. Nuestros 

resultados indican que mientras GLIPR1L1 es de origen testicular, GLIPR1L2 es de 

origen tanto testicular como epididimario. Además, ambas proteínas se encuentran 

presentes en los espermatozoides, asociadas fuertemente a la superficie de los 

mismos y participan en el proceso de fertilización, más específicamente en la etapa de 

unión de los espermatozoides a la ZP. Dada la homología entre las proteínas GLIPR1 

y las proteínas CRISP, tanto a nivel de secuencia como de función, es posible que 

exista una redundancia funcional entre los miembros de estos dos grupos de proteínas 

CAP.  

 

En conjunto, los resultados obtenidos en ambos capítulos indican que una misma 

proteína CAP podría participar en más de una etapa del proceso de fertilización tal 

como CRISP1 la cual participa en quimiotáxis, interacción con ZP y fusión, y que más 

de una proteína CAP participaría en la misma etapa de la interacción de gametas tal 

como ocurre con CRISP1, CRISP4, GLIPR1L1 y GLIPR1L2 que participan en la 
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interacción con la ZP, y con CRISP1 y CRISP2 involucradas en la etapa de fusión, con 

el fin de garantizar el éxito reproductivo. 

 

Los resultados de esta Tesis contribuirían no sólo a una mejor comprensión de los 

mecanismos moleculares involucrados en la interacción de gametas sino también al 

futuro desarrollo de nuevos métodos tanto de regulación de la fertilidad como de 

diagnóstico y tratamiento de la infertilidad humana. 

 
 
Esquema 3. Representación esquemática de los resultados de esta Tesis. El esquema 
muestra la participación de proteínas de CAP en el proceso de fertilización. El conjunto de las 
evidencias experimentales aportadas por esta Tesis se encuentran resaltados en amarillo. 
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