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Resumen

Las cilias y los flagelos son estructuras celulares altamente conservadas
presentes en la mayoria de los animales, asi como en muchas plantas y
protozoos eucariotas. El flagelo puede funcionar como una hélice oscilante
autbnoma en presencia de adenosin trifosfato (ATP) y un entorno iénico
apropiado. En el caso de los espermatozoides de mamifero, para llegar al sitio
de fecundacion, utilizan el flagelo para desplazarse dentro del aparato
reproductor femenino. Este transporte ocurre en el oviducto femenino
concomitantemente con un proceso llamado capacitacion, donde los
espermatozoides atraviesan una serie compleja de cambios bioquimicos vy
celulares para adquirir la capacidad de fecundar. La capacitacion permite que los
espermatozoides desarrollen dos eventos celulares esenciales: uno es la
adquisicidon de la movilidad hiperactivada y el otro es la capacidad de realizar la
exocitosis acrosomal (EA; también conocida como reaccién acrosomal) en

respuesta a estimulos especificos.

Aunque la EA es esencial para la fecundacion, poco se sabe de los
espermatozoides que pierden el acrosoma. Esto es particularmente importante
in vivo, ya que los espermatozoides luego de la EA adn necesitan realizar
procesos importantes como la migracion a la ampulla, la localizacion de los
ovocitos no fecundados, la penetracion de la matriz del cumulus y la zona
pellucida (ZP) y, finalmente, la fusion con el ovocito. Por lo tanto, es fundamental
estudiar este subconjunto de gametas. En este trabajo investigamos los cambios
celulares y moleculares que ocurren en el flagelo del espermatozoide murino
después del inicio de la EA, momento a partir del cual estén listos para fecundar

al ovocito.

Para esto, realizamos ensayos de célula Unica combinado con microscopia de
fluorescencia para estudiar, en principio, el patrén de movimiento de las células
que perdieron el acrosoma. Utilizando el raton transgénico que expresa EGFP
en el acrosoma combinado con otro marcador de la EA como es la sonda de
membrana FM4-64 se pudo ver que la mayoria de las células reaccionadas
pierden movilidad. Sorprendentemente, este grupo de células presentan alta
fluorescencia de FM4-64 en la pieza media. Para estudiar este fenomeno en mas
detalle, se procedié a emplear técnicas y algoritmos de super-resolucion. Entre

ellos, se utilizaron Fluctuaciones Radiales de Super-resolucién (Super-
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Resumen

Resolution Radial Fluctuations, SRRF) y Super-Resolucion de la Media
Desplazada (Mean Shift Super-Resolution, MSSR). Gracias a estas tecnologias,
encontramos que este cambio de fluorescencia de FM4-64 esta asociado a una

disminucién en el didmetro de la pieza media del espermatozoide.

Muchos reportes previos han mostrado que la concentracion de calcio
intracelular ([Ca?*]i) juega un rol fundamental en la EA en raton. Especificamente,
se observé que hay un aumento transitorio de la [Ca?*]i en la cabeza y luego este
ion se trasporta a la pieza media. Es por ello, que realizamos experimentos de
célula Unica utilizando la sonda Fluo4 (marcador de la [Ca?*]i) junto con FM4-64
para ver si el aumento de la [Ca?*]i es coincidente con la contraccion de la pieza
media. Luego de la induccion con progesterona, se vio que la mayoria de las
células presentan un aumento transitorio de la [Ca?*] en la pieza media, que

ocurre previo a la contraccion del flagelo.

Por otra parte, se estudid la relacion entre la contraccion y la doble hélice de
actina que acompafia a las mitocondrias en la pieza media. Para esto, por un
lado, se realizaron experimentos de célula Unica con FM4-64 y una sonda que
se une a actina polimerizada, SiR-actin. Estos resultados demuestran que a
medida que la pieza media se contrae, la doble hélice de actina y la membrana
se acercan ya que aumenta la colocalizaciébn de ambas sondas. Por otro lado,
también se emplearon otras técnicas de super-resolucién en espermatozoides
fijados como la Microscopia de Reconstruccion Optica Estocéstica (Stochastic
Optical Reconstruction Microscopy, STORM) para ver en detalle la estructura de
dicha doble hélice de actina. Se encontré que, con la EA, la doble hélice cambia

su estructura tanto en el radio como en la periodicidad de las vueltas.

Por ultimo, para estudiar estos cambios estructurales de la pieza media en un
ensayo funcional, se hicieron experimentos con ovocitos de fecundacion in vitro
y de fusién de las gametas en tiempo real. Como resultado, se observé que la
pieza media del espermatozoide murino presenta una disminucién en la [Ca?]i

seguido de la contraccién a medida que progresa la fusién con el ovocito.

En conclusion, los resultados de esta tesis demuestran que la pieza media del
flagelo murino atraviesa cambios estructurales y dinamicos durante la fusion con
el ovocito que pueden ser esenciales para que el flagelo detenga su movilidad y

se fusione correctamente con la gameta femenina.
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Palabras clave: capacitacion, exocitosis acrosomal (EA), flagelo, fusion de las

gametas.
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Abstract

Super-resolution microscopy analysis of changes in the murine

sperm flagellum during fusion with the oocyte

Cilia and flagella are highly conserved cellular structures present in most animals,
as well as in plants and eukaryotic protozoa. The flagellum can function as an
autonomous oscillating helix in the presence of adenosine triphosphate (ATP)
and an appropriate ionic environment. In the case of mammalian sperm, to reach
the site of fertilization, they use the flagellum to swim within the female
reproductive tract. This transport occurs in the female oviduct concomitantly with
a process called capacitation, where sperm go through a complex series of
biochemical and cellular changes to acquire the ability to fertilize. Capacitation
allows sperm to perform two essential cellular events: one is the acquisition of
hyperactivated motility and the other is the ability to undergo acrosomal

exocytosis (AE; also known as acrosomal reaction) in response to specific stimuli.

Although AE is essential for fertilization, little is known about sperm that lose the
acrosome. This is particularly important in vivo, after AE, as sperm still need to
perform important processes such as migration to the ampulla, localization of
unfertilized eggs, penetration of the cumulus matrix and zona pellucida, and
finally, fusion with the oocyte. Therefore, it is essential to study this subset of
gametes. In this work we investigate the cellular and molecular changes that
occur in the sperm flagellum after the onset of AE, when the sperm are ready to
fertilize the oocyte.

For this, we performed single cell experiments combined with fluorescence
microscopy to study, first, the motility pattern of the acrosome-reacted cells.
Using the transgenic mouse that expresses EGFP in the acrosome combined
with another AE marker such as the membrane probe FM4-64, it was noticed that
most of the acrosome-reacted cells lose motility. Surprisingly, this group of cells
exhibited high FM4-64 fluorescence in the midpiece. To study this phenomenon
in more detail, super-resolution techniques and algorithms were used. Among
them, Super-Resolution Radial Fluctuations (SRRF) and Mean Shift Super-
Resolution (MSSR) were employed. Thanks to these technologies, we found that
this change in FM4-64 fluorescence is associated with a decrease in the diameter

of the sperm midpiece.
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Previous reports have shown that intracellular calcium plays a fundamental role
in AE in mice, specifically, it was seen that there is a transient increase in
intracellular calcium in the head and then this ion is transported to the midpiece.
For this reason, single cell experiments were carried out using Fluo4 (intracellular
calcium probe) together with FM4-64 to see if the increase in calcium is coincident
with the contraction of the midpiece. After induction with progesterone, it was
seen that most cells showed a transient increase in calcium in the midpiece,

which occurs prior to the contraction.

Furthermore, the relation of the contraction with the actin double helix that
accompanies the mitochondria in the midpiece was studied. To achieve this,
firstly, single cell experiments were performed with FM4-64 and the F-actin probe,
SiR-actin. These results demonstrate that as the midpiece contracts, the actin
double helix and the membrane come closer as colocalization of both probes
increases. Secondly, other super-resolution techniques were also used in fixed
sperm, such as Stochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM) to see
in detail the structure of the actin double helix. It was found that with AE, the
double helix changes its structure both in the magnitude of the radius and in the

periodicity of the helix turns.

Finally, in order to study these structural changes in the midpiece in a functional
assay, in vitro fertilization and gamete fusion experiments were carried out in real
time. As a result of these, it was found that the midpiece of the murine sperm
exhibits a decrease in intracellular calcium followed by contraction as fusion with

the oocyte progresses.

In conclusion, the results of this thesis demonstrate that the midpiece of the
murine flagellum undergoes structural and dynamic changes during fusion with
the oocyte that may be essential for the flagellum to stop moving and fuse
correctly with the female gamete.

Keywords: capacitation, acrosomal exocytosis (AE), flagellum, gamete fusion.
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ACs
Actina-F
Actina-G
AMPc
ATP
BSA
[Ca?*]i
CAP

CcoO

cocC
DIC

EA
EGFP

EGFP-DsRed?2

Em
FIV
MAE
MAI
MP
MS

MSSR

NC
pHi
PKA

PMCA

Abreviaturas

Adenilato ciclasa soluble

Actina fibrilar

Actina globular

Adenosin monofosfato ciclico
Adenosin trifosfato

Albumina sérica bovina
Concentracion de calcio intracelular
Capacitante

Cumulus oophorus

Complejo cumulus-ovocito
Contraste de interferencia diferencial
Exocitosis acrosomal

Enhanced green fluorescent protein

Ratén transgénico B6D2F1-Tg (CAG/mt-DsRed2, Acr-
EGFP) RBGS0020sb

Potencial de membrana
Fecundacion in vitro
Membrana acrosomal externa
Membrana acrosomal interna
Membrana plasmatica

Media desplazada

Super-Resolucion de la Media Desplazada (Mean Shift
Super-Resolution)

No capacitante

pH intracelular

Proteina quinasa A

Bomba de Ca?* ATPasa de membrana plasmatica
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PSF
pY
SEM

SRRF

STORM

ZP

Abreviaturas

Sustratos fosforilados por PKA

Funcion de punto extendido (Point spread fuction)
Sustratos fosforilados en tirosina

Error estandar de la media

Fluctuaciones Radiales de Super-Resolucion (Super-
Resolution Radial Fluctuations)

Microscopia de Reconstruccion Optica Estocastica

(Stochastic Optical Reconstruction Microscopy)

Zona pellucida
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Introduccion

La fecundacion es un proceso fundamental y necesario para la unién de dos
gametas haploides, el espermatozoide y el ovocito, con el fin de producir un
individuo Unico. Las gametas interactian, se reconocen y fusionan creando un
cigoto, permitiendo asi la continuidad de la especie. Se necesitan gametas
maduras y competentes para lograr este proceso impecablemente regulado. Sin
embargo, hasta el dia de hoy, aln estamos lejos de comprender completamente
el didlogo molecular intracelular que ocurre entre ambas gametas y es necesario
para la fecundacion (Darszon et al., 2011).

El espermatozoide es una célula especializada capaz de alcanzar, reconocer y
fusionarse con el ovocito, a pesar de ser esencialmente incapaz de la
transcripcion génica y sintesis de proteinas. A continuacion, se describen las
principales caracteristicas morfolégicas y funcionales del espermatozoide de
mamifero y los eventos fisiologicos que ocurren en el antes de la fecundacion,

en el marco de los objetivos de esta tesis.

La espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso biolégico complejo de transformacion
celular que produce células germinales haploides masculinas a partir de células
madre diploides, las espermatogonias. Este proceso ha sido simplificado
morfoldégicamente al reconocer asociaciones celulares o "etapas" y "fases" de
espermatogénesis, que progresa a través de ciclos altamente organizados y
cronometrados con precision. Los ciclos de espermatogénesis son esenciales
para la produccion continua de espermatozoides, que depende de numerosos
factores, tanto intrinsecos (células de Sertoli y germinales) como extrinsecos
(andrégenos), ademas de ser especificos de cada especie (Hess & de Franca,
2008).

En los testiculos de los mamiferos, la espermatogénesis tiene lugar en el epitelio
del tdbulo seminifero, que es la unidad funcional que produce los
espermatozoides (Figura 1). La espermatogénesis se divide en cuatro fases:
mitosis, meiosis, espermiogénesis y espermiacion. Estos eventos son
concomitantes con el movimiento de desarrollo de las células germinales desde
el compartimento basal al adluminal (o apical). Estos dos compartimentos son

creados por la barrera hematotesticular (BHT) a través de uniones estrechas
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Introduccion

entre las células de Sertoli. La BHT confiere una barrera inmunologica y un
microambiente especializado propicio para el desarrollo de los espermatozoides
(Cheng y Mruk, 2009).

En el compartimento basal, las espermatogonias (células madre germinales)
primarias proliferan y después de un numero fijo de divisiones mitéticas se
diferencian en espermatocitos primarios (leptonene). Este tipo celular es el tnico
que atraviesa la BHT hacia el compartimento adluminal. Una vez en el
compartimento adluminal, los espermatocitos secundarios (paquitene vy
diplotene) se forman por la primera meiosis y se convierten en espermatidas
redondas por la segunda meiosis. El proceso continla con la espermiogénesis
donde las espermatidas experimentan una fuerte transformacién morfologica
que incluye, entre otros, la formacion del acrosoma, la condensacion de la
cromatina, y la eliminacion del exceso de citoplasma para producir espermatidas
alargadas que migran hacia el borde de la luz. Durante la espermiacion, los
espermatozoides completamente desarrollados se liberan en el lumen del tubulo
seminifero (Figura 1). Las células espermatogénicas no realizan este proceso
de forma independiente; en cambio, son alimentadas por células de Sertoli
dentro de los tibulos mientras que la estimulacion hormonal es proporcionada

por células de Leydig del compartimiento intersticial (Darszon et al., 2011).

Tabulo
seminifero

Epididimo
Testiculo |

v

"1 )«—— Espermatidas
| elongadas

— Espermétidas
redondas

Espermatocitos secundarios
(paquitene y diplotene)

__ Barrera hemato-testicular

- Espermatocitos primarios
(leptene)

X T Espermatogonia
| Nucleo de célula de Sertoli
Células de Sertoli

Figura 1. Diagrama de los 6rganos reproductores masculinos de mamifero y la espermatogénesis.
Adaptado de (Darszon et al., 2011).

21



Introduccion

Maduracién espermatica

Los tubulos seminiferos convergen para formar la rete testis, que a su vez da
lugar a los conductos eferentes. Estos convergen para formar un solo conducto
altamente enrollado y largo, el epididimo (Figura 2) (Robaire et al., 2006). Los
espermatozoides que salen de los testiculos, aunque morfolégicamente
diferenciados, no estan listos para fecundar a los ovocitos. Se consideran
funcionalmente inmaduros debido a su incapacidad para nadar de manera
progresiva e interaccionar con el complejo cumulus-ovocito (COC). Estas
capacidades se desarrollan progresivamente durante el descenso de las células
a través del epididimo. Esto se logra mediante interacciones continuas con el
microambiente luminal del epididimo y notablemente, ocurre en ausencia
completa de transcripcién de genes de novo y traduccion de proteinas (Zhou et
al., 2018). En la mayoria de los animales, los espermatozoides tardan unos 10
dias en pasar a través del epididimo a pesar de las enormes variaciones de

longitud entre las especies (Yanagimachi, 1994b).

El epididimo generalmente se divide en cuatro grandes regiones anatomicas: el

segmento inicial, caput (cabeza), corpus (cuerpo) y cauda (cola) (Figura 2).

Segmento
inicial Caput

(cabeza)

Conducto
deferente

Conductos
eferentes

Tabulos
seminiferos

Rete
testis

Corpus
(cuerpo)

Cauda
(cola)

Figura 2. Estructura del epididimo. Adaptado de https://www.geeksforgeeks.org/testes-anatomy-and-
functions.

El sitio donde los espermatozoides comienzan a adquirir capacidad fecundante

varia segun la especie, pero generalmente es el corpus o cauda del epididimo
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(Yanagimachi, 1994b). El segmento inicial y los conductos eferentes son
responsables de la absorcién de la mayor parte del liquido testicular que ingresa
al conducto. A partir de entonces, el caput del epididimo es mas activo en
términos de sintesis y secrecién de proteinas, y una pequefia porcion de los
espermatozoides que pasan por esta regiéon comienzan a exhibir la capacidad
de nadar de manera progresiva y reconocer a un ovocito (Chevrier y Dacheux,
1992). Estas caracteristicas funcionales contindan desarrollandose en el corpus
del epididimo antes de alcanzar un nivel 6ptimo en el segmento distal del cauda.
Esta Gltima region se caracteriza por una luz relativamente grande y las células
epiteliales que la rodean exhiben una fuerte actividad de absorcion. Dichos
atributos se alinean con la funcion dominante del cauda epididimario de

almacenamiento de espermatozoides (Zhou et al., 2018).

De esta manera, las cuatro funciones principales del epididimo son: el transporte
de espermatozoides, el desarrollo de la movilidad, la adquisicion de la capacidad
fecundante de los espermatozoides y la creaciébn de un entorno luminal
especializado y propicio del proceso de maduracién a través de la absorcion y

actividades secretoras del epitelio del epididimo (Robaire et al., 2006).

En lo que al transporte respecta, los espermatozoides entran al epididimo
impulsados por el liquido testicular y el batido de las células ciliadas de los
conductos eferentes. Sin embargo, en el epididimo, el epitelio esta revestido por
estereocilias inmaviles y la captacion masiva de liquido que tiene lugar en los
conductos eferentes y el segmento inicial del epididimo reduce drasticamente el
flujo de este fluido. No obstante, el epididimo est4 rodeado por una capa de
muasculo liso de espesor creciente e innervacion a-adrenérgica desde las
regiones proximales a las mas distales. Por lo tanto, el mecanismo responsable
de impulsar el contenido a través de la luz del epididimo en reposo se ha atribuido
principalmente a las contracciones ritmicas del muasculo liso que recubre el
epididimo (Robaire et al., 2006).

Por otra parte, la maduracion del potencial de movilidad de los espermatozoides
implica tanto un aumento en el porcentaje de espermatozoides que ganan
movilidad como una diferencia cualitativa en los patrones de movilidad. Los
espermatozoides testiculares son inméviles o muestran solo una leve vibracién

del flagelo. En cambio, los espermatozoides liberados del caput del epididimo
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nadan en forma circular, mientras que los espermatozoides liberados del cauda

son capaces de avanzar de manera progresiva y vigorosa (Robaire et al., 2006).

El epitelio epididimario es pseudoestratificado y bajo estimulacién adrenérgica,
las células epiteliales secretan una mezcla compleja de proteinas. Estas
proteinas, asi como otras macromoléculas del compartimento intraluminal del
epididimo, interactian con los espermatozoides en transito a través de
epididimosomas. La composicion del medio intraluminal va variando a lo largo
del epididimo y las modificaciones bioquimicas que atraviesan los
espermatozoides van ocurriendo de manera secuencial a través del mismo
(Sullivan, 2015). Los epididimosomas fueron descriptos por primera vez por
Yanagimachi a mediados de la década de 1980 (Yanagimachi et al., 1985). Son
vesiculas unidas a la membrana que se pueden encontrar en estrecho contacto
con la membrana plasmatica (MP) del espermatozoide en el compartimiento
intraluminal. Se ha planteado la hipotesis de que los epididimosomas del
compartimiento intraluminal del epididimo estan involucrados en la transferencia
de proteinas a los espermatozoides (Sullivan, 2015). Recientemente se realizé
un estudio protedmico de espermatozoides murinos colectados del caput, corpus
y cauda epididimario y se determind la identidad y niumero de proteinas que se
incorporan o remueven de las células durante su transito por cada segmento.
Los espermatozoides de los segmentos iniciales del caput y corpus, estan
enriquecidos en proteinas relacionadas a la reorganizacion lipidica, mientras que
los de cauda se caracterizan por poseer elementos de reconocimiento

espermatozoide-ovocito y de movilidad (Skerget et al., 2015).

Morfologia espermatica

El espermatozoide es una célula altamente especializada con caracteristicas
estructurales y funcionales Unicas que le otorgan la singular capacidad de aportar
el genoma masculino al ovocito. Es ademas una célula polarizada donde los dos
componentes principales son la cabeza y el flagelo, unidos por un cuello (Figura
3) (Eddy, 2006).
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Figura 3. Estructura del espermatozoide. En la parte superior se observa una vista longitudinal del
espermatozoide, mientras que en la parte inferior un corte sagital de la cabeza y cortes transversales a
distintas alturas del flagelo. Adaptado de (Darszon et al., 2011; Kwitny et al., 2010).

Cabeza

La cabeza del espermatozoide contiene un ndcleo altamente condensado.
Durante la diferenciacion de las espermatidas, las histonas que generalmente
interaccionan con el material genético se reemplazan por protaminas, pequefias
proteinas nucleares ricas en arginina, dando como resultado una cromatina
altamente condensada y por ende inactiva transcripcionalmente (Balhorn, 2007).
En la parte anterior de nucleo se posiciona el acrosoma, una vesicula
citoplasmatica rodeada de membrana. Se define membrana acrosomal interna
(MAI) a la membrana que estd en contacto con parte anterior de la membrana
nuclear y se continla con la membrana acrosomal externa (MAE), que se
encuentra cerca de la MP en la parte anterior de la cabeza (Figura 3). Esta
vesicula se origina como derivado del aparato de Golgi y contiene enzimas
hidrolasas acidas que se encuentran comunmente en los lisosomas (Eddy,
2006). Tanto el nacleo como el acrosoma se encuentran rodeados de cantidades

moderadas de componentes del citoesqueleto y citoplasma (Eddy, 2006).

Flagelo

La movilidad resulta fundamental para que los espermatozoides sean capaces
de fecundar, y sus flagelos son esenciales para esta funcion. Longitudinalmente
el flagelo del espermatozoide de mamifero consta de cuatro segmentos distintos:

el cuello, la pieza media, la pieza principal, y la pieza terminal (Figura 3). La
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pieza media y la pieza principal estan separadas por el anillo o annulus, una
estructura anular rica en proteinas septinas. Los principales elementos
estructurales que componen el flagelo del espermatozoide de mamifero son: el
axonema (a lo largo de todo el flagelo), la vaina mitocondrial (en la pieza media),
el citoesqueleto de actina (en la pieza media y principal), las fibras densas
externas (en la pieza media y principal) y la vaina fibrosa (en la pieza principal)
(Eddy, 2006; Gervasi et al., 2018). Los espermatozoides que presentan
estructuras defectuosas ya sea en el vaina mitocondrial, las fibras densas
externas o la vaina fibrosa tienen morfologia anormal, asi como alteraciones en

la movilidad y la fertilidad (Gervasi et al., 2018).

En la region mas basal de la cabeza se encuentra el cuello, definiendo la
terminacion de la misma y el comienzo del flagelo. En esta region se localizan
dos centriolos, uno proximal cercano al ndcleo y otro mas distal, que da origen a

los microtubulos del axonema flagelar (Figura 3).

El axonema estd compuesto por un complejo de microtabulos del tipo “9+2” que
se extiende por toda la longitud del flagelo. Los nueve dobletes externos rodean
a un par de microttbulos centrales Unicos (Figura 4). Los microtubulos estan
compuestos por a-tubulina y B-tubulina (Eddy, 2006). Cada uno de los dobletes

de microtubulos externos tiene dos filas de proyecciones llamadas fila interna y

Tubulos Espinas
Centrales Radiales

Membrana
Plasmatica

Tabulo B
Brazos

Tabulo A
de
Dineina

Doblete de Microtubulos

Figura 4. Estructura del axonema del flagelo espermatico. Adaptado de
http://elmodernoprometeo.blogspot.com/2021/04/cilios-y-flagelos-morfologia-basica.html.

26



Introduccion

fila externa de brazos de dineina (Figura 4). Las proteinas dineina son la fuente
de la fuerza motriz que dobla el flagelo (Lindemann y Lesich, 2016). Su actividad
ATPasa genera fuerzas de deslizamiento entre dobletes adyacentes de

microtubulos durante el movimiento flagelar (Eddy, 2006).

La vaina mitocondrial consta de mitocondrias envueltas helicoidalmente
alrededor de las fibras densas externas en la pieza media. Por lo general, estan
dispuestas de extremo a extremo, pero el numero de hélices paralelas, el nimero
de giros y la longitud de la pieza media varia entre especies. En el raton, las
mitocondrias suelen estar dispuestas en dos hélices paralelas (Figura 5) (Eddy,
2006). Durante la espermiogénesis tardia, las mitocondrias esféricas se juntan
alrededor de la cola de espermatidas en formacion. La forma de estas
mitocondrias cambia gradualmente de esferoide a largas. Como resultado, se
alargan y se disponen en un patron escalonado, se unen entre si de un extremo
a otro para formar una doble hélice alrededor del nucleo del axonema (Otani et
al., 1988).

Figura 5. Imagen de microscopia electronica de barrido de la vaina mitocondrial de
espermatozoides murinos. Adaptado de (Otani et al., 1988).

Recientemente, Gervasi y colaboradores describieron que la pieza media y la
pieza principal del espermatozoide murino tienen estructuras de actina
especializadas. Estos hallazgos fueron posibles gracias al empleo de técnicas
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de stper-resolucién como es la llamada Microscopia de Reconstruccion Optica
Estocastica (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy, STORM). En la
pieza media, la actina polimerizada forma una doble hélice que sigue la vaina
mitocondrial. Por el contrario, la actina en la pieza principal se distribuye
radialmente desde el axonema hasta la MP (Figura 6). Esto sugiere un papel
especifico de la actina polimerizada en la organizacion molecular de las
estructuras flagelares implicadas en la regulacion de la movilidad y la funcién

espermatica (Gervasi et al., 2018).

Pieza media

Pieza principal

z (nm)
-500 500

Phalloidin

Figura 6. Imagenes de super-resolucion de la doble hélice de actina presente en la pieza media del
flagelo murino. Panel superior: reconstruccion mediante STORM de 3 dimensiones de actina
polimerizada marcada con la sonda phalloidin en el flagelo de espermatozoide murino. La reconstruccion
esta coloreada de acuerdo con la altura de localizacion en el eje z tal como se indica en el cédigo de
colores. Panel inferior: ampliacién de una parte de la pieza media del espermatozoide que se muestra en
el panel superior. En ambos paneles la escala de tamafio es 200 nm. Adaptado de (Gervasi et al., 2018).

En cuanto a las fibras densas externas, son nueve fibras que rodean al axonema,
formando un complejo “9+(9+2)” en toda la longitud de la pieza media y la mayor
parte de la pieza principal. Las fibras son mas gruesas en la parte proximal de la
pieza media y gradualmente van disminuyendo de tamafio hacia el extremo distal
(Eddy, 2006). En la pieza media, las fibras densas externas estan rodeadas de
mitocondrias organizadas de extremo a extremo. Por el contrario, en la pieza
principal estan rodeadas por una vaina fibrosa (Figura 3) (Gervasi et al., 2018;
Lindemann y Lesich, 2016). La formacion de fibras densas externas comienza
en las espermatidas. El primer gen identificado fue Odf1 (fibra densa externa de

espermatozoides 1), el cual se transcribe en las espermatidas, y codifica para
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una proteina de 27 kDa, rica en cisteinas y prolinas, resultado la proteina
principal en las fibras densas externas de rata. Otros genes identificados son los
Odf2, Odf3 y Odf4 (Eddy, 2006).

La vaina fibrosa define la extension de la pieza principal, que es en general el
segmento mas largo del flagelo. Es una estructura del citoesqueleto que es
exclusiva del flagelo de los espermatozoides de mamiferos y algunas aves.
Subyace estrechamente a la MP y es un cilindro conico formado por dos
columnas longitudinales. El grosor disminuye hacia el extremo distal de la pieza
principal. La formacién de la vaina fibrosa tiene lugar durante gran parte de la
espermiogénesis. Una de las proteinas comunmente encontrada en esta
estructura es la proteina de anclaje a la proteina quinasa A (PKA) dependiente
de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), también llamada AKAP. Asimismo, en
la vaina fibrosa se encuentran enzimas necesarias para la via glucolitica cuyo
producto, el adenosin trifosfato (ATP), proporciona energia para la movilidad
hiperactivada (Eddy et al., 2003). La vision clasica ha sido que la funcion de la
vaina fibrosa es modular el plano del batido del flagelo imponiendo una
restriccion al deslizamiento de los dobletes del axonema y a la flexion flagelar
(Eddy, 2006).

Capacitacion

Como se mencioné anteriormente, los espermatozoides testiculares que resultan
de la espermatogénesis se encuentran maduros desde un punto de vista
morfologico, pero no presentan movilidad progresiva ni la capacidad de fecundar
a la gameta femenina, el ovocito. Durante su transito por el epididimo ocurre la
maduracién espermatica donde adquieren el potencial de fecundar, pero no son
efectivamente capaces de hacerlo. A principios de la década de 1950, dos
investigadores de manera independiente, Austin y Chang, utilizando al conejo
como modelo experimental, describieron que la capacidad espermatica de
fecundacion in vivo sélo se gana con la residencia en el tracto reproductivo
femenino por un periodo finito de tiempo donde ocurren eventos moleculares y
fisioldgicos conocidos colectivamente como capacitacion (Austin, 1951; Chang,
1951). Estos eventos también se pueden emular in vitro en medios definidos en

los cuales la composicion se aproxima al entorno del tracto reproductor
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femenino. Dichos medios en general contienen un suministro limitado de
electrolitos (sodio [Na*], potasio [K*], cloro [CI], bicarbonato [HCO3], magnesio
[Mg?*], calcio [Ca?*] y fosfato [PO4*]), metabolitos energéticos (glucosa, piruvato
y lactato), y un aceptor de colesterol, generalmente albumina sérica bovina (BSA)
(Toyoda et al., 1971).
Desde el punto de vista funcional, durante la capacitacion, los espermatozoides
experimentan un cambio en el patron de movilidad llamado hiperactivacion
(Yanagimachi, 1970) y se vuelven competentes para experimentar la exocitosis
acrosomal (EA), donde se secreta el contenido de una Unica vesicula, el
acrosoma. Experimentos en ratones demostraron que la hiperactivacion facilita
la liberacion de los espermatozoides desde el reservorio oviductal y la
penetracion a través del cumulus oophorus (CO, células de la granulosa junto a
la matriz secretada) y la matriz glicoproteica extracelular que rodea al ovocito, la
zona pellucida (ZP) (Demott & Suarez, 1992; Puga Molina et al., 2018). Por su
parte, la EA permite la relocalizacion de proteinas esenciales para la fusion con
el ovocito (Noda et al., 2020; Satouh et al., 2012). De esta manera, ambos
eventos son indispensables para la fecundaciéon y seran detallados mas
adelante.
En términos generales, las modificaciones bioquimicas asociadas a la
capacitacién ocurren a nivel de:

1) Membrana plasmatica (MP):
- Aumento de la fluidez de la MP: debido principalmente a la remocion de
colesterol (Figura 7) (Davis, 1981; Gadella et al., 2008; Jones et al., 2007). La
albumina es la més utilizada como aceptor de colesterol en experimentos in vitro
(Gadella et al., 2015; Langlais et al., 1981; Suzuki & Yanagimachi, 1989) y se ha
descripto que esta en gran abundancia en el oviducto (Ehrenwald et al., 1990;

Puga Molina et al., 2018b). Ademas, ocurren diversas modificaciones en la
distribucion de otros esteroles (de Jonge, 2005).

- Redistribucién de proteinas integrales de membrana, difusién de lipidos y

cambios en la proporcidn de proteinas de membrana (Gadella, 2008; Wolf et al.,
1986)

- Remocién de factores decapacitantes: son moléculas que resultan de las

secreciones testiculares, epididimarias, prostaticas y de la vesicula seminal.

Entran en contacto con los espermatozoides a través del plasma seminal y se
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cree que impiden la capacitacion prematura (Cross, 1996; Kawano y Yoshida,
2007; Kawano et al., 2008). A modo de ejemplo, existen glicoproteinas unidas
de manera no covalente a la MP con alto contenido de &cido sialico. Se ha
reportado que si este acido esta presente en la superficie del espermatozoide
correlaciona positivamente con la proteccion contra la fagocitosis en el tracto
femenino, pero negativamente con la capacidad de los espermatozoides para
unirse a la ZP del ovocito (Ma et al., 2012; Oliphant y Brackett, 1973). Otro
ejemplo de factor decapacitante es SPINK3, el cual es secretado por las
vesiculas seminales; altera la hiperpolarizacion de la membrana espermatica y
la entrada de Ca?* través de canal especifico de espermatozoides, CatSper
(Zalazar et al., 2020).

- Hiperpolarizacion de la MP: en el espermatozoide, como en la mayoria de las

células, las concentraciones internas de iones son diferentes de las del medio
extracelular. Estas diferencias resultan de la permeabilidad i6nica relativa de la
MP vy, a su vez, la permeabilidad esta dada por los canales ibnicos y
transportadores especificos presentes, los gradientes que establecen y el estado
metabdlico de la célula. En reposo, el equilibrio de estos flujos, gradientes y
permeabilidades da como resultado un potencial eléctrico, conocido como
potencial de membrana (Em) de reposo. Antes de la capacitacion, los
espermatozoides de ratdn estan relativamente despolarizados (Em: de -35 a -45
mV) y se hiperpolarizan (alrededor de -70 mV) durante la capacitacion (Visconti
et al., 2011). La hiperpolarizacion de la Em ocurre cuando hay un aumento en la
concentracion de cargas negativas netas en el compartimiento intracelular. Esta
hiperpolarizacion de membrana esta asociada, en mayor medida, al efecto de un
incremento en la permeabilidad del K* dependiente del pH intracelular (pHi)
(Navarro et al., 2007). En el espermatozoide, el movimiento de K* hacia el
exterior celular es la Unica corriente hiperpolarizante detectada y es
incrementada por la alcalinizacion intracelular independientemente de la
concentracion extracelular de K* (Lishko et al., 2012). El principal canal de K*
responsable de este fendmeno en espermatozoides de raton es Slo3 (Figura 7).
Este canal es especifico de espermatozoides de mamifero y los ratones que
carecen de dicho gen son infértiles debido a la imposibilidad de hiperpolarizar la
MP y presentar defectos en la movilidad progresiva, entre otros fenotipos (Santi

et al., 2010; Zeng et al., 2011). Ademas, existen otros canales y transportadores
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de K*, como la bomba Na*/K* ATPasa (Figura 7), pero estos no participan en la
hiperpolarizacion de la MP, aunque regulan la concentracion intracelular del ion
de manera permanente (Lishko et al., 2012). La hiperpolarizacion de la
membrana durante la capacitacion se ha demostrado en espermatozoides
murinos, bovinos, equinos y humanos (Escoffier et al., 2012; Hernandez-
Gonzélez et al.,, 2007; Lépez-Gonzalez et al., 2014; Zeng et al., 1995).
Experimentos en ratdn demuestran que la hiperpolarizacidon espermatica es
necesaria y suficiente para preparar a las células para la EA (de La Vega-Beltran
et al., 2012).

2) Concentracién intracelular de iones:

Después de la eyaculaciéon, durante su transito por el tracto reproductor
femenino, los espermatozoides se exponen a nuevas concentraciones de iones
extracelulares y osmolaridades diferentes a las del fluido seminal (Visconti et al.,
2011). Esto provoca cambios en la concentraciéon intracelular de iones, tales
como Ca?*, HCOgz,, CI, Na* y K*, entre otros (Figura 7) (Darszon et al., 2007;
Kirichok y Lishko, 2011; Lishko et al., 2012).

En lo que al Ca?* respecta, el mantenimiento y regulacion de la homeostasis de
este ion es clave en varios aspectos de la fisiologia espermatica, tales como la
hiperactivacion y la EA. Esto involucra bombas y canales en la MP como también
en los reservorios intracelulares de Ca?* (el acrosoma, las mitocondrias y la
envoltura nuclear redundante, ENR, en el cuello) los cuales importan, exportan
0 secuestran Ca?* (Clapham, 2007; Correia et al., 2015; Darszon et al., 2011;
Ferreira et al., 2021; Jimenez-Gonzalez et al., 2006). La modulacién del Ca?*
provee una manera de transformar informacién del espacio extracelular al
intracelular de una manera sensible y rapida, por lo que el Ca?* es un segundo
mensajero fundamental (Carafoli y Krebs, 2016).

El eflujo de Ca?* a través de la MP se encuentra regulado por la bomba de Ca?*
ATPasa (PMCA) y un intercambiador de Na*/Ca?* (NCX), los cuales sacan el
Ca?* de la célula o lo incorporan dentro de los reservorios de Ca?* (Figura 7)
(Michelangeli et al., 2005). PMCA esté localizada en la pieza principal del flagelo
de los espermatozoides murinos y es relevante para el funcionamiento de los
mMismos ya que su ausencia altera la movilidad (Okunade et al., 2004). Del mismo
modo, la inhibicion farmacoldgica de NCX provoca un aumento de Ca?* y una
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reduccion significativa de la movilidad del espermatozoide humano (Krasznai et
al., 2006).
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Figura 7. Modelo simplificado de vias de sefalizaciéon y flujos de iones involucrados en la
capacitacion de espermatozoides murinos. Cuando los espermatozoides entran en contacto con el
medio capacitante, la BSA remueve colesterol de la MP modificando sus propiedades. La ACs es activada
rapidamente por la accion del HCOg3', presente en el medio capacitante. EI HCOs entra a la célula a través
del cotransportador NBC y del anti-transportador ClI/ HCO3'y su incremento intracelular junto con el eflujo
de H* a través del transportador NHE, resulta en un aumento en el pHi. La alcalinizacién del citoplasma
activa, por un lado, al canal Slo3, generando una corriente de K* que resulta en la hiperpolarizacion de
la MP, y por el otro, estimula la apertura de CatSper, por donde ingresa Ca?* sostenidamente. El cierre
del ENaC y la activaciéon de la bomba Na*/K*-ATPasa, también contribuyen a la hiperpolarizacion. El
AMPc elevado por accion de la ACs activa a la PKA, desencadenando una cascada de fosforilacion.
Todos estos acontecimientos, en conjunto, provocan la induccién de la hiperactivacion y la EA. La
contribucion de los canales de Cayv y de los reservorios intracelulares de Ca?* (no ilustrados en este
diagrama) al incremento de la [Ca?']i alin no estdn completamente esclarecidos. La bomba PMCA
moviliza Ca?* hacia el espacio extracelular, y participa en la homeostasis de este ion. Creado utilizando
https://biorender.com.

Por otro lado, el influjo de Ca?* esta dado principalmente por el canal de Ca?*
especifico de espermatozoides, CatSper (Figura 7). Este canal es dependiente
del pHi, del voltaje y es regulado por ligandos presentes en el fluido oviductal
(Hwang et al., 2019; Kirichok et al., 2006; Lishko y Kirichok, 2010; Lishko et al.,
2011). Particularmente en humanos se encontro que la apertura de este canal
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estd regulada por progesterona (Lishko et al., 2011; Strinker et al., 2011).
Ratones que carecen de CatSper y humanos con mutaciones de falla de funcion
en este canal resultan infértiles debido a alteraciones en el desarrollo de la
movilidad hiperactivada. Este canal se describe en mas detalle en la seccidn
“Hiperactivacion”. Otros canales de Ca?* voltajes dependientes (Cav) fueron
descriptos en espermatozoides, pero se cree que no son esenciales para su
fisiologia o cumplen funciones redundantes (Wennemuth et al., 2000).

Por ultimo, la movilizaciéon de Ca?* de los reservorios se encuentra mediada por
receptores de tipo inositol trifosfato y receptores de rianodina (IPsR y RyR,
respectivamente) (Darszon et al., 2011; Visconti et al., 2011).

A los fines de esta tesis, se mencionaran brevemente las caracteristicas
principales de los cambios en las concentraciones de HCOgs, Na*, y Cl-. Existen
varios transportadores de HCOs presentes en la MP de los espermatozoides,
entre ellos el cotransportador de Na*/HCO3 (NBC) (Demarco et al., 2003) y el
anti-transportador de ClI/ HCOs" (Figura 7) (Lishko et al., 2012; Zeng et al., 1996).
Ademas, se ha identificado un cotransportador de Na*, K*y Cl, denominado
NKCC. Se cree que debido a este canal hay un aumento intracelular de CI-
(Wertheimer et al., 2008), que llevaria a la activacion del anti-transportador CI
/HCOs3  estimulando asi el ingreso sostenido de HCOs al espermatozoide
(Chavez et al., 2012). Por otra parte, los niveles intracelulares de Na* son
regulados a través del intercambiador Na*/H* (NHE) (Garcia y Meizel, 1999;
Wang et al., 2003), la bomba Na*/K* ATPasa (Lishko et al., 2012), y el canal de
Na* epitelial (ENaC). Durante la capacitacion, ENaC se cierra, contribuyendo a
la hiperpolarizacién de la MP (Figura 7) (Escoffier et al., 2012; Puga Molina et
al., 2018a; Ritagliati et al., 2018). En cuanto al ClI, se han descripto dos
transportadores presentes en espermatozoides de mamiferos: el regulador
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) (Puga Molina et al., 2017; Puga
Molina et al., 2018), y el ya mencionado NKCC (Wertheimer et al., 2008).

3) pH citoplasmatico:

La alcalinizacion intracelular es un evento muy importante en la capacitacion
espermatica. Los cambios drasticos en la composicién idnica a los que se
enfrenta el espermatozoide durante su trayecto hacia el sitio de fecundacién

tienen también consecuencias en el pHi. En el epididimo, se encuentran con un
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medio &cido con baja concentracion de HCO3~ que los mantiene inactivos.
Contrariamente, en el Utero y oviducto de la hembra, el fluido luminal contiene
altas concentraciones de HCOs~ convirtiendose cada vez mas alcalino, una
condicion requerida para la fecundacion (Nishigaki et al., 2014). Como se
menciond anteriormente, durante la capacitacion existe un ingreso de HCOs™ a
la célula y una salida de H* a través del NHE, estos factores serian esenciales
para el aumento en el pHi. Ademas, el canal CFTR en espermatozoides murinos
y el canal de H* Hvl en espermatozoides humanos también contribuirian a
mantener el pHi (Chavez et al., 2012; Lishko y Kirichok, 2010; Miller et al., 2018;
Wang et al., 2003; Xu et al., 2007). El canal Hvl esta presente en la pieza
principal del flagelo espermatico, y es el principal conductor de H* en
espermatozoides humanos mientras que en ratones esta ausente (Lishko y
Kirichok, 2010). Finalmente, la alcalinizacion del pHi esta asociada a la apertura

de los canales CatSper y Slo3 (Figura 7) (Kang et al., 2021).

4) Adenilato ciclasa soluble (ACs) y PKA:

Como consecuencia de la exposicion a HCOgs, se observa un rapido incremento

en los niveles intracelulares de AMPc (Harrison y Miller, 2000) lo cual estimula la
actividad de PKA (Figura 7) (Harrison, 2004). En 1999, Levin y Buck reportaron
la presencia de una adenilato ciclasa soluble (ACs) en espermatozoides,
activada por HCOs™ siendo entonces la proteina responsable del aumento de
AMPCc en respuesta a la capacitacion (Buck et al., 1999; Chen et al., 2000). En
el espermatozoide se expresan dos clases de adenilato ciclasas: la
transmembrana (ACm o ADCY1-9) y la soluble (ACs o ADCY10). La primera se
localiza en la cabeza del espermatozoide (Wertheimer et al., 2013), mientras que
la segunda, en la pieza media del flagelo principalmente (Hess et al., 2005).

Por su parte, PKA esta compuesta por dos tipos de subunidades: catalitica (PKA-
C) y regulatoria (PKA-R) (Taylor et al., 2013). PKA-R une AMPc permitiendo que
PKA-C una ATP y sea capaz de transferir un fosfato en residuos Ser/Thr.
Participa de diferentes eventos moleculares como por ejemplo en la fosforilacion
de sustratos de PKA (pPKAs) y consecuente aumento en la fosforilacion de
residuos en tirosina (pY) (Buffone et al., 2006; Lefievre et al., 2002; Liu et al.,
2006). Esta ultima se encuentra mediada por la activacion indirecta de tirosin

quinasas, como la tirosin quinasa FER (Figura 7) (Alvau et al., 2016; Craig et al.,

35



Introduccion

2001). Tanto pPKAs como pY han sido parametros extensamente
correlacionados con la capacitacion (Visconti et al., 2011). Sin embargo, un
estudio reciente realizado ex vivo reporté que los espermatozoides que se
encuentran en el sitio de fecundacién, la ampulla, no presentan pY (Ded et al.,
2020). Sumado a esto, ratones knock-out para FER son fértiles aun sin presentar
pY durante la capacitacion. De esta manera, ambos resultados cuestionarian la
relevancia de la pY durante la capacitacion in vitro e in vivo. Por otra parte, la
participacion de PKA se ha asociado a otros eventos como la alcalinizacion
citoplasmatica (Matamoros-Volante & Trevino, 2020; Puga Molina et al., 2017;
Wang et al., 2007), la hiperpolarizacion del Em (Stival et al., 2015), y el ingreso
de Ca?* al interior celular mediante la activacion de CatSper en espermatozoides
murinos (Figura 7) (Orta et al., 2018). Asimismo, se ha descripto la importancia
de PKA para la adquisicion de la movilidad hiperactivada (Burton et al., 1999; Xu
et al., 2018) y para la EA (de Jonge et al., 1991, Stival et al., 2018; Tsirulnikov et
al., 2019).

5) Metabolismo celular:

La capacitacién espermética depende tanto de las vias de sefializacion como del
metabolismo (Goodson et al., 2012). EI ATP es sustrato de las bombas (por
ejemplo: Na*/K* ATPasay la bomba de Ca?* PMCA4) y de la ACs, como también
necesario para la movilidad hiperactivada (Miki et al., 2004). Se ha reportado que
el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa se encuentran activos en
espermatozoides de mamiferos (Goodson et al., 2012; Sansegundo et al., 2022).
El medio capacitante contiene nutrientes que son metabolizados por estas vias
como la glucosa (glicélisis, ciclo Krebs y fosforilacion oxidativa) y el piruvato (ciclo
Krebs y fosforilacion oxidativa) (Toyoda et al., 1971). Recientemente, se reportd
que en espermatozoides murinos la privacion de estos nutrientes inmoviliza a los
espermatozoides. Sin embargo, tras el agregado de los nutrientes omitidos, se
recupera la movilidad y mejora la fecundacion in vitro en comparacion con
espermatozoides incubados constantemente en un medio completo. Ademas, se
observo un desarrollo embrionario méas eficiente y un mayor porcentaje de crias

luego de transferencias embrionarias (Navarrete et al., 2019).
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6) Citoesqueleto de actina:

La actina es una proteina ATPasa globular y es la subunidad que forma los
microfilamentos del citoesqueleto. Puede existir como mondmero (actina-G o

globular) o como parte de un polimero denominado actina-F (filamentosa)

Moléculas
de ADP

Moléculas

1 de ATP

\_Actina globular

actina-G
Extremo - Extremo + O (et ) 0

Actina filamentosa (F-actina) I

Figura 8. Esquema de la polimerizacién de actina. La actina se polimeriza pasando de su forma
monomeérica o globular a su forma filamentosa. Adaptado de https://microbenotes.com/microfilaments-
structure-and-functions/.

(Figura 8). En las células somaticas, el citoesqueleto de actina participa en
diversos eventos celulares tales como la movilidad celular, la contraccion
muscular, la division celular, la citocinesis, la sefalizacion, el movimiento de
organelas, el control y la forma de las uniones intercelulares, y la endo/exocitosis.
Las células simultdneamente forman, mantienen y desarman distintas redes de
actina-F para facilitar estos procesos (Blanchoin et al., 2014; Chhabra y Higgs,
2007). Las redes de actina-F poseen una organizacion y una dinamica especifica
gue son controladas espacial y temporalmente mediante la accion de diferentes
proteinas de unién a la actina. Dichas proteinas cumplen con una variedad de
funciones que incluyen el montaje, el capping de los extremos, la union de
mondmeros de actina, la agrupacion y el corte/desensamblaje (Blanchoin et al.,
2014).

En el espermatozoide de los mamiferos, la actina esta presente tanto en su forma
monomerica como filamentosa (de las Heras et al., 1997; Delgado-Buenrostro et
al., 2005; Flaherty et al., 1988; Hernandez-Gonzalez et al., 2000; Moreno Fierros
et al., 1992; Oikonomopoulou et al., 2009; Vogl et al., 1993). Las regiones del
espermatozoide que contienen actina incluyen la matriz acrosomal (Zepeda-
Bastida et al., 2011), las regiones ecuatorial y post-acrosomal, y el flagelo
(Flaherty et al., 1988). Como se menciono anteriormente, la presencia de actina
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en el flagelo podria ser importante para la regulacion de la movilidad, y su
presencia en la cabeza sugiere una posible participacién en la EA, asi como en
la fusion entre el espermatozoide y el ovocito. En particular, la presencia de
actina en la matriz acrosomal podria estar asociada con la liberacién diferencial
de ciertos componentes acrosomales (Kim y Gerton, 2003) y con la progresion
organizada de la exocitosis (Buffone et al., 2009).

En lo que a la capacitacion respecta, existe un aumento en la polimerizacion de
actina, la cual pasa de su forma globular a la forma filamentosa tanto en la
cabeza como en el flagelo del espermatozoide (Brener et al., 2003; Finkelstein
et al.,, 2010a; Romarowski et al., 2016a). Ademas, se reportaron cambios
dindmicos en estructuras de actina bien definidas en diferentes regiones de la
cabeza espermatica. Estos resultados se lograron empleando live imaging de
célula unica (es decir, grabando a las células vivas con un microscopio de
fluorescencia) combinado con técnicas de super-resolucién (Romarowski et al.,
2018).

Hiperactivacion

Como se menciond previamente, el objetivo fundamental de los
espermatozoides es entregar su material genético a la gameta femenina. Estas
células altamente especializadas han desarrollado estrategias sofisticadas para
regular su movilidad y lograr encontrar al ovocito. Por lo tanto, la movilidad es
una de las funciones mas importantes del espermatozoide. No es sorprendente,
entonces, que fallas en la movilidad (aunque no presenten defectos
morfologicos) lleven a la esterilidad en muchos modelos de ratones knock-out
como lo son para los genes que codifican proteinas claves en la fisiologia del
espermatozoide como el de PKA, CatSper, ACs, enzimas de la via de la glicolisis,
PMCA, entre otros (Darszon et al., 2011; Esposito et al., 2004; Miki et al., 2004;
Nolan et al., 2004; Okunade et al., 2004; Skalhegg et al., 2002) .

En mamiferos, los espermatozoides se vuelven moviles cuando son eyaculados
en el tracto reproductor femenino. Estos presentan batidos flagelares simétricos
con baja curvatura y nado progresivo con un recorrido casi recto, patrén
denominado "movilidad activada” (Figura 9A, arriba). En 1970, Yanagimachi
reportd que los espermatozoides de hamster se volvian extremadamente activos

a medida que ganaban la capacidad de fecundar al ovocito in vitro. Ademas,
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observd que los espermatozoides nadando de esta manera se podian ver a
través de las paredes de la ampulla y propuso que este movimiento 'hiperactivo'
proporciona a los espermatozoides una mayor propulsion para llegar al ovocito
y/o para atravesar las células del cumulus y la ZP (Figura 9B i) (Suarez, 2008;
Yanagimachi, 1970). De esta manera, se define a los espermatozoides
hiperactivados con un batido flagelar vigoroso asimétrico con gran amplitud y alta
curvatura en un medio de baja viscosidad (Figura 9A, abajo) (Darszon et al.,
2011).

A En medio de baja viscosidad B
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Movilidad hiperactivada
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Figura 9. Propiedades y funciones fisioldgicas de la hiperactivacién. A) Forma del flagelo y direccion
(flechas) de la movilidad activada (arriba) e hiperactivada en experimentos en medios de baja viscosidad.
Adaptado de (Darszon et al., 2011). B) Importancia de la movilidad hiperactivada: i) para facilitar la
penetracion de los espermatozoides a través la matriz del cumulus y la ZP, ii) para avanzar en fluidos
altamente visco-elasticos en el tracto reproductor femenino con mayor eficacia que los espermatozoides
activados, y iii) para separar a los espermatozoides desde el reservorio del isthmus y asi puedan avanzar
hacia la ampulla. Adaptado de (Darszon et al., 2011). Estructura de CatSper. C) Diagrama que ilustra
la interaccion y la topologia predicha de las 10 subunidades del complejo de canales CatSper de
mamiferos. Adaptado de (Hwang et al., 2019). D) Imagenes STORM 3D de CatSperl en seccion
transversal yz al inicio de la pieza principal. Adaptado de (Chung et al., 2014). E) Esquema de la pieza
principal del flagelo del espermatozoide donde se observa localizacion de los canales CatSper (rojo) en
su arreglo lineal, y la posicion relativa respecto de los elementos del citoesqueleto. Adaptado de (Chung
et al., 2014).

Sin embargo, in vivo, en el tracto reproductor femenino, los espermatozoides
entran en contacto con fluidos viscosos que tienen propiedades elasticas (fluido

visco-elastico). A diferencia de lo que se observa en medios de baja viscosidad
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donde la trayectoria del nado es erratica, los espermatozoides hiperactivados
nadan de manera progresiva en medios de alta viscosidad en experimentos in
vitro (Figura 9B ii) (Suarez y Dai, 1992; Suarez et al., 1991). Esta observacion
experimental indica que uno de los roles fisiologicos de la hiperactivacion es
asegurar un movimiento progresivo en fluidos de alta viscosidad como los que
se encuentran en el tracto reproductor femenino. Ademas, durante el trayecto en
el tracto reproductor femenino, las cabezas de los espermatozoides se pegan a
las células epiteliales en el isthmus del oviducto, un sitio conocido como el
reservorio. Para separarse de dicho reservorio deben adquirir movilidad
hiperactivada y nadar hacia la ampulla (Figura 9B iii) (Darszon et al., 2011,
Demott y Suarez, 1992).

La hiperactivacion, de esta manera, es esencial para que los espermatozoides
puedan fecundar con éxito a los ovocitos. Es desencadenado por un aumento de
la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?*]) flagelar donde la fuente
predominante es el Ca?* extracelular que ingresa a través del canal CatSper
(Suarez, 2008). Sin embargo, no se puede descartar la participacion de la
movilizacién de Ca?* de los reservorios (el acrosoma, la ENR y las mitocondrias)
ya que se ha reportado que la liberacién de Ca?* de los reservorios induce la
movilidad hiperactivada (Achikanu et al., 2018; Alasmari et al., 2013; Mata-
Martinez et al., 2021).

Las proteinas del canal CatSper solo se expresan en las células germinales
masculinas y se localiza en la pieza principal del flagelo de espermatozoides
maduros (Carlson et al., 2005; Jin et al., 2007). Este canal depende débilmente
del voltaje pero fuertemente de la alcalinizacion del pHi (Kirichok et al., 2006;
Lishko y Kirichok, 2010) y en humanos, es dependiente de numerosos ligandos
presentes en el fluido oviductal (Brenker et al., 2012; Tavares et al., 2013), como
la progesterona (Lishko et al., 2011; Strinker et al., 2011). CatSper es el canal
mas complejo de todos los canales idnicos conocidos y es codificado por, al
menos, 10 genes en mamiferos. Consiste en 4 subunidades formadoras de poros
(CatSperl-4) (Qi et al., 2007; Quill et al., 2003; Ren et al., 2001) y seis
subunidades accesorias (cuatro transmembrana CatSperf, CatSperd, CatSpere,
CatSpery, y dos citosolicas CatSperl,y EFCAB9, Figura 9C) (Chung et al., 2011,
2017; Hwang et al., 2019; Liu et al., 2007; Wang et al., 2009) . Sumadas a estas

10 subunidades, recientemente se han descripto cuatro nuevas subunidades
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denominadas CatSper 1, CatSper n, SLCO6C1 y TMEM249 (no ilustradas en el
diagrama de la Figura 9C) (Hwang et al., 2022; Yang et al., 2022; Zhao et al.,
2022). Ratones knock-out para CatSper-1, -2, -3 0 -4 son infértiles y dicha
infertilidad se ha correlacionado con una falta de hiperactivacion (Jin et al., 2007;
Qi et al., 2007; Quill et al., 2003; Ren et al., 2001). Si bien pueden nadar
progresivamente y realizar la EA, al no poder hiperactivar, fallan en penetrar la
ZP de los ovocitos en experimentos in vitro. No obstante, si las ZP son
removidas, los espermatozoides pueden fecundar normalmente (Ren et al.,
2001). Gracias a la ya nombrada técnica de microscopia de super-resolucion
STORM, se pudo evidenciar que CatSper tiene una disposicion cuadrilateral a lo
largo de la pieza principal (Figura 9B-C). De esta manera, se cree que el canal
organiza la [Ca?*]ien nanodominios de sefializacién, alineados de forma Unica a
lo largo del flagelo del espermatozoide como "rayas” (Chung et al., 2014).
Recientemente, se demostr6 que, durante la capacitacion, la subunidad
CatSperl sufre una degradacion dependiente de Ca?* y asociada a cascadas de
fosforilacion de proteinas. Utilizando un modelo ex vivo del tracto reproductor
femenino post apareo, mediante técnicas de aclarado de tejido e
inmunohistoquimica, se encontrd6 que aquellos espermatozoides que
atravesaron la union utero-tubarica (la unién del ttero con el oviducto) y llegan a
la ampulla, presentan CatSperl intacto. Esto demostraria que la integridad del
canal es indispensable para el transito de los espermatozoides hasta el sitio de
fecundacioén (Ded et al., 2020).

Exocitosis acrosomal (EA)

El acrosoma, vesicula que se localiza por encima del ndcleo en la cabeza del
espermatozoide, contiene elementos solubles como enzimas hidroliticas y una
matriz (Buffone et al., 2008; Westbrook-Case et al., 1994). Ante la exposicion a
ciertos inductores, fisiolégicos o farmacoldgicos, la MAE se fusiona con la MP de
la regién apical de la cabeza en el proceso denominado reaccion acrosomal o
EA (Buffone et al., 2014).

La EA fue reportada en 1952 por primera vez en espermatozoides de erizo de
mar (Dan, 1952) y fue inmediatamente reconocida como un evento esencial para
qgue ocurra la fecundacion (Austin y Bishop, 1958). Es un tipo particular de

secrecion finamente regulada por mdltiples vias de sefializaciéon
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unidireccionales. Si bien comparte muchas de las caracteristicas de los
mecanismos basicos que se han descripto en otras células secretoras, como
neuronas o células del sistema enddcrino (Mayorga et al., 2007), la EA contiene
ciertas diferencias que hacen que sea un tipo Unico de secrecion. Las diferencias
esenciales son: 1) el acrosoma es la Unica vesicula secretada; 2) existen
multiples sitios de fusion entre la MAE y la MP; 3) como resultado de la fusion
entre la MAE y la MP, se forman vesiculas hibridas que son liberadas durante la
exocitosis; 4) no existe reciclado de membranas luego de la EA, siendo este un
proceso irreversible (Figura 10). Una vez finalizada, la cabeza del
espermatozoide expone un nuevo limite celular, la MAI que se continua con la
MP (Yanagimachi, 1994a). Estos cambios en la topologia y composicion de la
membrana limitante cumplen un rol fundamental en la interaccion con la gameta
femenina, ya que se expone el segmento ecuatorial por el cual el espermatozoide
se fusiona con la MP del ovocito, el oolema (lkawa et al., 2010; Inoue et al.,
2011). Particularmente, esta reportado que hay una movilizacion de proteinas
esenciales para la fusidon, como por ejemplo 1IZUMO1 y SPACAG, las cuales se
localizan en la membrana acrosomal y luego de la EA se relocalizan al segmento
ecuatorial donde cumplen su funcion como parte del complejo de fusion a la
membrana del ovocito (Barbaux et al., 2020; Brukman et al., 2023; Inoue et al.,
2005; Noda et al., 2020; Sosnik et al., 2009).

La EA siempre fue considerada una reaccion binaria donde el estado inicial es
de espermatozoides intactos y se obtienen espermatozoides reaccionados, pero
varios reportes comenzaron a describir a la EA como un continuo, el cual
comienza con la capacitacion espermatica (Baibakov et al., 2007; Kim y Gerton,
2003).

Fusién de membranas durante la EA

La fusion de la vesicula secretoria, en este caso el acrosoma, con la MP en el
proceso exocitico consta de varias etapas. Inicialmente, se recluta la vesicula
secretoria a la MP (tethering, mediada por GTPasas monomeéricas de la familia
Rabs). Seguido de dicho reclutamiento, ocurre la asociacion fisica entre la
vesicula y la MP (docking, mediada por proteinas SNARES). En esta etapa, la
maquinaria proteica se encuentra lista para comenzar el proceso de fusion de

las membranas, generando un estado transitorio de hemifusion. Por ultimo, se
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Figura 10. Modelo cinético de la EA. Los espermatozoides receptivos (1, capacitados) experimentan
un rapido aumento de la [Ca?*]i (2) que desencadena que el acrosoma se hinche (3). Eventualmente, la
MAE se acopla a la MP. La apertura de canales de Ca?* en la MAE provoca un aumento local de este ion
en las proximidades de la maquinaria de fusién de membranas que desencadena la apertura de poros
gue conectan el compartimento extracelular con la luz acrosomal (4). La expansién de los poros conduce
a la vesiculacion del acrosoma (5). Finalmente, el espermatozoide que pierde el acrosoma presenta un
nuevo limite celular, la MAI que se continda con la MP (6). A) Cronologia y tiempo medio relativo para
cada uno de estos pasos. B) Superior: Los cambios especulativos en la topologia de la membrana,
incluidas algunas proteinas que participan en el proceso. Inferior: Imagenes de microscopia electronica
representativas de los pasos propuestos. C) Los cambios morfolégicos correspondientes que ocurren en
la cabeza del espermatozoide durante la exocitosis. Adaptado de (Sosa et al., 2015).

completa la fusion y se produce la apertura del poro a través del cual se libera el
contenido del acrosoma, produciéndose la incorporacion de la vesicula a la MP
(Figura 10) (Sosa et al., 2015).

Al igual que todo proceso exocitico, la EA requiere de movilizaciéon de Ca?* e
involucra la activacién de la maquinaria de fusion. Dicha maquinaria esta
conformada por proteinas tales como: Rab GTPasas, SNAREs, a-SNAP (a- NSF
attachment protein), complexinas (proteina que interactia selectivamente con
los complejos SNARES), sinaptotagminas (proteina sensora de Ca?* que
participa en procesos de exocitosis regulados por Ca?*), NSF (N- ethylmaleimide-
sensitive factor), calmodulin y dynamin (de Blas et al., 2005; Reid et al., 2012;
Roggero et al., 2007; Yunes et al., 2002; Zhao et al., 2007).
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El sitio y los inductores de la EA

Ademas de ser una secrecion altamente regulada dependiente de Ca?*, la EA
puede ser desencadenada in vitro mediante moléculas inductoras tanto
fisiologicas como farmacologicas (Buffone et al., 2014). En el primer grupo de
inductores podemos encontrar a las proteinas de la ZP, progesterona, glicina,
péptido natriurético, GABA y ATP (Bray et al., 2002; Gupta y Bhandari, 2011;
Harper et al., 2008; Marin-Briggiler et al., 2008; O’Toole et al., 1996; Sanchez-
Cérdenas et al., 2014a; Selvaraj et al., 2007; Shi et al., 1997; Torres-Fuentes et
al., 2015; van Duin et al., 1994; Zamir et al., 1995). En lo que a los inductores
farmacoldgicos respecta, los mas utilizados son los ionéforos de Ca?* (como
ionomicina o A23187) o inhibidores de bombas de Ca?-ATPasa (como
tapsigargina) que estimulan la salida de Ca?* de los reservorios intracelulares
(Herrick et al., 2005; Rossato et al., 2001).

La ZP de los mamiferos, inductor fisiolégico propuesto de la EA, es una matriz
extracelular que rodea a los ovocitos y los embriones tempranos, que es
fundamental para la fecundacion normal y el desarrollo previo a la implantacién
(Figura 11A) (Familiari et al., 2006). En la especie murina, esta formada por tres
glicoproteinas (ZP1, ZP2 y ZP3) dispuestas en una delicada matriz filamentosa

(Baibakov et al., 2007). Estas glicoproteinas son sintetizadas exclusivamente por
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Figura 11. Diagrama ilustrativo del COC. A) Esquema de las estructuras principales del ovocito junto
a las células de la granulosa. B) Imagen de microscopia electrénica de barrido de la ZP, se observa una
estructura similar a una red. Adaptado de (Familiari et al., 2006).
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el ovocito (Bleil y Wassarman, 1980). En particular, ZP2 es escindida
proteoliticamente después de la fusion de las gametas para evitar la polispermia.
Esta escision se asocia con la exocitosis de granulos corticales que se
encuentran en la periferia del ovocito y como resultado, modifican la matriz de la
ZP para que espermatozoides adicionales no se unan o la penetren (Austin y
Braden, 1956; Baibakov et al., 2007; Ducibella, 1996). Los estudios de
microscopia electronica de barrido han demostrado que la ZP tiene una
estructura porosa similar a una red y/o un aspecto casi liso y compacto (Figura
11B) (Familiari et al., 2006).

Durante muchos afios, se mantuvo el paradigma de que los espermatozoides
intactos, al unirse a la ZP, llevan a cabo la EA. De esta manera, la liberacion del
contenido acrosomal (que contiene entre otros componentes, enzimas
hidroliticas) apenas contacta a la ZP, facilitaria el paso de los espermatozoides
a través de dicha matriz glicoproteica para unirse al ovocito y fecundarlo (Saling,
1989; Saling et al., 1979). Este paradigma se construyd en base a numerosos
estudios in vitro donde se utiliz6 a la ZP solubilizada para inducir la EA (Cherr et
al., 1986; Florman y Storey, 1982; Storey et al., 1984). Estos resultados
indicaban que, entre las glicoproteinas que conforman a la ZP, ZP3 era el
principal inductor de la EA en espermatozoides de humano y ratén (Gupta y
Bhandari, 2011). Sin embargo, Baibakov y colaboradores encontraron que la
union a la ZP no era suficiente para inducir la EA cuando se utilizaban ZP intactas
(no solubilizadas, es decir, en su forma nativa) (Baibakov et al., 2007). Sumado
a esto, gracias a la utilizacion de espermatozoides de ratones transgénicos que
expresan la proteina EGFP en el acrosoma (Figura 12B) (Hasuwa et al., 2010),
Jin y colaboradores demostraron que los espermatozoides murinos fecundantes
pierden el acrosoma antes de contactar con la ZP en experimentos in vitro (Jin
et al., 2011). Estos resultados, ademas, trajeron controversia con respecto al
lugar especifico de la ocurrencia de la EA in vivo. Como se menciono
anteriormente, por muchos afios se postuldé que el inductor fisiolégico de la EA
era la ZP y, por ende, el sitio donde ocurriria dentro del tracto reproductor
femenino seria la ampulla donde se encuentran los ovocitos con la ZP y células

de la granulosa. En el afio 2016, utilizando al ratén transgénico con EGFP en el
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Figura 12. Los espermatozoides de ratdn comienzan a experimentar la EA en el isthmus alto. A)
Imagen representativa de un cuerno uterino y del oviducto en raton. De izquierda a derecha se observa
el atero, la union Gtero-tubéarica (UUT), el isthmus inferior (11), isthmus medio (IM), isthmus alto (IA), la
ampulla (AMP) y el ovario. Adaptado de (la Spina et al., 2016). B) Imagen de microscopia de fluorescencia
y campo claro para los espermatozoides de ratones transgénicos que expresan EGFP en el acrosoma y
DsRed2 en la vaina mitocondrial de la pieza media. Los espermatozoides que perdieron el acrosoma se
indican con un asterisco. Adaptado de (Hasuwa et al., 2010). C) Porcentaje de espermatozoides con el
acrosoma intacto dentro del tracto reproductor femenino después de pasadas 4 horas del apareo.
Adaptado de (la Spina et al., 2016).

acrosoma y DsRed2 en las mitocondrias ubicadas en la pieza media del flagelo
(Figura 12B), pudo observarse por primera vez la migracion de los
espermatozoides murinos y su estado acrosomal in vivo. Estos trabajos
encontraron que la mayoria de los espermatozoides empiezan a perder el
acrosoma en el isthmus superior del oviducto, previo al contacto con los ovocitos
ubicados en la ampulla (Figura 12A y 12C) (Hino et al., 2016; la Spina et al.,

2016; Muro et al., 2016)

En los Ultimos afos, la progesterona empezd a emerger como potencial inductor
fisiologico de la EA. Ademas de estimular este proceso (Osman et al., 1989;

Roldan et al., 1994), la progesterona también ha sido relacionada con otros
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aspectos de la fisiologia del espermatozoide como es la capacitacion, la
quimiotaxis, la movilidad e hiperactivacion (Gatica et al., 2013; Lishko et al.,
2011; Oren-Benaroya et al., 2008; Publicover et al., 2007; Sagare-Patil et al.,
2012; Servin-Vences et al., 2012; Strinker et al., 2011; Uhler et al., 1992).
Reportes recientes en espermatozoides humanos, demuestran que la
progesterona, al unirse a una enzima hidrolasa ABHD2 activa la escision del
endocannabinoide 2AG y esto resultaria en la apertura de CatSper (Kirichok y
Lishko, 2011; Miller et al., 2016). Por otro lado, en la especie murina, se llevaron
a cabo ensayos de célula unica utilizando las sondas fluorescentes FM4-64 y
Fluo4 para ver el efecto de la progesterona sobre la EA. FM4-64 es una sonda
gue se une a la MP y ha sido ampliamente utilizada como marcador de la EA
(Balestrini et al., 2020; Sanchez-Cardenas et al., 2014a). Por su parte, Fluo4 es
una sonda que ingresa al espacio intracelular y es un sensor de la [Ca?*]i. Gracias
a la utilizacién de ambas sondas, se observo que la progesterona induce un
aumento transitorio de la [Ca?*]i en la cabeza del espermatozoide murino y esto
promoveria la EA. Por lo tanto, al observarse el aumento en la cabeza, la accion
de la progesterona en ratones no estaria mediada por CatSper (Figura 13)
(Romarowski et al., 2016b).
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Figura 13. Un aumento transitorio especifico en la [Ca?*]iinducido por la progesterona promueve
la EA en el espermatozoide de raton. A) Serie de tiempo representativa para la respuesta de un
espermatozoide a la progesterona. En verde se observan los cambios en la [Ca?*]i (sonda Fluo4) y mayor
fluorescencia de Fluo4 indica que hay mayor [Ca?*].. En magenta se observa la MP (sonda FM4-64 como
marcador de la EA) y el aumento de dicha sonda indica la ocurrencia de la EA. B) Trazos de fluorescencia
para las imagenes en A). En el eje y se grafica la formula (F-Fo)/Fo, donde Fo es el promedio de intensidad
de fluorescencia previo a la induccién con progesterona y F es la medida de intensidad de fluorescencia
para cada tiempo. De esta manera se muestra la magnitud de cambio de fluorescencia sobre la
fluorescencia basal, Fo. Adaptado de (Romarowski et al., 2016b).

En el sistema reproductor femenino hay tres fuentes de progesterona: el cuerpo
liteo en los ovarios, el epitelio oviductal y las células del cumulus que rodean al
ovocito (Guidobaldi et al., 2008; Hunter et al., 1983; Pharazyn et al., 1991;
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Richardson y Oliphant, 1981; Yamashita et al., 2003). Si bien la accion de la
progesterona en la regulacion génica a través de su receptor nuclear ha sido
ampliamente caracterizada, se cree que en los espermatozoides murinos
actuaria a través de un receptor de membrana no gendmico (mPRa) ya que son

células transcripcional y traduccionalmente inactivas (Thomas, 2008).

Fecundacion

Durante la reproduccion sexual, el ovocito y el espermatozoide se fusionan para
generar un embridn nuevo y Unico. A pesar de su singularidad fisiologica, esta
fusion implica la coordinacién de procesos biolégicos fundamentales como la
polarizacion celular, la remodelacion de la MP, interacciones proteicas,
sefializacion mediada por receptores y fusion celular (Deneke y Pauli, 2021).

En mamiferos, los ovocitos maduros se ovulan siguiendo una sefial hormonal y
se detienen en la metafase Il de la meiosis en espera de la fecundacién (Deneke
y Pauli, 2021). Por otro lado, el viaje del espermatozoide termina en la ampulla
del oviducto femenino donde ambas gametas se encuentran. A partir de ahi, los
espermatozoides deben superar una serie de barreras fisicas y bioquimicas.
Después de la EA, el espermatozoide debe penetrar en primer lugar al CO,
compuesto por las células de la granulosa y la matriz secretada. Estas proveen
nutrientes al ovocito en crecimiento y secretan progesterona la cual podria
inducir la EA. Una vez que atravesaron al CO, los espermatozoides se
encuentran con una segunda barrera, la ZP (Figura 11A). Como se mencion6
anteriormente, la ZP es una matriz glicoproteica que aparte de contribuir a evitar
la polispermia, mantiene la integridad del embrion, evitando que los blastomeros

se adhieran al epitelio del isthmus y se degraden (Yanagimachi, 2022).

Luego de la penetracion de la ZP, el espermatozoide ingresa al espacio
perivitelino donde puede adherirse y fusionarse con la MP del ovocito. La
interaccion del espermatozoide y el ovocito conduce a la fusién de sus MP, un
evento celular uUnico que debe ser altamente eficiente para que el primer
espermatozoide encuentre la superficie del ovocito, pero que al mismo tiempo
debe ser estrechamente regulado para evitar la fusion inespecifica de otros

espermatozoides (Deneke y Pauli, 2021).
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Proteinas de reconocimiento

Gracias a la generacion de modelos de ratones knock-out, se pudo determinar
la relevancia de varias proteinas, tanto del espermatozoide como del ovocito, en

la union y fusién de ambas gametas (Siu et al., 2021).

En cuanto al espermatozoide, como se mencioné previamente, la relocalizacion
de 1ZUMO1 y SPACAG al segmento ecuatorial durante la EA es esencial para la
adhesion y fusién al ovocito (Figura 14A). Ratones macho knock-out para estas
proteinas resultan infértiles, dado que sus espermatozoides realizan la EA,
penetran el CO y la ZP, pero son incapaces de fusionarse con la membrana del
ovocito, acumuldndose en el espacio perivitelino del mismo (Barbaux et al., 2020;
Inoue et al., 2005; Noda et al., 2020). Sumadas a las ya mencionadas, estos
altimos afios se identificaron diversas proteinas espermaticas involucradas en el
proceso de adhesion y fusion de las gametas: TMEM95, SOF1, FIMP, y
DCST1/DCST2 (Figura 14A) (Fujihara et al., 2020; Inoue et al., 2021; Noda et
al., 2020).

En lo que a las proteinas del ovocito respecta, se reporté que tanto JUNO como
CD9 son necesarias para la fusidon de las gametas (Figura 14B). La primera fue
reconocida como el receptor para 1IZUMO1 y su expresion en el ovocito
disminuye rapidamente luego de la fecundacion. Se observé que JUNO se
desprende de la MP del ovocito en vesiculas extracelulares y mediante este
mecanismo, ayudaria a prevenir la polispermia (Bianchi et al., 2014). De igual
manera que con las proteinas espermaticas mencionadas previamente, los
modelos de hembras knock-out para JUNO y CD9 presentan fertilidad
disminuida debido a fallas en la fusién de las gametas (Bianchi et al., 2014; Chen
et al., 1999). Ya que JUNO se pierde rapidamente apenas entran en contacto las
gametas y esto ocurre previamente a que se complete la fusién de las
membranas, se considera probable que existan mecanismos de reconocimiento
de membrana adicionales. Reportes recientes en la especie humana apuntan a
un nuevo candidato, la proteina ovocitaria MAIA, la cual interaccionaria con el
complejo 1IZUMO1-JUNO y mantendria el acercamiento de las membranas de
las gametas incluso cuando JUNO se desprende de la membrana del ovocito
(Vondrakova et al., 2022).
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Fases de la fusiéon de las gametas

La interaccion entre el ovocito y el espermatozoide se puede dividir en tres pasos
principales: 1) acercamiento del espermatozoide, 2) penetracion de la cubierta

del ovocito y unién al oolema, y 3) fusion de las MP (Deneke y Pauli, 2021).

A nivel molecular, el primer paso en la union del espermatozoide al ovocito
implica la interaccion de IZUMO1, que se localiza en el segmento ecuatorial de
los espermatozoides reaccionados (Satouh et al., 2012), con su receptor
homologo JUNO presente en la membrana del ovocito (Figura 14 B-1). La unién
de 1ZUMO1 a JUNO impulsaria la organizacion local y acumulacion de CD9 en
la membrana. El incremento de CD9 en la interfase espermatozoide-ovocito
provocaria que la membrana de la gameta femenina se protruya hacia la
membrana del espermatozoide (Figura 14 B-2). Posteriormente a la unién inicial
de IZUMO1-JUNO, se reportd que el complejo IZUMO1-JUNO se oligomeriza y
esto seria critico para la fusiébn de las gametas. En este punto, JUNO no se
detecta en la superficie celular ya que se desprende, como se mencioné
anteriormente, de la membrana del ovocito en forma de vesiculas (Figura 14 B-
3). Se ha descripto que el disparador para la oligomerizacién de 1IZUMOL1 seria
una proteina disulfuro isomerasa (PDI). Las PDI son responsables del
plegamiento adecuado de proteinas extracelulares o de membrana durante el
proceso de maduracion en el reticulo endoplasmatico en células somaticas.
Después de la olimerizacion de 1ZUMO1, el siguiente paso implica el
reclutamiento del fus6geno espermatico (Figura 14 B-4) (Siu et al., 2021). Si
bien su identidad aun no se conoce, reportes recientes proponen que 1IZUMO no
s6lo participa en la adhesion de las células sino también en la fusion de las

mismas (Brukman et al., 2023).

La fusion de las membranas del ovocito y el espermatozoide es un proceso
energéticamente desfavorable que requiere de la modulacion de la arquitectura
de la membrana para formar el poro de fusion. Se cree que la fusién de
espermatozoides y ovocitos se produce a través de un intermedio de hemifusién
de membrana, similar a lo que ocurre en células virales y la EA. La fusion de las
dos membranas se produce a través de la secuencia de fusiones de cada cara
de la bicapa lipidica. Primero, las caras externas de la bicapa lipidica se ponen

en contacto y se mezclan en un estadio de hemifusion. Luego, se mezclan las
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caras internas para formar finalmente, el poro de fusion (Figura 14C) (Siu et al.,
2021).
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Figura 14. Modelo actual de union y fusién espermatozoide-ovocito. A) Después de la EA, IZUMO1,
SPACA6 y TMEM95 colocalizan en las regiones ecuatoriales de los espermatozoides. FIMP parece
funcionar antes de la EA. Hay datos contradictorios sobre si TMEM95 interactda o no con IZUMO1. SOF1
es una proteina espermatica secretada. DCST1 y DCST2 son proteinas transmembrana implicadas en la
regulacion de la estabilidad de la proteina SPACAS6. B) 1. El espermatozoide llega al espacio perivitelino
y se adhiere al ovocito. IZUMOL esta localizada en el segmento ecuatorial del espermatozoide que perdio
el acrosoma y su receptor homdlogo, JUNO, en la membrana del ovocito. 2. JUNO reconoce y se une a
IZUMOL1 en una conformacién monomeérica. La uniéon de IZUMO1 y JUNO impulsa la acumulacién de
CD9 en la interfaz espermatozoide-ovocito formando un anclaje que mantiene a las membranas del
espermatozoide y del ovocito en proximidad. 3. Oligomerizacion de IZUMOL. Luego de la unién inicial de
IZUMO1-JUNO, el complejo se dimeriza. El desencadenante de la oligomerizacién de 1ZUMO1 no se
comprende completamente; sin embargo, PDI seria el principal candidato para dicha funcién. Se cree
gue JUNO se desprende del oolema y se traslada al espacio perivitelino después de la fecundacion. 4.
Reclutamiento de fuségenos. El fuségeno espermatozoide-ovocito sigue siendo un misterio. Sin embargo,
los datos sugieren que 1IZUMO1 forma un andamio para reclutar al complejo de fusién de las gametas.
Adaptado de (Siu et al., 2021). C) Formacion de poros de fusion. La fusion de las membranas del ovocito
y el espermatozoide requiere la modulacion de la arquitectura de la membrana. Se cree que el fuségeno
cataliza la formacion de un intermedio de hemifusion, que es la estructura donde se mezclan las caras
externas de las bicapas de la membrana del espermatozoide y del ovocito. Posteriormente, las caras
internas se mezclan para formar el poro de fusion. Adaptado de (Deneke & Pauli, 2021).
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Fusion y movilidad espermatica

Una caracteristica interesante y poco estudiada es la movilidad del
espermatozoide durante la fusibn de las gametas. Varios reportes,
especialmente de la década del 80 y 90, sostienen que poco después del
contacto de la cabeza del espermatozoide con la membrana del ovocito, se
produce una repentina disminucion de la movilidad flagelar en ratones y ratas
(Gaddum-Rosse et al., 1982; Gaddum-Rosse et al., 1984; Wolf y Armstrong,
1978). Al principio, el flagelo del espermatozoide presenta movilidad vigorosa
mientras la cabeza pasa a través de la ZP y el espacio perivitelino.
Posteriormente, se ralentiza de manera abrupta en el primer minuto de contacto
entre las gametas y a partir de entonces, s6lo muestra débiles movimientos
vibratorios. Sumado a esto, algunos trabajos demuestran que el flagelo asume
una postura curva o rota a partir del punto de fusion de la cabeza (Gaddum-
Rosse et al., 1982; Gaddum-Rosse et al., 1984; Wolf y Armstrong, 1978). En
2016, un grupo de investigadores demostré que, para someterse a la fusion, los
espermatozoides deben aplicar a la membrana del ovocito un movimiento
oscilante de alta frecuencia. Luego de estas oscilaciones, el flagelo se detiene y
se produce la fusién de membranas (Ravaux et al., 2016; Vondrakova et al.,
2022).

En resumen, todos estos reportes coinciden con la observacion del cese de
movilidad del flagelo espermatico durante la fusion. Sin embargo, hasta el dia de

la fecha, se desconocen las causas de este fenébmeno.

Activacion ovocitaria

La fusibn de ambas gametas resulta finalmente en la activacion del ovocito la
cual comprende desde la reiniciacion y finalizaciéon de la meiosis, hasta el
comienzo del primer ciclo de divisiones mitéticas del cigoto (Stricker, 1999) y se
manifiesta inmediatamente por grandes incrementos oscilatorios de la [Ca?*]i
(Swann y Lai, 2016). Durante muchos afios, existieron tres hipotesis sobre los
posibles mecanismos por los que los espermatozoides desencadenan la
liberacion de Ca?* en el ovocito (Parrington et al., 2019). La primera se denomin6
“hipotesis del conducto” y se basa en la idea de que los canales presentes en la
superficie de las membranas espermaticas actian como un conducto para la

entrada de Ca?* desde el medio extracelular, y este Ca?* activa entonces la
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liberacion de Ca?* dentro del ovocito (Jaffe, 1991). La segunda, llamada
“hipotesis de la interaccion entre la superficie del ovocito y el espermatozoide”,
propuso que la activacion ovocitaria se desencadena por una interaccion entre
un ligando espermatico y un receptor del ovocito (Evans y Kopf, 1998; Jaffe,
1990; Schultz y Kopf, 1995). Por ultimo, la tercera y actualmente aceptada es la
denominada “hipétesis del factor soluble espermatico”. Esta hipotesis propone
que el espermatozoide contiene un factor soluble que, tras la fusion de las
gametas, entra en el ovocito, y desencadena la liberacion de Ca?* de los
reservorios intracelulares. La primera evidencia de que una proteina espermatica
soluble desencadena las oscilaciones de Ca?* que inducen el desarrollo
embrionario en los mamiferos fue proporcionada por Swann en 1990. Dicho
investigador inyectd extractos citosélicos de espermatozoides en ovocitos de
mamiferos y demostré que los mismos desencadenaban oscilaciones de Ca?*
muy similares a las observadas en la fecundacion (Stice y Robl, 1990; Swann,
1990). El andlisis mostr6 que el factor era aparentemente algun tipo de proteina
(Swann, 1990; Wu et al., 1997). A pesar de que a lo largo de los afios se
propusieron varios candidatos, hoy en dia la evidencia mas robusta apunta a la
fosfolipasa Czeta1 (PLCC) como el factor soluble espermatico (Parrington et al.,
2019). Ademéas de presentar expresion especifica en espermatozoides, se
demostré que la inyeccién de su ARNm en ovocitos de ratdbn desencadena
oscilaciones de Ca?* similares a las inducidas por fecundacién (Cox et al., 2002;
Saunders et al.,, 2002). Sumado a esto, estudios de inmunofluorescencia
revelaron que la proteina se encontraba principalmente en la region ecuatorial o
postacrosomal de la cabeza del espermatozoide humano (Grasa et al., 2008;
Yoon et al., 2008; Yoon et al., 2012; Young et al., 2009), que es el area que
primero se fusiona con el ovocito (Parrington et al., 2019).

De esta manera, la fusién de las gametas resulta en la transferencia del ADN
paterno, PLCC y el centrosoma. Por su parte, el centrosoma del espermatozoide
esta involucrado en la reorganizacion de microtubulos que permite la singamia
de los pronucleos femenino y masculino (Avidor-Reiss et al., 2019; Palermo et
al., 1997; Terada et al., 2010).
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Hipotesis y Objetivo

Después de la EA, los espermatozoides deben migrar a la ampulla, ubicar y
alcanzar los ovocitos no fecundados, penetrar la matriz del cumulus y la ZP vy,
finalmente, fusionarse con el ovocito (Yanagimachi, 1994a). Todos estos
procesos comparten la necesidad de modular la movilidad de los
espermatozoides. Sin embargo, poco se sabe sobre la regulacion de la movilidad
después de la aparicion de la EA o antes de la fusién con el ovocito.

Objetivo

El objetivo principal del proyecto fue estudiar los cambios estructurales y
dinadmicos del flagelo murino en espermatozoides que han realizado la EA 'y, por

ende, se encuentran fisiolégicamente en condiciones de fecundar a un ovocito.

Hipotesis

La hipotesis detras de este trabajo es que la EA produce cambios estructurales

en el flagelo espermético que son esenciales para la fusion con el ovocito.
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Materiales y Métodos

Reactivos

Los reactivos se obtuvieron de las siguientes fuentes: la progesterona, laminina
y concanavalina A se adquirieron de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO,
EEUU); Fluo-4 AM, &cido pluroénico, Alexa Fluor-647—phalloidin, FM4-64, FM1-
43, Hoechst 33342 y Bodipy-GM1 de Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, EEUU); SiR-Actin y Memglow 700 de Cytoskeleton (Denver, CO,
EEUU) e lonomicina de Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, EE UU).
Gonadotropina de yegua prefiada (PMSG) y gonadotropina coriénica humana
(hCG) fueron comprados en Syntex (Bs. As., Argentina).

Animales

Se utilizaron ratones maduros (8 a 12 semanas de edad) de las cepas CD1,
Hibrido F1 (macho C57BL/6 x hembra BALB/c) y transgénico B6D2F1-Tg
(CAG/mt-DsRed2, Acr-EGFP) RBGS0020sb (EGFP-DsRed2) (Hasuwa et al.,
2010). En todos los casos, los ratones se mantuvieron en grupos de cuatro
individuos por jaula, alojados en una habitacion con temperatura controlada (23
°C), luces encendidas a las 07:00 h y apagadas a las 19:00 h, y libre acceso a
agua filtrada y comida de laboratorio. Todos los procedimientos experimentales
se llevaron a cabo de acuerdo con los lineamientos de Cuidado Animal
Institucional y fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica del Instituto
de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México y del Instituto
de Biologia y Medicina Experimental de Buenos Aires (Protocolo aprobado
#12/2021). Los experimentos se realizaron en estricta conformidad con la Guia
para el cuidado y uso de animales de laboratorio aprobada por los Institutos
Nacionales de Salud (NIH).

Medio de cultivo y capacitacion

El medio no capacitante (medio NC) utilizado fue el medio Toyoda-Yokoyama-
Hosi (TYH modificado) (Toyoda et al., 1971) que contiene NaCl 119,3 mM, KCI
4,7 mM, CaClz:2H20 1,71 mM, KH2POa4 1,2 mM, MgSOa4-7H20 1,2 mM, piruvato
de sodio 0,51 mM, glucosa 5,56 mM, acido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-
etanosulfénico (HEPES) 20 mM y 10 ug/mL de gentamicina. Para las
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condiciones de capacitacion, se afiadieron NaHCO3 15 mM y BSA 5 mg/mL

(medio CAP). En todos los experimentos, el pH se ajusté a 7,4 con NaOH.

Los animales se sacrificaron y se recogieron espermatozoides de raton del cauda
epididimario. Ambos caudas se colocaron en 1 ml de medio NC. Luego de 15
min de incubacion a 37°C (swim-out), se retiraron los caudas y los
espermatozoides se resuspendieron hasta alcanzar una concentracidn maxima
final de 1 x 107 células/mL en 100 pl del medio apropiado. Se afiadié un volumen
igual (100 pl) de medio NC o medio CAP doblemente concentrado (CAP 2X:
NaHCOs 30 mM y BSA 10 mg/mL), y los espermatozoides se incubaron durante
60 min a 37 °C.

Live imaging de espermatozoides transgénicos durante la EA

Una vez capacitados, los espermatozoides de ratones transgénicos EGFP-
DsRed2 se inmovilizaron en cubreobjetos recubiertos con concanavalina A (1
mg/mL, se adhiere tanto cabeza como cola al vidrio) para permitir las
grabaciones. Los espermatozoides sueltos se eliminaron mediante un lavado
suave y la cdmara se llend con el medio de registro (medio NC) que contenia
FM4-64 10 uM o medio NC solo.

Para las adiciones, se agregd suavemente progesterona (concentracion madre
50 mM disuelta en dimetilsulféxido (DMSO), concentracion final 100 pyM),
ionomicina (concentracion madre 2 mM disuelta en DMSO, concentracién final
10 pM) o vehiculo (DMSO) preparados en el medio de registro usando una
micropipeta.

Para obtener los detalles de las muestras, microscopios, condiciones de imaging
y sondas utilizadas de todos los experimentos de live imaging de la tesis, ver la
Tabla 1.

Analisis de la movilidad espermaética

Para obtener las imagenes, se inmovilizaron espermatozoides capacitados de
ratones transgénicos EGFP-DsRed2 en cubreobjetos recubiertos con laminina

(1 mg/mL, se adhiere solo la cabeza al vidrio y permite el movimiento flagelar).
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Las grabaciones se realizaron como se describe anteriormente utilizando un

medio de registro (medio NC) que contenia FM4-64 10 uM.

La frecuencia del batido flagelar se calcul6 segun lo propuesto por Corkidi y
colaboradores (Corkidi et al., 2021). El flagelo de cada célula individual se rastre6
a partir de videos grabados (2 min de duracion a 100 frames por seg) para cada
condicion experimental mediante la deteccion de su orientacibn media para
inferir su frecuencia del batido a través de la transformada de Fourier. Cada
condicion fue evaluada antes de agregar progesterona y posteriormente por un
total de 20 min (videos de 2 min cada 5 min).

Live imaging de la MP de la pieza media durante la EA

Los espermatozoides capacitados provenientes de ratones CD1 se registraron
como se describe anteriormente utilizando un medio de registro (medio NC) que
contenia FM4-64 0,5 uM, Bodipy-GM1 0,1 mg/mL, FM1-43 1 uM o Memglow-700
0,2 pM.

El didmetro de la pieza media y la intensidad de la fluorescencia se cuantificaron
utilizando el software ImageJ 1.47V (NIH, EEUU). Para la intensidad de la
fluorescencia de FM4-64, las regiones de interés se localizaron en la cabeza y la
pieza media del espermatozoide. Después de la sustraccién del fondo, se usé la
formula F-Fo/Fo, donde Fo es la fluorescencia promedio de las imagenes previas

a la aplicacion del estimulo para inducir la EA.

Microscopia 6pticay de super-resolucion

Con el fin de facilitar el entendimiento de los resultados, se desarrollaran, a
continuacion, conceptos basicos de microscopia Optica y de super-resolucion,
junto con la explicacion teorica de las tres técnicas utilizadas en esta tesis. Mas
adelante, en el orden de aparicion de las figuras de la seccién Resultados, se
explicaran los detalles experimentales de cada técnica.

La microscopia Optica de fluorescencia, en la que se emplean fluoroforos
organicos, inorganicos y sondas, es la técnica mas popular para la observacion
de especimenes con especificidad molecular (Jacquemet et al., 2020). Este nivel

de discriminacion se logra ya sea marcando los componentes celulares con
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sondas fluorescentes o uniendo una proteina fluorescente a una molécula de
interés (Lichtman y Conchello, 2005).

El diagrama de Jablonski representa las transiciones electronicas entre estados
de energia durante la excitacion de un fluoréforo (Figura 15A). La fluorescencia
ocurre cuando un fluoréforo en un estado electronico fundamental (So) absorbe
energia fotonica en un rango de longitud de onda especifico, que promueve que
un electrén cambie a un estado excitado de mayor energia (Sn). Posteriormente,
la energia se libera y el electron vuelve al So, ya sea por relajacion no radiativa
o por emisién de fluorescencia en un espectro caracteristico de longitudes de
onda de menor energia. Ademas de la relajacion no radiativa y la emision de

fluorescencia, los electrones pueden cruzar al estado triplete (T1). Desde T1, un
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Figura 15. Proceso de fluorescencia descripto por el diagrama de Jablonski y el limite de
resolucion espacial segun el criterio de Rayleigh. A) Diagrama de Jablonski simplificado que
representa los estados de energia de una molécula fluorescente. El fotén de excitacion le confiere una
energia hv al fluoréforo que provoca la transicion de un electrén del estado fundamental So al estado
excitado Si. El electron excitado puede regresar al So a través de la emision radiativa de un foton
(fluorescencia) o por una transicion no radiativa. Con menos frecuencia, los electrones pueden alcanzar
un estado de triplete (T1). B) Representacion bidimensional de la funciéon de punto extendido (PSF)
formada por el patrén de Airy de un emisor y C) el correspondiente criterio de Rayleigh para la resolucién
Optica cuando dos de estos patrones estan lo suficientemente cerca. D) Distribuciones de fluorescencia
de dos emisores separados a tres distancias diferentes. A la izquierda los emisores se resuelven
espacialmente, en el centro se ejemplifica el limite de resolucién (segun el criterio de Rayleigh) mientras
que, a la derecha, los emisores se encuentran sin resolver. Adaptado de (Alva et al., 2022).
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electron puede volver al So a través de emision fosforescente radiativa (Figura
15A) (Alva et al., 2022).

En su descripcion ondulatoria, la luz emitida por un solo fluoréforo sufre
difraccién a medida que viaja a través de la optica del microscopio. Una vez que
la luz llega al ojo o al detector del microscopio, se observa en forma de patron
de difraccién también conocida como funcion de punto extendido (PSF). La PSF
toma la forma de una serie de discos concéntricos (el patron de discos de Airy)
(Figura 15B) con una alta intensidad en su centro (disco de Airy de orden 0)
(Vangindertael et al., 2018).

La forma de la PSF depende de la longitud de onda de la luz, la apertura
numerica del microscopio y el indice de refraccion de la muestra. Para comparar
la potencia de resolucion de un microscopio, se suele calcular la mitad del ancho
completo (FWHM) del perfil de intensidad de PSF (Figura 15B); cuanto menor
sea el FWHM, mayor sera la resolucion del microscopio (Schermelleh et al.,
2019; Vangindertael et al., 2018).

De acuerdo con el criterio de Rayleigh, el limite de resolucién en el que los
emisores de dos puntos no pueden ser resueltos es cuando el pico del patrén de
discos de Airy de un emisor se superpone con el primer minimo del disco de Airy
de orden 0 del otro emisor (Rayleigh, 1903) (Figura 15C). Debido a que el ancho
del disco de orden 0 en la PSF es igual aproximadamente a la mitad de la longitud
de onda de la luz emitida por el fluoroforo, el limite de resoluciéon de un
microscopio optico es aproximadamente de 200 a 300 nm (Figura 15D) (Alva et
al., 2022).

Como se mencion6 previamente, la microscopia de fluorescencia permite la
observacion de fenémenos bioldgicos con especificidad. Sin embargo, muchos
aspectos de estos procesos siguen siendo desconocidos debido al limite de
resolucién espacial del microscopio 6ptico. El desarrollo de la instrumentaciéon
Optica mejorada, sondas fluorescentes y algoritmos matematicos para superar
esta limitacion se ha acelerado considerablemente en los ultimos afios. Estos
esfuerzos han dado paso a una nueva era para el estudio de la naturaleza a
traves de la luz: microscopia de super-resolucion (Alva et al., 2022). La principal
ventaja de estas técnicas es que proporcionan resoluciones cercanas a las que
se obtienen con microscopia electrénica, manteniendo los beneficios de la

microscopia optica, como una amplia gama de sondas moleculares de alta
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especificidad, preparacion sencilla de muestras y compatibilidad con células
vivas (Culley et al., 2018). A lo largo de esta tesis utilizaremos tres técnicas
diferentes de microscopia de super-resolucion. Existen diferentes tipos de
técnicas: dentro del conjunto de técnicas de super-resolucion basadas en la
fluctuacion de fluorescencia se utilizara SRRF (Super-Resolution Radial
Fluctuations o Fluctuaciones Radiales de Super-Resolucion) y MSSR (Mean
Shift Super-Resolution o Super-Resolucion de la Media Desplazada), y como
técnica de localizacion de molécula Unica se utilizara STORM.

En particular, la microscopia de super-resolucion basada en la fluctuacion de
fluorescencia incluye una coleccion de técnicas de analisis de imagenes que se
basan en el procesamiento estadistico de datos temporales de las variaciones
de fluorescencia para reducir la incertidumbre acerca de las posiciones de los
fluoréforos dentro de una muestra (Alva et al., 2022).

SRRF es un algoritmo de super-resolucion que consta de dos partes principales:
un analisis espacial en el que el algoritmo genera un mapa de radialidad por cada
imagen sin procesar (limitada por difraccion), y un andlisis temporal de cada
mapa de radialidad por estadisticas temporales para generar una sola imagen
de super-resoluciéon (Figura 16A) (Culley et al., 2018; Gustafsson et al., 2016).
SRRF es capaz de reconstruir una imagen de super-resolucién con solo 100
frames limitados por difraccion, logrando una resolucion lateral de 80-50 nm
(Alva et al., 2022).

SRRF amplia cada pixel en "subpixeles", y a cada subpixel se le asigna un valor
no binario relacionado con la probabilidad de que contenga un fluoréforo (Figura
16A). Para calcular este valor, SRRF mide las simetrias radiales locales en la
imagen (denominadas "radialidad" por los autores), que surgen de la simetria
radial intrinseca de la PSF del microscopio. La radialidad es una medida de la
convergencia del gradiente de intensidad: para cada subpixel, los vectores de
gradiente de intensidad se miden para un anillo de subpixeles circundantes
cercanos (Figura 16A). A continuacién, se calcula el grado de convergencia de
estos vectores en el subpixel central original (Culley et al., 2018). Para un
subpixel ubicado cerca del verdadero centro de una molécula fluorescente
individual, habrd un alto grado de convergencia y, por lo tanto, un alto valor de
radialidad (Figura 16A, cuadro azul). Para un subpixel desplazado de una

molécula fluorescente, los gradientes de intensidad circundantes mostraran una
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Figura 16. Descripcion general del algoritmo SRRF y MSSR. A) Datos sin procesar y pasos de
procesamiento en SRRF. El cuadro celeste contiene la serie de datos sin procesar limitados por difraccion
gue se pueden sumar para crear una Unica imagen limitada por difraccion. El cuadro gris contiene los
pasos de procesamiento de imagenes SRRF. Los datos sin procesar se dividen en subpixeles (en este
caso, cada pixel de los datos sin procesar se divide en una matriz de 5 x 5 subpixeles). Se muestran
ejemplos de los gradientes de intensidad utilizados para la transformacion de radialidad para los dos
subpixeles resaltados (azul y naranja). Las puntas de flechas azul y naranja en los mapas de radialidad
indican la ubicacion de estos subpixeles, con sus correlaciones temporales trazadas debajo; las gréaficas
coloreadas indican la variaciéon de la radialidad a lo largo del tiempo y las gréficas grises indican la
variacion de la intensidad de la fluorescencia a lo largo del tiempo en estas ubicaciones en los datos sin
procesar. Adaptado de (Culley et al., 2018). B) La MS se aplica a la distribuciéon gaussiana inicial de
fotones emitidos por una fuente puntual (izquierda) que da como resultado un gréfico de MS (centro). La
aplicacion de transformaciones algebraicas adicionales proporciona la distribucion MSSR de orden cero
(MSSR?) (derecha). Adaptado de (Torres-Garcia et al., 2022).

baja convergencia, ya que estaran orientados hacia la direccién de la ubicacion
real de la molécula o, en el caso del ruido, al azar (Figura 16A, cuadro naranja).
Por lo tanto, la radialidad actia como un representante de las posiciones de las
moléculas. Al realizar esta medicion de radialidad para cada subpixel en las 100
imagenes limitadas por difraccidén, se generan 100 mapas de radialidad. Como
resultado, las fluctuaciones en la radialidad a lo largo del tiempo se pueden
analizar para extraer mas informacion sobre las posiciones subyacentes de los
fluoréforos. Por ejemplo, trazar el valor de la radialidad a lo largo del tiempo
muestra fluctuaciones temporales marcadamente diferentes dependiendo de si
el subpixel esta centrado en un fluoréforo (Figura 16A, grafico azul) o no (Figura

16A, grafico naranja). El grado de correlaciones temporales a través de los
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mapas de radialidad se puede representar como la imagen SRRF final (Culley et
al., 2018).

La técnica de MSSR puede obtener una imagen de super-resolucion partiendo
de una sola imagen limitada por difraccion (Torres-Garcia et al., 2022). El
algoritmo se basa en una idea similar a los mapas de radialidad en SRRF e
incorpora un andlisis temporal, permitiendo asi la discriminacion fiable de
emisores vecinos separados por 40 nm (Alva et al., 2022). MSSR se adapta a la
suposicion de que las imagenes de fluorescencia estan formadas por sefiales
discretas recopiladas (fotones) de fuentes puntuales (fluoroforos)
convolucionadas con la PSF del microscopio. Este algoritmo se basa en la teoria
de la media desplazada (Mean Shift, MS), que estima las propiedades de
similitud locales entre un punto central y sus vecinos (Holtzer et al., 2007).

El procesamiento comienza con el calculo de la MS, lo que garantiza que los
valores de intensidad altos en la imagen limitada por difraccion coincidan con
valores positivos grandes en la imagen MSSR. La MS se aplica a la distribucion
gaussiana inicial de fotones emitidos por una fuente puntual (Figura 16B,
izquierda) que da como resultado un grafico de MS (Figura 16B, centro). La
aplicacion de transformaciones algebraicas adicionales proporciona la
distribucion MSSR de orden cero (MSSRY) (Figura 16B, derecha). Esta es la
primera etapa que reduce la distribucion de emisores y, como resultado, la
distribucion espacial se vuelve "refinada" (es decir, para una distribucion
gaussiana de fluorescencia, su ancho se reduce) (Torres-Garcia et al., 2022).
Ademas, MSSR ofrece la posibilidad de seleccionar un enfoque iterativo que
proporciona una mayor resolucion espacial. Se lo denomina MSSR de 6rdenes
superiores (entero n>0) y aplica funciones algebraicas basicas, como resta,
multiplicacion, complemento y normalizacion, sobre imégenes resultantes
consecutivas. MSSR proporciona una mejora adicional en la resolucion a medida
gue el orden aumenta, conservando la mayor intensidad de la imagen original,
pero disminuyendo progresivamente las intensidades mas bajas (Torres-Garcia
et al., 2022).

STORM es un tipo de técnica de microscopia optica de super-resolucion basada
en el cambio estocéstico de la sefial de fluorescencia de una molécula Unica. En
la microscopia de fluorescencia convencional, donde todos los fluoréforos de la

muestra son fluorescentes, sus imagenes limitadas por difraccion se
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Figura 17. Descripcion general de STORM y STORM 3D. A) STORM utiliza sondas fluorescentes que
pueden cambiar entre estados fluorescentes y oscuros para que, en cada imagen, solo se detecte una
pequefia fraccidn de los fluoréforos pudiendo entonces resolverlas Opticamente. Esto permite determinar
sus posiciones con alta precision a partir de las posiciones centrales de los puntos fluorescentes.
Posteriormente, se realiza la reconstruccion a través de un analisis computacional y se identifican los
centros geométricos de las moléculas emisoras con alta precision y, como tal, se puede generar un
"mapa" de suUper-resolucion de la estructura de la imagen. B) El esquema de STORM 3D. El diagrama
optico simplificado ilustra el principio para determinar la coordenada z de un objeto fluorescente a partir
de la elipticidad de su imagen introduciendo una lente cilindrica en el camino 6ptico. El panel derecho
muestra imagenes de un fluoréforo. en varias posiciones z. EMCCD, es un detector multiplicador de
electrones de carga acoplada. C) Curva de calibracién de anchos de imagen wx y wy en funcién de z
obtenido a partir de moléculas individuales o beads. Cada punto de datos representa el valor medio
obtenido de seis moléculas. D) Distribucion de localizacion tridimensional de moléculas individuales.
Adaptado de (Huang et al., 2008b). E) Comparacion de una imagen obtenida por microscopia
convencional con una procesada por STORM. Adaptado de (Daan et al., 2016).
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superponen, creando una imagen suave pero borrosa (Figura 17E).
STORM/PALM utiliza sondas fluorescentes que pueden cambiar entre estados
fluorescentes y oscuros para que, en cada imagen, solo se detecte una pequefa
fraccion de los fluoréforos que se puede resolver épticamente (Figura 17A)
(Huang et al., 2008a). Esto permite determinar sus posiciones con alta precision
a partir de las posiciones centrales de los puntos fluorescentes. STORM se basa
en la suposicion de que los fluoréforos que emiten en forma simultadnea en cada
imagen estan separados por distancias mayores al limite de difraccion. De esta
forma, gracias al analisis computacional se identifican los centros geométricos
de las moléculas emisoras con alta precision y, como tal, se puede generar un
"mapa” de super-resolucion de la estructura de la imagen (Figura 17A) (Huang
et al., 2008b). Con multiples imagenes de la muestra (alrededor de 50.000
imagenes), cada una capturando un subconjunto aleatorio de los fluoroforos, se
puede reconstruir una imagen final de super-resolucion a partir de las posiciones
acumuladas. Con esta técnica, se pueden lograr precisiones en la localizacién
de hasta 1 nm en las dimensiones laterales para una sola sonda fluorescente
(Huang et al., 2008b).

Para lograr imagenes de STORM en tres dimensiones (STORM 3D) se introduce
a la técnica astigmatismo en la imagen sin comprometer la capacidad de
posicionamiento lateral. Basicamente, en el camino éptico de la luz, se introduce
una lente cilindrica para crear dos planos focales ligeramente diferentes para las
direcciones x e y (Figura 17B) (Holtzer et al., 2007; Kao y Verkman, 1994). Como
resultado, la elipticidad y la orientacién del fluoroforo (por ejemplo, beads o
esferitas fluorescentes) en la imagen varia a medida que su posiciébn cambia en
el eje z (Figura 17B). Cuando el fluoroforo esta en el plano focal promedio
(aproximadamente a la mitad entre los planos focales x e y, donde la funcién de
la PSF tiene anchos iguales en las direcciones x e y), laimagen aparece redonda;
cuando el fluoréforo esta por encima del plano focal promedio, su imagen esta
mas enfocada en la direccién y que en la direccion x, y por lo tanto, parece
elipsoidal con su eje largo a lo largo de x; por el contrario, cuando el fluoréforo
esta por debajo del plano focal promedio, la imagen parece elipsoidal con su eje

largo a lo largo de y (Figura 17B). De esta manera se genera una curva de
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calibracion donde se mide el ancho de deformacion del fluoréforo en x e y (wx y
wy, respectivamente) en funcion del eje z (Figura 17C-D) (Huang et al., 2008b).
Cuando se analiza una imagen experimental mediante STORM 3D, la
coordenada z de cada fluoroforo fotoactivado se determina comparando los
valores wx y wy medidos de su imagen con las curvas de calibracion de las beads
(Huang et al., 2008b).

SRRF y MSSR

Las imégenes limitadas por difraccion de FM4-64 se procesaron mediante el
algoritmo de SRRF (Culley et al., 2018; Gustafsson et al., 2016) en el software
ImageJ 1.47V (NIH, EEUU). Cada imagen estaba compuesta por 100 frames
temporales y se procesaron para tener una sola imagen de super-resolucion por
tiempo. Para el andlisis se utilizaron los siguientes pardmetros: Radio del anillo:
0,5, Ampliacién de la radialidad: 5, Ejes en el anillo: 8, hacer batch: true. Los
demas pardmetros se establecieron como predeterminados.

Las imagenes limitadas por difraccién de Memglow 700, Bodipy-GM1 y FM1-43
se procesaron mediante el algoritmo de MSSR (Torres-Garcia et al., 2022). Cada
imagen estaba compuesta por 100 frames temporales y se procesaron para tener
una sola imagen de super-resolucion por tiempo. Para el analisis se utilizaron los
siguientes parametros: Amplificacion (AMP)=5, PSF=10, Orden=0, Tipo de
interpolacion = bicubico.

Estudio de diametro e intensidad de fluorescencia FM4-64
mediante kimogramas

Los kimogramas se crearon con el plugin de ImageJ. Para los kimogramas de
super-resolucién, se trazé una linea transversal cada 2,5 ym cruzando la pieza
media en las imagenes SRRF (Figura 18A, panel izquierdo). Para obtener los

valores de didmetro se utilizé el entorno de lenguaje R [R 3.3.3 GUI 1.69

Mavericks build (7328)]. Brevemente, los kimogramas de super-resolucion se
procesaron con la funcion acf (autocorrelacion) para obtener la posicion del
maximo de fluorescencia, que son ambos lados de la membrana de la pieza
media. La distancia entre el maximo es entonces, el valor del didmetro (Figura

18B). Estos valores se normalizaron a los obtenidos previamente a la aplicacion
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del estimulo para inducir la EA. Para los kimogramas de fluorescencia, se trazo

una linea a lo largo de toda la pieza media en las imagenes limitadas por
difraccidon o crudas (sin procesamiento SRRF, Figura 18A, panel derecho). Los
valores de fluorescencia también se obtuvieron con el entorno de lenguaje R.
Después de la sustraccion del fondo, se usé la formula F-Fo/Fo, donde Fo es la
fluorescencia promedio de las imagenes previas a la aplicaciéon del estimulo para
inducir la EA. En estos kimogramas, se utilizo una escala de color para indicar el

valor de la intensidad de la fluorescencia.
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Figura 18. Diagrama esquematico que muestra la légica detras de los kimogramas. A) Panel
izquierdo: Al dibujar lineas cruzadas cada 2,5 ym a través de la pieza media del espermatozoide en
imagenes procesadas por SRRF, se crearon kimogramas de super-resolucion con el complemento
Image-J Kymograph builder. El eje x es el tiempo, y el eje y muestra como cambia el diametro. Panel
derecho: En las imagenes limitadas por difraccion, se dibujé una linea a lo largo de la pieza media para
crear el kimograma de fluorescencia. El eje x es, una vez mas, el tiempo, pero en este caso, el eje y
representa la longitud de la pieza media. Se definieron tres secciones de la pieza media: proximal (0-7
um, siendo 0 la unién cabeza-pieza media), central (7-14 pym) y distal (14-21 pym, junto al anulus). B)
Kimograma de super-resolucion resultante de A). Dicho kimograma se procesé a través de la funcion acf
en el software R para obtener las posiciones de los maximos de fluorescencia, que son ambos lados de
la membrana de la pieza media. La distancia entre el maximo es entonces, el valor del diametro.
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Curva de relaciéon de los datos de contraccién y fluorescencia
de FM4-64. Transformacion de datos de fluorescencia a
contraccién

Del analisis de kimogramas de la seccion anterior obtuvimos dos valores
principales para cada tiempo analizado: por un lado, de los kimogramas de
super-resolucion obtuvimos los valores de diametro normalizados cada 2,5 umy
por el otro, de los kimogramas de fluorescencia obtuvimos los valores de
fluorescencia normalizados para cada pixel analizado, es decir un valor cada
0,117 pm.

Para observar como se relacionan ambos valores se realizé un grafico en el
entorno de lenguaje R con todos los datos, es decir, de todas las células
analizadas, todas las medidas de diametro (cada 2,5 ym) con sus respectivos
valores de fluorescencia para todos los tiempos analizados. En dicho grafico, el
eje x corresponde al diametro normalizado y el eje y corresponde a la
fluorescencia normalizada. Ademas, se realizd una regresion lineal donde la
formula general es mx + b , siendo m la pendiente con el valor 8,90 + 0,15, b la

ordenada al origen con el valor -8,05 + 0,17 y el R? es 0,32 (Figura 19).
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Figura 19. Correlacion entre la fluorescencia de FM4-64 en la pieza media (eje y) y el didametro
normalizado (eje x). Los datos se presentan normalizados a la media de los frames antes de la induccion
de la EA. Se muestran datos representativos de al menos 5 experimentos independientes y se analizaron
un total de 36 células.

De este modo, teniendo los parametros de la recta y dado un valor de
fluorescencia de FM4-64, pudimos obtener un valor aproximado del diametro de
la pieza media. Dada la dispersion de los datos, solo pudimos obtener un valor
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aproximado, probablemente no ser& el valor exacto y real del diametro, pero
podria darnos una idea de si la pieza media se esta contrayendo o no. Ademas,
la principal ganancia con esta transformaciéon de los datos es la resolucion
espacial. Antes de esta transformacién solo podiamos obtener valores de
diametro cada 2,5 ym y ahora obtendriamos un valor de didmetro aproximado
para cada pixel analizado (es decir, cada 0,117 ym). En resumen, a partir de los
kimogramas de fluorescencia normalizada obtenidos pudimos obtener

kimogramas de diametro normalizado aproximados.

Live imaging de los niveles de la [Ca?']i y EA

Se utilizaron espermatozoides de ratones CD1 e Hibridos F1. Después de la
capacitacion, las células se centrifugaron a 300 g durante 4 min y se incubaron
en medio NC durante 20 min con Fluo-4 AM 1 uM y &cido plurénico al 0,05 %.
Una vez cargadas, las células se centrifugaron a 300 g durante 4 min y se
resuspendieron en 200 pl de medio CAP. Las grabaciones se realizaron como
se describe anteriormente utilizando un medio de registro (medio NC) que
contenia FM4-64 de 0,5 a 10 uM.

Para el analisis de célula Unica de 20 espermatozoides, las regiones de interés
se realizaron en la pieza media (es decir, obteniendo un Unico valor de
fluorescencia para toda la pieza media) en experimentos con un aumento de
lente de 10X. Dichos datos de fluorescencia se graficaron utilizando el entorno
de lenguaje R. Después de la sustraccion del fondo, se uso la féormula F-Fo/Fo,
donde Fo es la fluorescencia promedio de las imagenes previas a la aplicacion

del estimulo para inducir la EA.

Kimograma 3D

El kimograma de tres dimensiones se construyé a partir del kimograma de
fluorescencia de Fluo4 (construido de igual forma que el de FM4-64 previamente
detallado) y el kimograma de didmetro normalizado. Basicamente, ambos
kimogramas tienen tres dimensiones: el tiempo (eje x), la longitud a lo largo de
la pieza media (eje y) y el codigo de color para diferenciar la intensidad de

fluorescencia/diametro. Usando la funcién plot_ly del entorno de lenguaje R, se
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graficé el kimograma 3D donde: el tiempo sigue siendo el eje x, la longitud a lo
largo de la pieza media el eje y y el eje z ahora es la intensidad de
fluorescencia/diametro. Si bien no es necesario, el cédigo de color para esta
dltima dimension sigue estando presente para facilitar la interpretacion visual de

los datos.

Live imaging de la MP de la pieza media y la actina-F durante la
EA

Luego del swim-out, los espermatozoides provenientes de ratones CD1 se
incubaron con la sonda SiR-actin durante 10 min en medio NC. La concentracion
de SiR-Actin fue de 100 nM durante todo el experimento para obtener una sefal
constante y evitar que la sonda interfiriera con la dinAmica de la actina. Las
grabaciones se realizaron como se describié anteriormente utilizando un medio
de registro (medio NC) que contenia FM4-64 de 0,5 uM. Las imagenes limitadas
por difraccion obtenidas fueron procesadas por SRRF como se detalld

anteriormente.

Analisis de colocalizacion

Se utilizé el entorno de lenguaje R para calcular los coeficientes de colocalizacion
de Manders mediante el uso de la férmula presentada en el trabajo de Dunn
(Dunn et al., 2011). Brevemente, los coeficientes son dos: M1 y M2, asignados
arbitrariamente a las dos sondas en estudio (FM4-64 y SiR-actin). Sus férmulas
son:

_ 2Ry colocal V2 = 2.i G, colocal

YiR; 2 G;

En ambos casos, el numerador de la formula corresponde a los pixeles que

M1

tienen sefal colocalizada, es decir que tienen sefal tanto de FM4-64 como de
SiR-actin (Rj, colocal). M1 fue asignado a la sonda FM4-64 y su denominador
hace referencia a los pixeles que tienen sefial solo de FM4-64 (Ri). Por otro lado,
M2 fue asignado a SiR-actin y el denominador contempla a los pixeles que tienen

sefal solo de SiR-actin (Gi).
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Para este andlisis, las imagenes utilizadas fueron las imagenes de super-

resolucion procesadas por SRRF del foco de contraccion de FM4-64 y SiR-actin.

Analisis del cambio de posiciobn de los maximos de

fluorescencia

Para estudiar los picos de fluorescencia se utilizé el entorno de lenguaje R.
Brevemente, a partir de los kimogramas de super-resolucion de FM4-64 y SiR-
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Figura 20. Anédlisis del cambio de posiciéon de los maximos de fluorescencia. A-B) Kimograma de
sUper-resolucion para FM4-64 y SiR-actin, respectivamente. C) Grafico de intensidad de fluorescencia
(en unidades arbitrarias, u.a.) en funcién del diametro para un tiempo dado, recuadrado en amarillo en
A). Las lineas rojas delimitan la posicién del maximo de fluorescencia. D) Derivada de la intensidad de
fluorescencia a partir del grafico obtenido en C). Las lineas rojas delimitan la posicion del maximo de
fluorescencia que coincide donde la derivada cambia de signo. E) Maximos de fluorescencia para FM4-
64 (rojo) y SiR.actin (azul) en funcién del tiempo. F) Ademas de los maximos de fluorescencia, se grafica
el centro del flagelo (verde) que se consideré promediando ambos lados de la membrana, es decir, ambos
maximos de FM4-64 para cada tiempo. G) Normalizacion de los maximos de fluorescencia al centro del
flagelo (0). H) Dado que, a ambos lados del centro, las gréficas son similares, el andlisis se continu
solamente con el lado superior del grafico en G). 1) La posicion de los maximos de fluorescencia
resultantes se ajustaron a una recta.
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actin (Figura 20A-B), se siguid la posicion de los maximos calculando la derivada
de los kimogramas (Figura 20C-D). La posicion del maximo de fluorescencia
reside, entonces, donde la derivada cambia de signo. El centro de la célula se
definio promediando ambos lados de la MP, es decir, ambos maximos de
fluorescencia para FM4-64 (Figura 20E-F) y luego se normalizé a 0 (Figura
20G). Posteriormente, como ambos lados de los méximos de fluorescencia son
similares alrededor del centro, se continu6 el andlisis con el lado superior del
gréafico, que son los maximos superiores para FM4-64 y SiR-actin (Figura 20H).

Finalmente, se ajusté una linea y se analizaron las pendientes (Figura 20l).

Para calcular la distancia entre la MP y la doble hélice de actina, a partir del
gréafico obtenido en la Figura 20I, se resto la posicion del maximo de FM4-64 a

la posicion del maximo de SiR-actin.

STORM 3D

Luego de la incubacién en las condiciones apropiadas (NC con DMSO o CAP
con Progesterona 100 pM), las células se lavaron con medio NC por
centrifugacion (4 min a 400 g) y se resuspendieron en medio NC. Los
espermatozoides se sembraron en cubreobjetos recubiertos con poli-L-lisina
(Corning n.° 1.5), se secaron al aire durante 10 min, se fijaron y permeabilizaron
con glutaraldehido fresco al 0,3% y Triton-X100 al 0,25% en buffer de
citoesqueleto (CB, que contenia MES 10 mM, 150 NaCl mM, EGTA 5 mM,
glucosa 5 mM y MgCl2 5 mM, pH = 6,1) durante 1 min a temperatura ambiente,
seguido de tres lavados con CB (5 min a temperatura ambiente). A continuacion,
las células se incubaron con glutaraldehido al 2% en CB durante 15 min a
temperatura ambiente y se lavaron dos veces con CB (10 min a temperatura
ambiente). Las muestras se trataron con NaBH4 al 0,1% (recién preparado en
PBS) durante 7 min a temperatura ambiente para reducir la fluorescencia de

fondo, se lavaron dos veces con PBS (5 min a temperatura ambiente) y luego se

incubaron 1 h a temperatura ambiente con Alexa 568-Peanut agglutinin (PNA,
0,01 mg/mL) y Alexa 647-phalloidin (1:13) diluido en PBS. A continuacion, los
espermatozoides se lavaron con PBS durante 5 min e inmediatamente se
montaron en buffer de imagenes STORM (Tris-HCI 50 mM, pH 8, NaCl 10 mM,
glucosa oxidasa 0,56 mg/mL, catalasa 34 pg/mL, glucosa 10% y B-
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mercaptoetanol 1%). La tincion inespecifica se determind incubando los
espermatozoides en ausencia de anticuerpos contra la phalloidin (Gervasi et al.,
2018). Las imagenes se adquirieron con el software Andor 1Q 2.3 en un
microscopio personalizado equipado con un objetivo Olympus PlanApo 100x NA
1.45 y un sistema de enfoque automético CRISP ASI (Campagnola et al., 2015;
Weigel et al., 2011). Alexa Fluor 647 se excitd con un laser de 642 nm (DL640-
150-0, CrystaLaser, Reno, NV) bajo iluminacién continua. Inicialmente, la tasa
de photo-switching fue suficiente para proporcionar una densidad de fluoréforo
sustancial. Sin embargo, como los fluor6foros se fotoblanqueaban
irreversiblemente, se introdujo un laser de 405 nm para mejorar el photo-
switching. La intensidad del laser de 405 nm se ajusto en el rango de 0,01 a 0,5
mW para mantener una densidad adecuada de fluoréforos activos. La
localizacion axial se logré a través del astigmatismo utilizando un sistema de
Optica adaptativa MicAO 3DSR (Imagine Optic, Orsay, Francia) que permite tanto
la correccion de las aberraciones esféricas como la introduccion del
astigmatismo (lzeddin et al., 2012). La localizacién axial con Optica adaptativa
permitié la reconstruccion 3D sobre un espesor de 1 ym (Gervasi et al., 2018).
Se generd una curva de calibracion para la localizacion axial con microesferas
TetraSpeck de 100 nm (Invitrogen) inmovilizadas en un cubreobjetos (Huang et
al., 2008b). Las imagenes se adquirieron en una camara EMCCD retroiluminada
y enfriada por agua (Andor iXon DU-888) operada a -85°C a una velocidad de
23 frames/seg. Se recopilaron 50.000 imagenes para generar cada imagen de
super-resolucién. La localizacion de una molécula Unica, la correccién de la
deriva mediante correlacion cruzada de imagenes y la reconstruccién se
realizaron con ThunderSTORM (Ovesny et al., 2014).

Para encontrar las distribuciones radiales moleculares, seleccionamos regiones
de interés del flagelo que se encontraron en linea recta. El centro de la seccién
transversal flagelar se encontré primero mediante el ajuste gaussiano de los
histogramas de localizacién a lo largo de los ejes x e y. Luego, las coordenadas
de las moléculas localizadas se transformaron en coordenadas cilindricas para
obtener la posicion radial r y el angulo azimutal © (Gervasi et al., 2018; Luque et
al., 2021; Stival et al., 2018).
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Ensayo de fecundacion in vitro (FIV)

Ratones hembra Hibridos F1 de 8 a 12 semanas de edad fueron superovuladas
usando gonadotropina coriénica equina (5 Ul, PMSG; Syntex) a las 18:30,
seguida de la inyeccion intraperitoneal de gonadotropina coridnica humana (5 Ul,
hCG; OVUSYN, Syntex) 48 h mas tarde. Los COC se recolectaron de los
oviductos 12-13 h después de la administracion de hCG, se colocaron en medio
TYH FIV (que contenia NaHCO3 25 mM y BSA 4 mg/mL, sin adicién de HEPES)
y se inseminaron in vitro con espermatozoides capacitados a una concentracion
final entre 1 x 105 y 2 x 10° espermatozoides/mL (alta concentracion de
espermatozoides para permitir la polispermia). Después de la co-incubacién
durante 4 h a 37 °C con COz2 al 5 %, los ovocitos se tifieron con Hoechst 33342
10 pg/mL durante 15 min y luego se lavaron tres veces antes de montarlos en
un vidrio. Los ovocitos fueron colocados en 5 uL de medio TYH modificado CAP
0,5X (NaHCO3 7,5 mM y BSA 2,5 mg/mL, HEPES 10 mM) que contenia FM4-64
10 pM, ligeramente comprimido bajo un cubreobjetos de 18 x 18 mm sostenido

por cuatro puntos de vaselina sélida y sellado con esmalte de ufias.

Ensayo de fusion de espermatozoides y ovocitos

La fusion espermatozoide-ovocito se evalué mediante el ensayo de penetracion
de ovocitos sin ZP en combinacién con la técnica de transferencia de colorante
nuclear Hoechst 33342 (Andrews y Bavister, 1989; Conover y Gwatkin, 1988;
Hinkley et al., 1986; Stewart-Savage y Bavister, 1988). Se superovularon ratones
hembra Hibrido F1 de 8 a 12 semanas de edad como se detall6 anteriormente.
Los COC se recolectaron de los oviductos 12 a 13 h después de la administracion
de hCG. Después de liberarse de las células del cumulus con hialuronidasa 0,2
mg/mL, se elimind la ZP tratando a los ovocitos durante 10-20 seg con medio
Tyrode &cido, pH 2,5 (Nicolson et al., 1975). Se pre-cargaron ovocitos sin ZP con
Hoechst 33342 1 pug/mL en medio TYH FIV durante 5 min a 37°C. Después de
la incubacion, los ovocitos se lavaron tres veces durante 20 min cada una en
medio fresco TYH FIV y se montaron en una placa de Petri (Jin et al., 2011)
(placas con fondo de vidrio MatTek, placa de Petri de 35 mm). Los ovocitos libres
de ZP se colocaron en 5 pL de medio TYH FIV que contenia FM4-64 10 uM y se

comprimieron ligeramente bajo un cubreobjetos de 9 x 9 mm sostenido por cuatro
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puntos sélidos de vaselina. Se afiadio medio TYH FIV que contenia FM4-64 10
MM hasta alcanzar un volumen final de 200 pL. A continuacion, el medio se cubri6
con aceite mineral precalentado a 37°C (Sigma, M8410). La placa con los
ovocitos se coloco en una camara de incubacion a 37°C con 5% de CO:2 presente
en el microscopio. Se inseminé con espermatozoides capacitados (a una
concentracion final de 1 x 10° células/mL). Para la Figura 37 y Figura 38, se
utilizaron espermatozoides EGFP-DsRed2, mientras que para la Figura 39
espermatozoides Hibrido F1 cargados con Fluo4 (como se describid

anteriormente).

Analisis estadistico

Los datos se expresan como media * error estandar de la media (SEM) de al
menos tres experimentos independientes para todas las determinaciones. Los
analisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism v4.0 (San Diego, CA,
EEUU) o utilizando el entorno de lenguaje R [R 3.3.3 GUI 1.69 Mavericks build
(7328)]. El analisis estadistico realizado se indica en la leyenda de cada figura

correspondiente. P<0,05 se consideré estadisticamente significativo.

Tabla 1. Resumen de las muestras, microscopios utilizados, las condiciones de imaging y sondas. La
notacion DsRed2* hace referencia a la excitacion conjunta de DsRed2 (de las mitocondrias del modelo
transgenico EGFP-DsRed2) con FM4-64, ver Figura 23A.

Figura Muestra Microscopio Condiciones de imaging Sondas
21A Espermatozoides | Microscopio de Tiempo de exposicién: 120 -
EGFP-DsRed2 fluorescencia confocal mseg para EGFP y
de disco giratorio DsRed2.
(Olympus 1X83-DSU) Frecuencia de adquisicion:
con un objetivo 10X 1 imagen cada 1 min por
(UPLSAPO, NA 0,4) y 15 min.
una cdmara sCMOS Filtros: para EGFP, se
(Andor, Zyla). utilizé el filtro U-FBWA
excitacién 460-495 nm /
emision 510-550 nm y para
DsRed2 se utilizé el filtro
U-FGWA excitacion 530-
550 nm / emision 575-625
nm.
21B Espermatozoides | Microscopio Eclipse TE | Tiempo de exposicion: 500 -
EGFP-DsRed2 300 Nikon con un | mseg para DsRed2y
objetivo 40X de aceite | EGFP.
de inmersion (PlanApo | Frecuencia de adquisicion:
N, NA 1,42) y una | 2imagenes cada 1 seg por
camara EMCCD (Andor | 5 min.
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Technology, Belfast, | Filtros: Led cyan (3,15 A,
Irlanda del Norte). Luminus Devices, Woburn,
MA, EEUU). Paso de
banda, filtro de excitacion
(HQ 480 nm /40X), espejo
dicroico (Q505Ip), y filtro
de emisién (HQ 535 nm
/50M, Chroma Technology,
Bellows Falls, VT).
22A Espermatozoides | Microscopio de Tiempo de exposicién: 500 | FM4-64 10
EGFP-DsRed2 fluorescencia confocal mseg para EGFP y FM4- UM
de disco giratorio 64.
(Olympus 1X83-DSU) Frecuencia de adquisicion:
con un objetivo 10X 1 imagen cada 1 min por
(UPLSAPO, NA 0,4) y 15 min.
una cAmara sCMOS Filtros: para EGFP, se
(Andor, Zyla). utilizo el filtro U-FBWA
excitacién 460-495 nm /
emision 510-550 nm y para
FM4-64 se utilizé el filtro
ETCY5 excitacién 590-650
nm / emision 665-735 nm.
22B, 22C, | Espermatozoides | Microscopio invertido Tiempo de exposicién: 350 | FM4-64 10
22D, panel | EGFP-DsRed2 Nikon (Melville, NY, mseg para EGFP, 100 pM
izquierdo EEUU, Eclipse Ti-U) mseg para FM4-64.
con un objetivo 60X de | Frecuencia de adquisicion:
aceite de inmersion 1 imagen cada 2 seg por 5
(plan Apo TIRF DIC min.
H/N2, Nikon, NA 1,45) Filtros: para EGFP, se
con una cdmara Andor | utilizé el filtro GFP 96343,
Ixon 3 EMCCD modelo | Espejo dicroico (D): 495
DU-8970-C00#B nm, excitacién 470 nm /40,
(Andor Technology, barrido 525/50 (Nikon);
Belfast, Irlanda del para FM4-64, se utiliz6 el
Norte) o modelo filtro Wide Green 11007v2,
Hammamatsu Orca- D: 565 nm dcxt, excitacion
100 CCD C4742-95 535 nm 50, emisién 590
(Hammamatsu nm Ipv2 (Chroma
Photonics, Bridgewater, | Technology Corporation).
NJ, EEUU).
22B, 22C, | Espermatozoides | Microscopio de Tiempo de exposicién: 500 | FM4-64 10
22D, panel | EGFP-DsRed2 fluorescencia confocal mseg para EGFP y FM4- UM
derecho de disco giratorio 64.
(Olympus 1X83-DSU) Filtros: para EGFP, se
con un objetivo 60X de | utiliz6 el filtro U-FBWA
aceite de inmersion excitacion 460-495 nm /
(Plan Apo, NA 1,4) y emision 510-550 nm y para
una cdmara sCMOS FM4-64 se utilizo el filtro
(Andor, Zyla). ETCY5 excitacion 590-650
nm / emisién 665-735 nm.
23 Espermatozoides | Microscopio de Tiempo de exposicion: 10 FM4-64 10
EGFP-DsRed2 fluorescencia confocal mseg para el contraste de UM
de disco giratorio interferencia diferencial
(Olympus 1X83-DSU) (DIC), 120 mseg para
con un objetivo 10X EGFP y DsRed2* y 500
(UPLSAPO, NA 0,4) o mseg para FM4-64.
20X (UPLSAPO, NA Frecuencia de adquisicion:
1 imagen cada 10 mseg
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0,75) y una camara para DIC, 1 imagen cada
sCMOS (Andor, Zyla). 120 mseg para EGFP y
DsRed2* y 1 imagen cada
500 mseg para FM4-64 por
3 min cada 5 min.
Filtros: para EGFP, se
utilizo el filtro U-FBWA
excitacién 460-495 nm /
emision 510-550 nm; para
DsRed2* se utiliz6 el filtro
U-FGWA excitacion 530-
550 nm / emision 575-625
nm y para FM4-64 se
utilizo el filtro ETCY5
excitacién 590-650 nm /
emision 665-735 nm.
24A,B Espermatozoides | Microscopio Tiempo de exposicion: 10 FM4-64
de ratén CD1 Nanolmager S (Oxford | mseg. 0,5 uM
Nanoimaging Ltd), Frecuencia de adquisicion:
equipado con un 100 imagenes cada 30 seg
objetivo 100X de aceite | por 20 min.
de inmersioén (Olympus, | Filtros: para la excitacion
NA 1,4) y una camara de FM4-64 se utilizé un
sCMOS (Hamamatsu laser de 561 nm, la
ORCA-Flash4.0 V3 emision fue colectada en el
Digital CMOS camera). | canal 1 (665-705 nm).
24F Espermatozoides | Microscopio Tiempo de exposicién: 10 Memglow-
EGFP-DsRed2 Nanolmager S (Oxford | mseg para EGFP y 700
Nanoimaging Ltd), Memglow-700. 0,2 uM
equipado con un Frecuencia de adquisicion:
objetivo 100X de aceite | 100 imagenes cada 30 seg
de inmersioén (Olympus, | por 20 min.
NA 1,4) y una camara Filtros: para la excitacién
sCMOS (Hamamatsu de EGFP se utiliz6 un laser
ORCA-Flash4.0 V3 de 473 nm, la emision se
Digital CMOS camera). | colect6 en el canal 0 (498-
551 nm); para la excitacion
de Memglow-700 se utilizé
un laser de 640 nm, la
emision se colect6 en el
canal 1 (665-705 nm).
24G Espermatozoides | Microscopio Tiempo de exposicién: 10 Bodipy-
EGFP-DsRed2 Nanolmager S (Oxford mseg para EGFP y Bodipy- GM1
Nanoimaging Ltd), GM1. 0,1 mg/mL
equipado con un Frecuencia de adquisicion:
objetivo 100X de aceite | 100 imagenes cada 30 seg
de inmersién (Olympus, | por 20 min.
NA 1,4) y una camara Filtros: para la excitacién
sCMOS (Hamamatsu de EGFP y Bodipy-GM1 se
ORCA-Flash4.0 V3 utilizé un laser de 473 nm,
Digital CMOS camera). | la emision se colect6 en el
canal 0 (498-551 nm).
24H Espermatozoides | Microscopio Tiempo de exposicion: 10 FM1-43
EGFP-DsRed2 Nanolmager S (Oxford | mseg para EGFP y FM1- 1pM
Nanoimaging Ltd), 43.
equipado con un Frecuencia de adquisicion:
objetivo 100X de aceite | 100 imagenes cada 30 seg
de inmersién (Olympus, | por 20 min.
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NA 1,4) y una camara Filtros: para la excitacién
sCMOS (Hamamatsu de EGFP y FM1-43 se
ORCA-Flash4.0 V3 utilizé un laser de 473 nm,
Digital CMOS camera). | la emision se colecté en el
canal 0 (498-551 nm).

26, 27 Espermatozoides | Microscopio Tiempo de exposicién: 10 FM4-64
de raton CD1 Nanolmager S (Oxford | mseg. 0,5 uM

Nanoimaging Ltd), Frecuencia de adquisicion:
equipado con un 100 imagenes cada 30 seg
objetivo 100X de aceite | por 20 min.

de inmersién (Olympus, | Filtros: para la excitacion
NA 1,4) y una camara de FM4-64 se utilizd un
sCMOS (Hamamatsu laser de 561 nm, la
ORCA-Flash4.0 V3 emision fue colectada en el
Digital CMOS camera). | canal 1 (665-705 nm).

28 Espermatozoides | Microscopio de Tiempo de exposicién: 500 | FM4-64 10
de raton Hibrido fluorescencia confocal mseg para FM4-64. uM
F1 de disco giratorio Frecuencia de adquisicion:

(Olympus 1X83-DSU) 1 imagen cada 1 min por
con un objetivo 60X de | 15 min.

aceite de inmersion Filtros: para FM4-64 se
(Plan Apo, NA 14)y utilizé el filtro ETCY5
una cdmara sCMOS excitacién 590-650 nm/
(Andor, Zyla). emision 665-735 nm.

29 Espermatozoides | Microscopio Tiempo de exposicién: 10 FM1-43 1

de ratén CD1 Nanolmager S (Oxford | mseg para FM1-43. puM
Nanoimaging Ltd), Frecuencia de adquisicion:
equipado con un 100 imagenes cada 30 seg
objetivo 100X de aceite | por 20 min.
de inmersién (Olympus, | Filtros: para la excitacion
NA 1,4) y una camara de FM1-43 se utilizé un
sCMOS (Hamamatsu laser de 473 nm, la
ORCA-Flash4.0 V3 emision se colect6 en el
Digital CMOS camera). | canal 0 (498-551 nm).

30 Espermatozoides | Microscopio de Tiempo de exposicion: FM4-64 10
de raton Hibrido fluorescencia confocal 500-200 mseg para Fluo4 UM, Fluo4
F1 de disco giratorio y FM4-64. 1pM

(Olympus 1X83-DSU) Frecuencia de adquisicion:

con un objetivo 10X 1 imagen cada 10 seg por

(UPLSAPO, NA0,4) y 9 min.

una cadmara sCMOS Filtros: para Fluo4, se

(Andor, Zyla). utilizé el filtro U-FBWA
excitacién 460-495 nm /
emision 510-550 nm; para
FM4-64 se utiliz6 el filtro
ETCY5 excitacién 590-650
nm / emision 665-735 nm.

31 Espermatozoides | Microscopio Tiempo de exposicion: 10 FM4-64
de ratén CD1 Nanolmager S (Oxford | mseg para EGFP y 0,5 uM,

Nanoimaging Ltd), Memglow-700. Fluo4
equipado con un Frecuencia de adquisicion: 1uM
objetivo 100X de aceite | 100 imagenes cada 30 seg
de inmersién (Olympus, | por 20 min.
NA 1,4) y una camara Filtros: para la excitacién
sCMOS (Hamamatsu de Fluo4 se utilizé un laser
ORCA-Flash4.0 V3 de 473 nm, la emision se
Digital CMOS camera). | colect6 en el canal 0 (498-

551 nm); para la excitacién
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de FM4-64 se utilizé un
laser de 561 nm, la
emision se colecto en el
canal 1 (665-705 nm).
32,33 Espermatozoides | Microscopio Tiempo de exposicion: 10 FM4-64
de ratén CD1 Nanolmager S (Oxford | mseg para FM4-64 y SiR- 0,5 uM,
Nanoimaging Ltd), actin. SiR-actin
equipado con un Frecuencia de adquisicion: 0,1 uM
objetivo 100X de aceite | 100 imagenes cada 30 seg
de inmersion (Olympus, | por 20 min.
NA 1,4) y una camara Filtros: para la excitacion
sCMOS (Hamamatsu de FM4-64 se utilizd un
ORCA-Flash4.0 V3 laser de 561 nm, la
Digital CMOS camera). | emision se colecté en el
canal 1 (665-705 nm); para
la excitacion de SiR-actin
se utilizé un laser de 640
nm, la emisién se colect6
en el canal 1 (665-705
nm).
35 Espermatozoides | Microscopio de Tiempo de exposicion: 10 FM4-64 10
EGFP-DsRed2 fluorescencia confocal mseg para DIC, 50 mseg UM,
de disco giratorio para Hoechst 33342, 120 Hoechst
(Olympus 1X83-DSU) mseg para EGFP y 33342
con un objetivo 20X DsRed2* y 500 mseg para 10 pg/ml
(UPLSAPO, NA 0,75) 0 | FM4-64.
40X (UPLSAPO, NA Frecuencia de adquisicion:
0,95) y una cdmara 1 imagen cada 5 pm con
sCMOS (Andor, Zyla). un total de 10-15 planos.
Filtros: para Hoechst
33342, se utilizo el filtro
LF405-B excitacion 368-
415 nm / emisién 426-477
nm; para EGFP se utilizo el
filtro U-FBWA excitacion
460-495 nm / emisién 510-
550 nm; para DsRed2* se
utilizé el filtro U-FGWA
excitacién 530-550 nm /
emision 575-625 nm y para
FM4-64 se utilizo el filtro
ETCY5 excitacion 590-650
nm / emisién 665-735 nm.
37,38 Espermatozoides | Microscopio de Tiempo de exposicion: 10 FM4-64 10
EGFP-DsRed2 fluorescencia confocal mseg para DIC, 50 mseg UM,
de disco giratorio para Hoechst 33342, 120 Hoechst
(Olympus 1X83-DSU) mseg para EGFP y 33342
con un objetivo 10X DsRed2* y 500 mseg para 1 pg/ml
(UPLSAPO, NA 0,4) 0 FM4-64.
20X (UPLSAPO, NA Frecuencia de adquisicion:
0,75) y una camara 1 imagen cada 1 min por
SCMOS (Andor, Zyla). 60-120 min y 1 imagen
cada 7 um con un total de
10-15 planos.
Filtros: para Hoechst
33342, se utilizé el filtro
LF405-B excitacion 368-
415 nm / emisién 426-477
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nm; para EGFP se utilizo el
filtro U-FBWA excitacién
460-495 nm / emisién 510-
550 nm; para DsRed2* se
utilizé el filtro U-FGWA
excitacion 530-550 nm /
emision 575-625 nm y para
FM4-64 se utilizé el filtro
ETCY5 excitacién 590-650
nm / emisién 665-735 nm.

39

Espermatozoides
de raton Hibrido
F1

Microscopio de
fluorescencia confocal
de disco giratorio
(Olympus 1X83-DSU)
con un objetivo 20X
(UPLSAPO, NA 0,75)
con una camara
sCMOS (Andor, Zyla).

Tiempo de exposicion: 10
mseg para DIC, 40 mseg
para Hoechst 33342, 300
mseg para Fluo4 y 100
mseg para FM4-64.
Frecuencia de adquisicion:
1 imagen cada 1 min por
60-120 min y 1 imagen
cada 7 um con un total de
10-15 planos.

Filtros: para Hoechst
33342, se utiliz6 el filtro
LF405-B excitacion 368-
415 nm / emision 426-477
nm; para Fluo4 se utilizé el
filtro U-FBWA excitacién
460-495 nm / emisién 510-
550 nm y para FM4-64 se
utilizé el filtro U-FGWA
excitacién 530-550 nm /
emision 575-625 nm.

FM4-64 10
UM,
Hoechst
33342
1 pg/ml,
Fluo4
1uM
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La EA promueve el cese de la movilidad en un subconjunto de

espermatozoides

Para monitorear simultaneamente el estado acrosomal y la movilidad de los
espermatozoides mediante live imaging, se usaron ratones transgénicos cuyos
espermatozoides expresan EGFP (mostrado en verde) en su acrosoma y
DsRed2 (mostrado en naranja) en las mitocondrias de la pieza media (EGFP-
DsRed2) (Figura 21A). En dicha figura se muestran con recuadros células
representativas que experimentaron la EA, visualizado por la pérdida de EGFP,
de forma espontanea (cuadro blanco) e inducida por progesterona 100 uM
(cuadro rosa). Utilizando este modelo transgénico, se inmovilizaron
espermatozoides a través de su cabeza en cubreobjetos recubiertos con
laminina de forma tal que permitan el movimiento flagelar (Figura 21B). Mientras
gue la presencia del acrosoma se monitoreo mediante la sefial de fluorescencia
para EGFP, la movilidad se evalu6 a través del movimiento de la pieza media
(fluorescencia de DsRed2), que bate dentro y fuera del plano de imagen (Figura
21B).

La Figura 21B-C muestra la coexistencia de dos poblaciones de
espermatozoides que experimentaron la EA inducida por progesterona. Algunos
de los espermatozoides que no tienen sefial de EGFP se movieron normalmente
(34,1 + 3,7 %), mientras que la mayoria de ellos permanecieron inmdoviles (65,9
+ 6,2) (Figura 21B-C, panel superior e inferior, respectivamente).

El ciclo del batido flagelar engloba un mecanismo de autorregulacion que recibe
retroalimentacion de sefiales moleculares y mecanicas (Inaba y Shiba, 2018;
Sanchez-Céardenas et al., 2018). El cese completo del ciclo del batido flagelar
observado en la Figura 21 B-C podria ser un indicativo de un estimulo
proporcionado por el proceso de EA o que ocurre de forma concomitante a él.
Para comprender la conexion entre la EA y la movilidad, planteamos la hipétesis
de la existencia de un cambio mecéanico en el flagelo como resultado de la EA.
Por esta razon, se estudio la EA en presencia de la sonda fluorescente FM4-64
(Sanchez-Cardenas et al., 2014b) para visualizar cambios estructurales a nivel
de la MP o alteraciones en la forma del flagelo monitoreadas por cambios locales
en la fluorescencia de FM4-64 que ocurren en la vecindad o dentro de la MP

(Figura 22). Los espermatozoides EGFP-DsRed2 se estimularon con
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Figura 21. Dentro de la poblacién de espermatozoides que perdieron el acrosoma, coexisten
células cony sin movilidad. A) Una serie de tiempo representativa de espermatozoides EGFP-DsRed?2
adheridos a un cubreobjetos con concanavalina A donde se indujo la EA con progesterona 100 uM. Los
cuadros blancos muestran ejemplos de células con EA espontanea (antes de la induccion) y los cuadros
rosas muestran ejemplos de células con EA inducida por progesterona. En el lado derecho del panel hay
una representacion esquematica de la EA como se ve en este modelo transgénico. B) Una serie de
tiempo representativa de espermatozoides EGFP-DsRed2 adheridos a cubreobjetos recubiertos con
laminina que se sometieron a EA. El panel superior muestra un ejemplo de una célula con movilidad
después de la EA, mientras que el panel inferior muestra una inmovil. DsRed2 se muestra en naranja
mientras que EGFP se muestra en verde. C) Cuantificacion de células moéviles o inmdviles entre los
espermatozoides que perdieron el acrosoma (EGFP-). Se muestran imagenes representativas de al
menos 3 experimentos independientes, en C) Se contaron 235 células.

progesterona y se registré su movilidad durante 5 min en presencia de FM4-64.
Como muestra la Figura 22A, a medida que progresa la EA existen tres patrones
de fluorescencia de FM4-64 en la cabeza y en la pieza media.

Un analisis mas detallado de células individuales demostré que los cambios en
la fluorescencia de FM4-64 en la pieza media estan relacionados con su
movilidad. La Figura 22B muestra un espermatozoide mévil con acrosoma
intacto (control), donde los niveles de fluorescencia de EGFP y FM4-64
permanecieron constantes durante todo el experimento (Patron I). Los
espermatozoides que perdieron su acrosoma (sin EGFP y alta fluorescencia de
FM4-64 en la cabeza del espermatozoide) y continuaron moviéndose,
presentaron bajos niveles de fluorescencia de FM4-64 en la pieza media (Figura
22C, Patron II). Por otro lado, los espermatozoides que perdieron el acrosomay
gue permanecieron inmaoviles mostraron un aumento en la fluorescencia de FM4-

64 en la pieza media (Figura 22D, Patron III). Los tres patrones se encuentran

84



Resultados

i

Patréon Patréon Patron
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Patrén 1. Con acrosoma intacto y con movilidad
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Patron II. Sin acrosoma y con movilidad
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Patrén III. Sin acrosoma y sin movilidad
0 10 307

Figura 22. El aumento de la fluorescencia de FM4-64 en la pieza media en los espermatozoides
que pierden el acrosoma se asocia con una pérdida de la movilidad. A) Una serie de tiempo
representativa de espermatozoides EGFP-DsRed2 tefiidos con FM4-64 10 uM y unidos a cubreobjetos
recubiertos con concanavalina A donde se indujo EA con progesterona 100 uM. Los cuadrados blancos
muestran ejemplos de células con patrén I, II o III inducidas por progesterona. En el lado derecho del
panel hay una representacién esquematica de EA como se ve en este modelo transgénico tefiido con
FM4-64. B-D) Imagenes representativas de espermatozoides EGFP-DsRed2 capacitados tefiidos con
FM4-64 10 uM. El panel B) muestra un espermatozoide con acrosoma intacto y con movilidad (Patrén I),
C) muestra un espermatozoide que perdio el acrosoma, con movilidad y baja fluorescencia de FM4-64
en la pieza media (Patrén II), D) muestra un espermatozoide que perdio el acrosoma, sin movilidad y alta
fluorescencia de FM4-64 en la pieza media (Patron III). En los tres casos, las células se indujeron con
progesterona 100 pM. En el panel izquierdo se muestra una imagen de cada patron en mayor resolucion.
Se muestran imégenes representativas de al menos 5 experimentos independientes.

esquematizados en el panel derecho de la Figura 22A. Cabe destacar que los
altimos patrones de células que no contienen EGFP (con y sin movilidad)
mostraron el aumento esperado en la fluorescencia de FM4-64 en la cabeza del

espermatozoide (Romarowski et al., 2016b; SaAnchez-Céardenas et al., 2014a).
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Para profundizar nuestra comprension sobre como los espermatozoides pierden
movilidad durante la EA, disefiamos un sistema de seguimiento que puede
monitorear los cambios en la fluorescencia de las células en movimiento (Figura
23). Se evaluaron tres parametros en tiempo real, a saber, la frecuencia del
batido del flagelo (mediante su seguimiento en DIC, o el canal DsRed2*), el
estado del acrosoma (sefial EGFP) y los cambios que ocurren en la membrana
de la pieza media (sefial FM4-64). Una aclaracion importante es que, debido a
las caracteristicas espectrales de DsRed2 (en el modelo transgénico), la sonda
FM4-64 y la conformacion del microscopio utilizado, mediante el uso del filtro U-
FGWA excitacion 530-550 nm / emision 575-625 nm (en amarillo) se observé la
emision tanto de DsRed2 como de FM4-64 (en ausencia de FM4-64 se detectd
solo DsRed2, visualizado en naranja). En cambio, cuando utilizamos el filtro
ETCY5 excitacion 590-650 nm / emision 665-735 nm, solo se pudo visualizar la
emision de FM4-64 (en rojo). De esta manera, en las imagenes lo que se observa
en color naranja seran solo mitocondrias (como ya se mostré en la Figura 21),
en color amarillo (con notacion DsRed2*) MP y mitocondrias, mientras que en
color rojo se mostrara solo MP (Figura 23A).

La Figura 23B muestra que los espermatozoides que no realizaron la EA
permanecieron méviles con una frecuencia del batido estable y una baja
fluorescencia de FM4-64 durante el tiempo de registro. Contrariamente, luego de
la EA, las células inducidas con progesterona disminuyeron gradualmente la
frecuencia del batido y aumentaron la fluorescencia de FM4-64 en la pieza media
(Figura 23C).

En conjunto, estos experimentos demuestran que la EA promovio el cese de la
movilidad en un subconjunto de espermatozoides, lo que coincidié con un

aumento en la fluorescencia de FM4-64 en la pieza media.
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Figura 23. Luego del aumento de la fluorescencia de FM4-64 en la pieza media, se produce una
disminucion gradual de la frecuencia del batido flagelar. Analisis de movilidad para espermatozoides
EGFP-DsRed? tefiidos con FM4-64 10 pM, las células se inmovilizaron en cubreobjetos con laminina. A)
Esquema para representar notaciones de las sondas. Mediante el filtro U-FGWA excitacién 530-550 nm
/ emisién 575-625 nm (en amarillo) se pudo observar la emision tanto de DsRed2 como de FM4-64. En
cambio, cuando se utilizé el filtro ETCY5 excitacion 590-650 nm / emisién 665-735 nm, solo se pudo
visualizar la emisién de FM4-64 (en rojo). De esta manera, en las imagenes lo que se observa en color
naranja sera solo mitocondrias, en color amarillo (con notacion DsRed2*) sera MP y mitocondrias
mientras que en color rojo se mostrara solo MP. B-C) Serie de tiempo representativa de espermatozoides
EGFP-DsRed2 control sin realizar la EA (B, adicion de medio de registro, rec) y aquellos en los que la
EA fue inducida por progesterona (C, prog, 100 uM). La punta de flecha muestra cuando se realiz6 la
adicion. El panel superior muestra imagenes DIC procesadas por un sistema de seguimiento celular para
medir la frecuencia del batido flagelar. Ademés, se muestran las imadgenes EGFP, DsRed2*y FM4-64. El
gréfico de la izquierda muestra el andlisis de frecuencia del batido (eje y derecho, grafico de barras) para
los espermatozoides control (B) y cuya EA fue inducida por progesterona (C). El porcentaje de células
inmoviles se observa en el eje y izquierdo (linea continua). Se muestran imagenes representativas de al
menos 5 experimentos independientes, para el grupo control se analizaron 11 células y para el grupo
inducido con progesterona se analizaron 22 células.
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La EA ocurre concomitantemente con una disminucion en el

didmetro de la pieza media

Para entender los cambios estructurales que ocurren en la pieza media durante
la EA se emplearon técnicas de microscopia de super-resolucion en células
vivas. La Figura 24A muestra una imagen limitada por difraccién de una pieza
media tefiida con FM4-64 a la izquierda y a la derecha su respectiva
reconstruccién de super-resolucion utilizando SRRF (Gustafsson et al., 2016).
La dinamica de la EA se control6 mediante la fluorescencia de FM4-64 en la
cabeza espermatica (Figura 24B, recuadros superiores derecho) (Romarowski
et al., 2016b; Sanchez-Cardenas et al., 2014a). Tal como evidencia la serie de
tiempo representativa en la Figura 24B y su posterior cuantificacion en la Figura
24C, se observ6 una disminucion en el diametro de la pieza media a lo largo del
tiempo luego de la EA espontanea, inducida por progesterona o ionomicina
(iondéforo de Ca?*). En el control negativo (sin EA) el diametro permanecié sin
cambios. Este fendmeno también se observé utilizando otra técnica de super-
resolucién, MSSR (Torres-Garcia et al., 2022) junto con otras sondas de MP de
diferente estructura molecular como Memglow 700 (Figura 24F), Bodipy-GM1
(Figura 24G) y FM1-43 (Figura 24H).

También se evalud la intensidad de fluorescencia de FM4-64 en la cabeza y en
la pieza media (Figura 24D-E). Como era de esperar, el aumento de la
fluorescencia de FM4-64 en la cabeza se produce con la EA (Romarowski et al.,
2016b; Sanchez-Cardenas et al., 2014a). Ademas, de acuerdo con lo observado
en la Figura 22, la intensidad de la fluorescencia en la pieza media también
aumentd con el tiempo en los espermatozoides que tuvieron EA mientras que el
grupo control sin EA permanecio constante durante todo el experimento (Figura
24E).
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Figura 24. La contracciéon de la pieza media ocurre durante la EA. Imagenes representativas de
espermatozoides CD1 capacitados tefiidos con FM4-64 0,5 uM. A) El panel izquierdo muestra una
imagen limitada por difraccion de la membrana espermatica tefiida con FM4-64 y el panel derecho
muestra su reconstruccion SRRF de super-resolucion. B) Serie de tiempo representativa de la pieza
media tefiida con FM4-64 de un espermatozoide sin EA (no reac), con EA espontanea (spont), o inducida
por progesterona (prog, 100 uM) y por ionomicina (iono, 10 puM), respectivamente. Después de la
adquisicion, las imagenes se procesaron utilizando SRRF. La EA se muestra en los recuadros superiores
derechos de la cabeza del espermatozoide (imagenes limitadas por difraccion). El valor del diametro de
la pieza media se muestra en la esquina inferior izquierda para cada tiempo. C) Cuantificacion del
didmetro de la pieza media para cada grupo experimental a lo largo del tiempo. Los datos se presentan
como un porcentaje del valor del diametro inicial antes de la induccion. D-E) Cuantificacion de la
fluorescencia de FM4-64 en la cabeza y pieza media, respectivamente, para cada grupo experimental a
lo largo del tiempo. Los datos se presentan como veces de aumento en comparacion con la fluorescencia
inicial antes de la induccién de la EA. Para C-E, *p<0,05; #p<0,01; $p<0,001 y &p<0,0001 en comparacion
con el grupo que no reacciond. Se realizé una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis en combinacion
con la prueba de comparaciones multiples de Dunn. F-H) Imagenes representativas procesadas por
MSSR de espermatozoides EGFP-DsRed2 con acrosoma intacto (Al) y sin acrosoma (AR) tefiidos con
las sondas de membrana Memglow 700 (F, violeta), Bodipy-GM1 (G) y FM1-43 (H). La EA se muestra en
recuadros de la cabeza del espermatozoide (imagenes limitadas por difraccidn), para F) se muestra con
EGFP en verde mientras que la membrana se muestra en violeta, para G) y H), el acrosoma se ve en el
mismo color que la membrana. Se muestran imagenes representativas de al menos 5 experimentos
independientes, se analizaron un total de 36 células.

AR

Memglow 700
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La contraccion de la pieza media se inicia preferentemente en la

parte proximal del flagelo

Para investigar si la contraccion de la pieza media se desencadena en un lugar
aleatorio 0 en una region particular del flagelo, se utilizaron kimogramas. Un
kimograma permite la visualizacion de aspectos dinamicos de un fenémeno dado
en una sola imagen, donde la dimension temporal se expresa como un eje de la
imagen, a través de una transformacién espacio-temporal del conjunto de datos.
Como se menciond anteriormente en la seccion de Materiales y Métodos, se
utilizaron dos tipos de kimogramas (Figura 18). Primero, se construyeron
kimogramas de microscopia de super-resolucion para monitorear los cambios
dinamicos en el diametro en determinados lugares de la pieza media (cada 2,5
um). En segundo lugar, se realizaron kimogramas de fluorescencia a partir de
imagenes limitadas por difraccion para observar los cambios en la fluorescencia
de FM4-64 a lo largo del tiempo y en toda la pieza media. Como ya se menciono,
existe una correlacion negativa entre el diametro de la pieza media y la
fluorescencia de FM4-64, lo que revela una herramienta para obtener un valor
aproximado del diametro de la pieza media sin necesidad de recurrir a la
microscopia de super-resolucién (Figura 19).

Una vez obtenidos los kimogramas de fluorescencia de FM4-64 y su posterior
transformaciéon a kimogramas de diametro aproximado, se pudieron observar
diferentes patrones: hubo células que presentaron un foco de aumento de
fluorescencia de FM4-64, es decir, un unico foco de contraccién de la pieza
media mientras que otras presentaron mas de uno. A su vez, el foco puede
suceder tanto en la porcion proximal, central o distal de la pieza media tal como
fue definido en la Figura 18 (Figura 25A). De esta manera, se evaluaron tres
subgrupos experimentales que se sometieron a la EA: espontaneo, inducido con
progesterona e inducido con ionomicina. Para examinar la aleatoriedad de la
contraccion impulsada por el foco, se cuantificé si las células presentaban uno o
mas focos de contraccion y en qué parte de la pieza media se encontraba/n
dicho/s focols.

La Figura 25B muestra un estudio acumulativo, que indica que la contraccion se
inici6 preferentemente en la parte proximal de la pieza media,

independientemente de que sea EA inducida por progesterona o EA espontanea.
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Sin embargo, cuando se utiliz6 ionomicina como agonista de la EA, la

contraccion comenzé aleatoriamente en cualquier segmento de la pieza media.
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Figura 25. La contraccion comienza preferentemente cerca de la union entre la cabeza y la pieza
media. A) Ejemplos representativos de kimogramas de contraccion para células que presentan un solo
foco 0 mas de un foco de contraccion. El eje y del kimograma representa la longitud a lo largo de la pieza
media con el 0 en la parte superior del kimograma como indica el esquema del espermatozoide (unién
de pieza media con cabeza). El eje x del kimograma representa el tiempo con el 0 en la parte izquierda
del kimograma. B) Gréfico de frecuencia relativa (expresada en porcentaje) que muestra la distribucion
del inicio del foco de contraccién. El eje x muestra la seccion de la pieza media donde ocurrié el foco:
proximal (P), central (C) y distal (D) y el codigo de colores representa si la célula presenta uno o mas de
un foco de contraccion. Las células reaccionaron espontaneamente (spont), o fueron estimuladas con
progesterona 100 um (prog) o ionimicina 10 um (iono). Se realiz6 una prueba de chi? utilizando el entorno
de lenguaje R. Se muestran los datos de al menos 5 experimentos independientes y se analizaron un
total de 36 células.

La Figura 26A-B ilustra ejemplos representativos de espermatozoides inducidos
con ionomicina que presentan uno o mas focos de contraccion de la pieza media,
respectivamente. En ambos casos, el diametro disminuy6 a lo largo de la pieza
media, lo que se ve como una transiciébn de colores rojo oscuro a amarillo
brillante (escala en la parte inferior del kimograma). Esto se puede observar tanto
en el kimograma de diametro normalizado (Figura 26A-B, panel izquierdo) como
en las medidas reales del diametro obtenidas por los kimogramas de super-
resolucion (Figura 26A-B, panel derecho).

En el caso del foco Unico, se puede observar en el kimograma de diametro
normalizado que ronda entre las medidas de 7,5y 10 um. Esto se ve reflejado
en el panel derecho en los puntos celestes y naranjas, que son las medidas de
diametro reales que se contrajeron primero y en mayor medida (Figura 26A). Un
comportamiento representativo dentro de este grupo experimental es el

representado en la Figura 26B, en donde se observa que toda la pieza media
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Figura 26. Ejemplos representativos de la relacion entre el kimograma de diametro normalizado y
las medidas reales del didmetro para células inducidas con ionomicina. A-B) Kimograma de
diametro normalizado (panel izquierdo, ver Materiales y Métodos) y medidas de contraccion (panel
derecho, obtenidos por el entorno de lenguaje R utilizando kimogramas de sUper-resolucion) para la EA
inducida por ionomicina (10 yM) con uno (A) o mdltiples focos (B) de contraccion de la pieza media. En
los kimogramas de didmetro normalizado, las lineas amarillas horizontales indican la separacion entre
las secciones de la pieza media (proximal, central y distal) y los circulos de color indican dénde se
realizaron los kimogramas de sUper-resolucion. El eje y del kimograma representa la longitud a lo largo
de la pieza media con el 0 en la parte superior del kimograma como indica el esquema del espermatozoide
(unién de pieza media con cabeza). El eje x del kimograma representa el tiempo con el 0 en la parte
izquierda del kimograma. En ambos gréficos, la linea vertical punteada indica donde se realizé la
induccion. Se muestran datos representativos de al menos 5 experimentos independientes y se
analizaron un total de 10 células.
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Figura 27. Ejemplos representativos de la relacion entre el kimograma de didmetro normalizado y
las medidas reales del diametro para células que experimentaron la EA espontaneamente. A-B)
Kimograma de diametro normalizado (panel izquierdo, ver Materiales y Métodos) y medidas de
contraccion (panel derecho, obtenidos por el entorno de lenguaje R utilizando kimogramas de super-
resolucion) para células con EA espontanea con uno (A) o multiples focos (B) de contraccion de la pieza
media. En los kimogramas de diametro normalizado, las lineas amarillas horizontales indican la
separacion entre las secciones de la pieza media (proximal, central y distal) y los circulos de color indican
donde se realizaron los kimogramas de super-resolucion. El eje y del kimograma representa la longitud
a lo largo de la pieza media con el 0 en la parte superior del kimograma como indica el esquema del
espermatozoide (unién de pieza media con cabeza). El eje x del kimograma representa el tiempo con el
0 en la parte izquierda del kimograma. Se muestran datos representativos de al menos 5 experimentos
independientes y se analizaron un total de 10 células.
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aumento la contraccion (todas sus secciones en simultaneo). Esto se observa en
la escala de colores del kimograma de didmetro normalizado y coincide con las
medidas reales del diametro del panel derecho, las cuales, todas juntas (de O um
a 15 um) disminuyeron su valor.

Por dltimo, la Figura 27A-B evidencia ejemplos de EA espontanea con uno o dos
focos de contraccion, respectivamente. En particular, en la Figura 27B, se puede
destacar que hay un primer foco de contraccion de 0 um a 5 um
aproximadamente que coincidié con las medidas del diametro reales del panel
derecho que disminuyeron su valor primero y en mayor medida (puntos negros,
rosas y verdes). Si bien toda la pieza media se contrajo a medida que pasa el
tiempo, aparece un segundo foco de contraccion alrededor de las medidas de 10
um a 15 um y coincidentemente son los puntos que disminuyeron el didmetro en

mayor medida (puntos naranjas, violetas y rojos).

Una pregunta l6gica que emerge después de reportar la contraccion de la pieza
media es ¢como la célula regula el volumen citoplasmatico luego o durante la

contraccion inducida por la EA? Si bien hace falta llevar a cabo mas
i 2 3
\ 4 A4 |4 | 4

Figura 28. La contraccion fue acompafiada de una dindmica gotas citoplasmaticas. Series de
tiempo representativas de células con EA espontanea que muestran como a medida que aumenta la
fluorescencia de FM4-64 y se contrae la pieza media, aparecen gotas citoplasmaticas (puntas de flecha).
Se muestran imagenes representativas de al menos 3 experimentos independientes.
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experimentos, por ejemplo utilizando sondas como calceina que permiten
evaluar el volumen celular (Davidson y Higgins, 2013), una posible explicacién
se ilustra en la Figura 28. En esta figura se exponen dos ejemplos de células
con EA espontanea tefiidas con FM4-64. En ambos casos se observa que a
medida que ocurrid la contraccion de la pieza media (evidente por el aumento de
la fluorescencia de FM4-64), aparecieron gotas citoplasmaticas. Como se
menciono anteriormente, si bien hacen falta mas experimentos, el hecho de que
se generen gotas citoplasmaticas mientras la pieza media se contrae podria
sugerir un posible mecanismo de regulacion de volumen sin alterar el volumen

total de la célula.

Por otro lado, si bien excede el objetivo de esta tesis, otra pregunta valida es

¢qué sucede con el resto del flagelo? La Figura 29 muestra un resultado

A Limitado por difracciéon

MSSR

B Limitado por difraccion

MSSR

0’ 37 : 3 14’ 17

L L 1 1

I T T T
0,65 ym 0,53 ym 0,41 ym 0,40 um Tum

Figura 29. La contraccién del flagelo también se observa en la pieza principal. A) Imagen de un
espermatozoide CD1 capacitado tefiido con FM1-43 1 uM en proceso de EA. Se muestra la imagen
limitada por difraccién (arriba) y su respectiva reconstruccion de super-resolucion por MSSR (abajo). B)
Serie de tiempo de la pieza principal ampliada delimitada en lineas punteadas en A). El panel superior
muestra como fue aumentando la fluorescencia de FM1-43, la EA se muestra en los recuadros superiores
derechos de la cabeza del espermatozoide. El panel inferior muestra como aumenté lo contraccion de
dicho segmento a medida que progresé la EA. Se muestran imagenes representativas de al menos 3
experimentos independientes.
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preliminar de los cambios que experimenta la pieza principal durante la EA. En
este caso, se trata de una célula teflida con FM1-43 y en proceso de EA
espontanea (evidenciado por el patron de FM1-43 en la cabeza y el inicio de
contraccion de la pieza media). Se muestran tanto las imagenes limitadas por
difraccion como la reconstruccion de super-resolucion utilizando MSSR. Tal
como detalla la Figura 29B, a medida que avanza la EA se observé un aumento
de fluorescencia de FM1-43 coincidente con una contraccion de la pieza
principal. Este comportamiento es similar al observado en la pieza media, sin
embargo, quedan pendientes experimentos adicionales para determinar si existe
relacion o no entre el aumento de la fluorescencia de FM1-43 y la disminucién

del diametro en la pieza principal.

La reduccion del diametro de la pieza media se produce

concomitantemente con un aumento de la [Ca?*]; en el flagelo

Es ampliamente aceptado que un aumento de la [Ca?*] en la cabeza espermatica
precede a la EA. Se ha demostrado que el inicio de la EA se produce tras un
aumento de la [Ca?*]i en la cabeza del espermatozoide que luego se propaga
hacia la pieza media (Romarowski et al., 2016b). Para comprender la conexion
entre la EA y la contraccion concomitante de la pieza media, planteamos la
hipétesis de la existencia de una sefial de Ca?* que se propaga desde la cabeza
hasta el flagelo o viceversa y que impulsa cambios en la arquitectura del flagelo
espermatico.

Para investigar si el aumento de la [Ca?*]i en la pieza media se correlaciona con
la contraccién de la pieza media, se incubaron espermatozoides con FM4-64 y
Fluo4, un sensor fluorescente de Ca?*. La Figura 30 muestra series de tiempo
representativas de espermatozoides que: no realizaron EA (Figura 30A-B, caso
de control, adicion de medio de registro), y que experimentaron EA inducida por
progesterona (Figura 30C-D) o por ionomicina (Figura 30E-F). En la Figura 30A
se observa que cuando las células no experimentaron la EA, no presentaron un
aumento en la [Ca?*].. Sin embargo, tras la induccién de la EA con progesterona
o ionomicina (Figura 30C y 30E), hubo un aumento de la [Ca?*]i en la pieza
media seguido de un aumento en la fluorescencia de FM4-64, lo que indica una

contraccion del flagelo (Figura 19).
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Figura 30. La contraccién de la pieza media es impulsada por cambios en la [Ca?']i. A, C, E) Se
muestran series de tiempo representativas de la dindmica de la [Ca?*]i y la EA. Los espermatozoides F1
capacitados se cargaron con la sonda Fluo4, se inmovilizaron en cubreobjetos recubiertos con
concanavalina A y se incubaron en un medio de registro (rec) que contenia FM4-64 10 uM. Se adicion6
rec (A), progesterona 100 uM (prog, C) e ionomicina 10 yM (iono, E) donde indica la punta de flecha.
Debajo de cada frame de Fluo4 (se muestra en verde) y FM4-64 (se muestra en rojo) hay un rectangulo
con un cédigo de color que indica la intensidad normalizada de la sefial de fluorescencia (obtenida por la
formula (F-Fo)/Fo, barra de escala a la derecha del panel). B, D, F) Andlisis para la adicion de rec (B),
prog (D) e iono (F). Cada fila muestra la dinamica de la [Ca?*]i (superior, en verde) y de la MP (inferior,
en rojo) de un solo espermatozoide (spz) a lo largo del tiempo (eje x). Se muestran los datos de la
fluorescencia de toda la pieza media normalizada a los frames previos a la induccion. La linea punteada
blanca indica cuando se realizé la adicion. Se muestran imagenes representativas de al menos 5
experimentos independientes. Se analizaron 20 células por grupo experimental para el andlisis de B), D),
F).
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A continuacion, se analizé un nimero mayor de espermatozoides utilizando una
menor magnificacion (10X). Las Figuras 30B, 30D y 30F detallan un andlisis
donde cada fila representa los cambios de una sola célula a lo largo del tiempo.
Especificamente, se evalué en la pieza media la dinamica de la [Ca?*]i vy la
contraccion a juzgar por la fluorescencia de Fluo4 (verde) y FM4-64 (rojo),
respectivamente. Los casos no estimulados se muestran en la Figura 30B, los
espermatozoides que estuvieron expuestos a la progesterona se muestran en la
Figura 30D y los inducidos con ionomicina en la Figura 30F. En el caso de la
induccién con progesterona, la mayoria de las células mostraron un aumento
transitorio de la [Ca?']i seguido de un aumento en la fluorescencia de FM4-64.
Este patron también se observé en las células inducidas por ionomicina (Figura
30F) con la excepcién de que, como era esperable, el aumento de la [Ca?*]i fue
mas rapido y sostenido. Estos hallazgos confirman que un aumento transitorio
de la [Ca?*]i en la pieza media precede a la contraccion del flagelo.

A continuacion, se evalud la relacion entre el aumento de la [Ca?']i observado y
la contraccion del flagelo utilizando imagenes de super-resolucién de células
vivas. La Figura 31A muestra que un aumento de la [Ca?*]i en la pieza media
coincidié en espacio y tiempo con una contraccién de la pieza media. Para
proporcionar informacion sobre la relacion espacio-temporal del aumento de la
[Ca?*]i y la contraccion de la pieza media, estos mismos resultados se
visualizaron utilizando un kimograma 3D que abarca la dinamica que ocurre a lo
largo de toda la pieza media (Figura 31B). En particular, se observé un aumento
focal transitorio de la [Ca?*]i en la base del flagelo, que se correlaciona en el
espacio y el tiempo con una reduccion focal del diametro del flagelo (Figura
31B).
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Figura 31. La contraccion de la pieza media es impulsada por cambios en la [Ca?*]i. A) Se muestra
una serie de tiempo representativas de la dindmica de la [Ca?*]i y contraccion de la pieza media. Los
espermatozoides CD1 capacitados se cargaron con Fluo4, se inmovilizaron en cubreobjetos recubiertos
con concanavalina A y se incubaron en un medio de registro que contenia FM4-64 0,5 uM. La EA se
indujo con progesterona 100 uM (prog, punta de flecha). Las imagenes de FM4-64 se procesaron con
SRRF, mientras que Fluo4 se muestra mediante imagenes limitadas por difraccion. B) Kimogramas 3D
de la dindmica de la [Ca?*]i (izquierda) y la contraccién de la pieza media (derecha). Los datos se

presentan normalizados a la media de los frames antes de la induccién de la EA. Se muestran imagenes
representativas de al menos 5 experimentos independientes.

El citoesqueleto de actina se aproxima a la MP durante la
contraccion de la pieza media

La pieza media esta conformada por dos grandes elementos estructurales: el
axonema, constituido por tubulina con sus componentes accesorios y una red

recientemente descrita de actina-F dispuesta en una conformacion helicoidal

(Figura 6) (Gervasi et al., 2018). Se examin0 si la red de actina tiene un papel

en la regulacion de la contraccién de la pieza media asociada a la EA.
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El papel del citoesqueleto de actina se investigo a través de imagenes de super-
resolucién de células vivas utilizando la sonda SiR-actin, que emite fluorescencia
cuando se une a la actina-F (LukinaviCius et al., 2014; Magliocca et al., 2017;
Yamazaki et al.,, 2018). La Figura 32A-B muestra dos espermatozoides
estimulados que experimentaron la EA (Figura 32B) o no (Figura 32A). En
ambos casos, se observo la red de actina-F debajo de la MP de la pieza media
(actina cortical). Como era de esperar, en ausencia de la EA, el diametro de la
pieza media (observado a través de FM4-64) se mantuvo inalterado (Figura
32A). En cambio, el espermatozoide que realizé la EA (Figura 32B), ademés de
presentar la contraccién previamente descripta, experimentd una reorganizacion
estructural que se caracteriz6 por una reduccion en la distancia entre la MP y la
red de actina-F en la pieza media. La ultima observacion sugiere que la
remodelacion de la estructura de la pieza media podria ser impulsada por una
interaccidbn mecéanica (o molecular) que ocurre en los limites de la MP.

Para evaluar si la red de actina-F podria interactuar potencialmente con la MP (o
sus componentes asociados), se evalud la colocalizacion entre la MP y la doble
hélice de actina-F utilizando imagenes de super-resolucion de células vivas. La
Figura 32C muestra dos coeficientes de colocalizacién de Manders (Dunn et al.,
2011). M1 es una medida de la proporcidon de actina-F (en pixeles) que se
colocaliza con la MP, M2 es una medida de la proporcion de pixeles de MP que
se colocaliza con los correspondientes a la red de actina-F. Un valor de Manders
de 1 es indicativo de colocalizacion completa, mientras que 0 puede interpretarse
como falta de colocalizacion. En este analisis, se estudiaron dichos coeficientes
al principio de la toma de imagenes (Al, cuando las células tienen el acrosoma
intacto) y los coeficientes de las mismas células al finalizar la toma de imagenes
(AR, cuando las células perdieron el acrosoma). La Figura 32C muestra que los
espermatozoides con acrosoma intacto presentaron coeficientes de Manders
bajos (M1= 0,32 £+ 0,03; M2= 0,28 = 0,04). Por el contrario, una vez que los
espermatozoides realizaron la EA mostraron un aumento significativo en la
colocalizacion entre la red de actina-F y la MP, a juzgar por un aumento en los
coeficientes M1 y M2 (M1= 0,65 = 0,03; M2 = 0,69 + 0,03), que ocurrid

concomitantemente con la contraccion de la pieza media.

99



Resultados

ALLL
E; prog

LvL L

*kkk

C

1,07

4

3 spont

c
© 8 0,8 mprog
by % Miono
€ © 0,61
8
% .g 0,41
Q N
© 5 0,21

3

5 0,0

(5]

Al AR
*kkk

5 1,0- M2

2
8 £ 08y i
*GED 3 0,6 /:/%
g 75 0.4 / /%
‘g g =
S <02 N

g v

o

8 0,0

Al AR

Figura 32. La MP de la pieza media se aproxima al citoesqueleto de actina durante la contraccion
y la EA. A-B) Serie de tiempo representativa de la colocalizacion entre la MP y el citoesqueleto de actina
cuando no hay EA (A) y cuando hay EA inducida por progesterona (B, prog, 100 uM). FM4-64 se muestra
en rojo y SiR-actin en azul. Los espermatozoides CD1 capacitados se cargaron con SiR-actin 100 nM, se
inmovilizaron en cubreobjetos recubiertos con concanavalina A y se incubaron en un medio de registro
que contenia FM4-64 0,5 pM y SiR-actin 100 nM. C) Coeficientes de colocalizacion de Manders para
células con acrosoma intacto (Al) y con acrosoma reaccionado (AR). M1 se asigné arbitrariamente a
FM4-64 y M2 a SiR-actin. Se muestran las medidas para las células que reaccionaron espontaneamente
(spont),y aquellas inducidas con progesterona 100 uM (prog) y por ionomicina 10 uM (iono). Los datos
se presentan como la media = SEM. Se realizé la prueba no paramétrica de Wilcoxon, ****p<0,0001. Se
muestran los datos de al menos 5 experimentos independientes y se analizaron un total de 36 células.
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En microscopia de fluorescencia, la colocalizacion es indicativa de la presencia
mutua de dos poblaciones de moléculas dentro de un volumen de observacion
formado por la funcion punto extendido (PSF), es decir, con una resolucion de
250-350 nm (Alva et al., 2022). La microscopia de super-resolucion reduce la
incertidumbre de los estudios de colocalizacién; sin embargo, la ganancia exacta
de resolucién varia segun las propiedades Opticas del instrumento utilizado para
obtener la imagen, las propiedades oOpticas de la muestra, los protocolos de
preparacion, y las propiedades fotofisicas de las sondas fluorescentes. Como en
este caso utilizamos el algoritmo SRRF, si hay colocalizacién, se puede
interpretar como que la MP y la red de actina-F estan a una distancia menor que
el limite de resolucién de la técnica, que es alrededor de 80-50 nm.

En general, estos resultados confirman que (i) la contraccién de la pieza media
estd relacionada con la remodelacion de la MP vy, potencialmente, del
citoesqueleto de actina-F, y que (ii) ambas estructuras interactian entre si,
directa o indirectamente. A continuacion, buscamos entender si la fuerza motriz
para la contraccion de la pieza media surge de la red de actina-F. Se
contemplaron los siguientes escenarios: (@) la MP se mueve hacia el
citoesqueleto de actina, (b) el citoesqueleto de actina se mueve hacia la MP, o
(c) ambas estructuras se acercan al centro del flagelo. Para investigar la
ocurrencia de cualquiera de estos escenarios, se rastrearon las posiciones de
los maximos de fluorescencia de FM4-64 y SiR-actin en los kimogramas de
super-resolucién (Figura 20), para ver la localizacion de la MP o del
citoesqueleto de actina, respectivamente (Figura 33A-B). La Figura 33C
muestra histogramas representativos de SiR-actin y FM4-64 a lo largo del
tiempo. Como se puede observar, los picos de fluorescencia de FM4-64 y SiR-
actin se acercaron entre si a medida que pasa el tiempo. Este efecto también se
puede ver en la Figura 33F, donde las células con acrosoma intacto muestran
una distancia de 0,180 + 0,007 um entre la MP y el citoesqueleto de actina y las
mismas células luego de perder el acrosoma presentaron una distancia
significativamente menor (0,074 + 0,006 pym) después de la contraccion de la
pieza media.

En la Figura 33D, se muestran los maximos de fluorescencia de una secciéon de

la pieza media de un espermatozoide que experimento la EA inducida por
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de fluorescencia normalizada de FM4-64 (rojo) y SiR-actina (azul) a lo largo del tiempo. La barra negra
horizontal muestra la distancia inicial entre los picos de FM4-64. D) Cambios en la posicion de los picos
de fluorescencia a lo largo del tiempo. Los picos de fluorescencia de FM4-64 se muestran en rojo y los
de SiR-actin en azul. Los numeros cerca de las rectas representan la pendiente. E) Valores de pendientes
para FM4-64 y SiR-actin para el grupo control sin reaccion (no reac), y con EA espontanea (spont),
inducida por progesterona (prog) e inducida por ionomicina (iono). Se realizé un ANOVA en combinacion
con la prueba de comparaciones miltiples de Tukey. F) Analisis de la distancia entre la MP y la doble
hélice de actina-F en la pieza media para espermatozoides con acrosoma intacto (Al) y reaccionado (AR).
Se muestran las medidas para las células que reaccionan espontaneamente (spont), y aquellas que lo
hacen como resultado de la induccion con progesterona 100 uyM (prog) y ionomicina 10 uM (iono). Los
datos se presentan como la media + SEM. Se realiz6 la prueba no paramétrica de Wilcoxon, ****p<0,0001.
Se muestran los datos de al menos 5 experimentos independientes y se analizaron un total de 36 células.
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ionomicina. En este caso, la MP vy el citoesqueleto de actina se aproximaron al
centro de la célula (normalizado a 0). La pendiente calculada a partir del ajuste

lineal denota la velocidad de este cambio. En este ejemplo, la MP se contrajo a
una velocidad de 14 ym/min, mientras que el citoesqueleto de actina se contrajo
a una velocidad de 3 um/min (Figura 33D). De esta manera, se analizaron las
pendientes de los grupos experimentales que no realizaron la EA, y aquellos que
si experimentaron la EA espontaneamente, o como resultado de la induccién con
progesterona o ionomicina (Figura 33E). En los casos en que hubo EA, la
pendiente de FM4-64 fue negativa lo que es consistente con una disminucion en
el didmetro de la pieza media. Dado que los resultados del analisis de las
pendientes de SiR-actin no fueron concluyentes, decidimos estudiar la estructura

del citoesqueleto de actina con mas resolucion.

El citoesqueleto de actina en la pieza media se remodela durante
la EA

Para investigar si la contraccion de la pieza media se encuentra asociada con
modificaciones estructurales de la doble hélice de actina, se utiliz6 la técnica de
super-resolucion STORM 3D (Figura 17). Las células fueron expuestas a
progesterona, fijadas y teflidas conjuntamente con PNA y phalloidin, para
visualizar el estado acrosomal y la estructura de actina, respectivamente.

Las Figuras 34A y 34C muestran imagenes representativas de ambas sondas
para espermatozoides con acrosoma intacto (Al) y sin acrosoma (AR). Las
imagenes de PNA solo se utilizaron para ver el estado acrosomal mientras que
de las imagenes de phalloidin se calcularon diferentes parametros: 1) Paso
helicoidal (I, helical pitch), que es la distancia entre vueltas de la hélice; 2)
Frecuencia del paso helicoidal (fo = 1/1), que representa el nimero de vueltas que
da la hélice en 1 um; y 3) Distribucion radial (R), que es la distancia entre el
centro de la pieza media y el maximo de fluorescencia (Figuras 34B, 34D y 34E)
(Gervasi et al., 2018). En primer lugar, si comparamos las células que realizaron
la EA con las que tienen el acrosoma intacto, las primeras presentaron un paso
helicoidal menor (159 nm frente a 248 nm, Figuras 34B y 34D, panel izquierdo)
y una frecuencia de paso helicoidal mayor en comparacion con los

espermatozoides intactos (6,29 frente a 4,04 um-*, Figuras 34B y 34D, panel
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las células individuales y la linea roja es su promedio. E) Esquema ilustrativo de los parametros
analizados en B) y D). Se muestran imagenes representativas de al menos 3 experimentos
independientes. Se analizaron 4 células para Al y 7 células para AR.
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izquierdo). Asimismo, la distribucion radial de la actina-F en las células que
experimentaron la EA fue menor en comparacion con los espermatozoides con
acrosoma intacto (252 frente a 300 nm, Figuras 34B y 34D, panel derecho). En
Su conjunto, estos resultados confirman que la doble hélice de actina-F presento

cambios estructurales tras la contraccion de la pieza media.

La mayoria de los espermatozoides localizados en el espacio

perivitelino muestran una contraccion de la pieza media
Observaciones previas demostraron que los espermatozoides murinos que
experimentan la EA antes de unirse a la ZP pueden penetrar y fecundar (Jin et
al., 2011). Como se requiere la movilidad de los espermatozoides para la
penetracion de la ZP, planteamos la hipotesis de que los cambios en la pieza
media y el cese de la movilidad ocurren solo después de que los
espermatozoides que perdieron el acrosoma penetren la ZP.

Para probar esta hipoétesis, se realizo live imaging luego de experimentos de FIV
usando espermatozoides EGFP-DsRed?2 tefiidos con FM4-64 (Figura 35). Los
ovocitos se inseminaron con una gran cantidad de células (200.000) para
promover la penetraciéon de la ZP por muchos espermatozoides, es decir,
polispermia. Esto nos permitié evaluar una mayor cantidad de células en cada
experimento, asi como visualizar a los espermatozoides en el espacio
perivitelino, para poder analizar el estado de la pieza media una vez atravesada
la ZP. Pasadas las 4 horas de co-incubacién de los espermatozoides con los
ovocitos, se realiz6 una tincion con el colorante nuclear Hoechst 33342 y con
FM4-64 para observar los ndcleos y la contraccion de la pieza media,
respectivamente. La Figura 35A muestra un ejemplo de un espermatozoide de
acrosoma intacto (que contiene la sefial de EGFP) unido a la ZP. Esta célula
mostré una baja fluorescencia de FM4-64 en la pieza media. Como era de
esperar, observamos que todos los espermatozoides que atravesaron la ZP
perdieron el acrosoma (sin fluorescencia de EGFP). Sorprendentemente, la
mayoria de estas células mostro una alta fluorescencia de FM4-64 (Figura 35B),

es decir presentaron contraccion en la pieza media. Asimismo, en algunos
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Hoéchst

Figura 35. Luego de atravesar la ZP, los espermatozoides muestran una contraccion de la pieza
media. Imagenes representativas de experimentos de FIV con espermatozoides EGFP-DsRed2. Los
complejos de ovocitos-espermatozoides se tifieron con Hoechst 33342 10 yg/ml y FM4-64 10 yM. Se
muestran imagenes de DIC, Hoechst 33342, EGFP, DsRed2* y FM4-64 para: A) espermatozoides
adheridos a la ZP con acrosoma intacto y pieza media no contraida; B) espermatozoides que pasaron a
través de la ZP, que perdieron el acrosoma y su pieza media se contrajo y C) espermatozoides que
atravesaron la ZP, que perdieron el acrosoma e inicialmente la pieza media no se contrajo pero D) luego
de 20 min mostraron una contraccién de la pieza media. El area delimitada en el panel superior se
muestra con mayor aumento en el panel inferior. Se muestran imagenes representativas de al menos 6
experimentos independientes.
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experimentos, se observaron espermatozoides que perdieron el acrosoma y sus
flagelos presentaban movilidad dentro del espacio perivitelino con bajos niveles
de fluorescencia de FM4-64 (Figura 35C). Luego de 20 minutos, estos
espermatozoides dejaron de moverse y aumentaron la fluorescencia de FM4-64,
lo que indica que experimentaron una contraccion en la pieza media (Figura
35D). Las cuantificaciones de estos resultados muestran que el 82,9 % de los
espermatozoides encontrados dentro del espacio perivitelino mostraron una alta
fluorescencia de FM4-64 en la pieza media (Figura 36). Estos resultados
sugieren que la contraccion de la pieza media asociada a la EA puede ocurrir
luego de la penetracion de la ZP.

17.1%
(12)

1 FM4-64 alto en pieza media
Bl FM4-64 bajo en pieza media

82,9%
(57)

Total=69

Figura 36. La mayoria de los espermatozoides localizados en el espacio perivitelino muestran una
contraccion de la pieza media. Cuantificacion del patron de fluorescencia de FM4-64 de la pieza media
de los espermatozoides dentro de la ZP. Se muestran datos de al menos 6 experimentos independientes.
Se cuantifico un total de 23 ovocitos y 69 espermatozoides.

La contraccion de la pieza media se produce luego de la fusion

del espermatozoide y el ovocito

Los espermatozoides que al atravesar la ZP perdieron el acrosoma, tienen
movilidad y no presentan contraccion de la pieza media; luego, en algun
momento, dejan de moverse y experimentan un aumento en la fluorescencia de
FM4-64, es decir, contraccion de la pieza media. Esta observacion sugiere que
el cese de la movilidad puede ser importante para los eventos de fecundacién
qgue ocurren luego de la unién y penetracién de la ZP. Por lo tanto, nuestra
hipotesis es que se requiere un cambio de la arquitectura de la pieza media para

la fusion de espermatozoides y ovocitos.
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Con este fin, diseflamos un experimento de live imaging utilizando ovocitos sin
ZP. Una vez removidas las células del cumulus y la ZP, solo los ovocitos se
cargaron con el colorante nuclear Hoechst 33342 para visualizar el momento
exacto de la fusién espermatozoide-ovocito (los espermatozoides no son tefiidos
con el colorante, a diferencia del experimento de FIV). Una vez que la MP del
ovocito y el espermatozoide inician la fusion, el colorante Hoechst 33342

presente en el ovocito se incorpora al espermatozoide y el nucleo de este emite

A

Figura 37. La contraccién de la pieza media se produce después de la fusién de las gametas. A)
Representacion esquematica de la configuraciéon de adquisicién de imagenes para el experimento de
fusion de espermatozoides y ovocitos. Se tomé una imagen cada 7 um en el eje z. B) Imagen DIC de
espermatozoide-ovocito, el area delimitada se muestra con mayor magnificaciéon en C). C) Serie de
tiempo representativa de experimentos de ensayo de fusion de espermatozoide-ovocito utilizando
espermatozoides EGFP-DsRed2. Los ovocitos se tifieron con Hoechst 33342 1 ug/mly FM4-64 10 pM.
Las imagenes DIC, Hoechst 33342, EGFP, DsRed2* y FM4-64 se muestran a lo largo del tiempo. Se
muestran imagenes representativas de al menos 4 experimentos independientes.
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fluorescencia correspondiente a la union de Hoechst 33342 al ADN espermatico
(Conover y Gwatkin, 1988; Hinkley et al., 1986; Stewart-Savage y Bavister,
1988). Llevamos a cabo este experimento con FM4-64 presente en el medio de
registro, utilizando espermatozoides transgénicos EGFP-DsRed2. El
experimento se realizo recolectando sefiales simultdneamente de cinco canales
separados a lo largo del tiempo (DIC, Hoechst 33342, EGFP, DsRed2* y FM4-
64). Ademas, para aumentar las posibilidades de observar la fusidbn de un
espermatozoide con un ovocito, se recopilaron datos volumétricos mediante
imagenes en diferentes planos z (una imagen cada 7 ym, Figura 37A).

La Figura 37C muestra una serie de tiempo representativa de un
espermatozoide que se fusiono6 con el ovocito. En este caso, solo se muestra el
plano focal 6ptimo del espermatozoide que perdi6 el acrosoma (EGFP negativo).
Inicialmente, este espermatozoide no mostroé fluorescencia de Hoechst 33342, lo
que indica una ausencia de fusién espermatozoide-ovocito. Sin embargo, a los
14 minutos, el colorante nuclear entr6é en el espermatozoide y tifié su ndcleo, lo
que indica que comenzé la fusion. En este punto, el espermatozoide estaba
unido a la MP del ovocito, pero permanecio levemente movil, lo que se observa
siguiendo la fluorescencia de DsRed2* presente en la pieza media. Asimismo, el
diametro de la pieza media no se alteré durante los primeros instantes de la
fusion, ya que la sefial de fluorescencia procedente de FM4-64 era baja. En la
mayoria de los casos, varios minutos después del inicio de la fusion de las
gametas (evidenciado por la presencia de Hoechst 33342 en la cabeza del
espermatozoide), la pieza media se plegd sobre si misma y aumenté la
fluorescencia de FM4-64 (frames de 38 min a 44 min, Figura 37C). En este
punto, el espermatozoide ces6 su movilidad. Es decir, registramos por primera
vez que, como consecuencia de la fusion, el plegado de la pieza media, la
contraccion de la misma y el cese de movilidad del espermatozoide ocurren
simultaneamente. En algunos casos, observamos que, luego del plegado del
flagelo, la pieza media volvio a desplegarse (Figura 38C).

En su conjunto, estos resultados indican que la contraccion de la pieza media se

produjo después del inicio de la fusidon entre el espermatozoide y el ovocito.
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Figura 38. Coincidentemente con la contraccion de la pieza media durante la fusion de las
gametas, se observa un pliegue de la misma seguido por un despliegue. A) Imagen DIC de
espermatozoide-ovocito, el rea delimitada se muestra con mayor aumento en B). B) Serie de tiempo
representativa de experimentos de ensayo de fusion de espermatozoide-ovocito utilizando
espermatozoides EGFP-DsRed2. Los ovocitos se tifieron con Hoechst 33342 1 pg/ml y FM4-64 10 pM.
Las imagenes DIC, Hoechst 33342, EGFP, DsRed2* y FM4-64 se muestran a lo largo del tiempo. Se
muestran imagenes representativas de al menos 4 experimentos independientes.

Luego de la fusién, una disminucién de la [Ca?']i precede a la
contraccion de la pieza media

En los experimentos anteriores, se demostrd que, durante la EA se produce un
aumento de la [Ca?*]i a lo largo de toda la pieza media, que coincidié con la
contraccion de la misma (Figura 30 y Figura 31). Para investigar mas a fondo el
mecanismo de la contraccion de la pieza media luego de la fusion, se realizaron
ensayos de fusion utilizando espermatozoides de Hibridos F1 cargados con

Fluo4 y ovocitos sin ZP cargados con Hoechst 33342. Teniendo en cuenta los
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resultados de célula Gnica, hipotetizamos que los cambios dinamicos en la [Ca?*]i
durante la fusion de las gametas impulsan la contraccion de la pieza media
requerida para la inmovilizacion de los espermatozoides.

La Figura 39A muestra una serie de tiempo representativa de un experimento
destinado a observar la fusion de espermatozoide con ovocito. El experimento
se realizd recolectando sefiales simultaneamente de 4 canales separados a lo
largo del tiempo (DIC, Hoechst 33342, Fluo4 y FM4-64). Al igual que para el
experimento de la Figura 37 y Figura 38, para aumentar las posibilidades de
observar eventos de fusion, se tomaron una serie de imagenes en diferentes
planos z, pero solo se muestra el plano focal 6ptimo.

Para nuestra sorpresa, los espermatozoides que se unieron/adhirieron a la MP
del ovocito mostraron altos niveles de la [Ca?*]i en la cabeza y la pieza media
(Figura 39A, tiempo 1 min). Unos minutos después de que se hizo evidente la
fusidén (aumento de la sefial de Hoechst 33342 en la cabeza del espermatozoide)
se observé una disminucién de la [Ca?*]i en la cabeza y la pieza media (Figura
39A, 21 min a 51 min). Luego de esta disminucién en la [Ca?*];, ocurrié la
contraccion de la pieza media evidenciada por el aumento en la fluorescencia de
FM4-64 (Figura 39A, 56 min). Nuevamente, observamos que en varias células
la pieza media se plegd antes de la contraccion de la misma. Los
espermatozoides que experimentaron este cambio en el flagelo con mayor
frecuencia permanecieron plegados durante el tiempo total de registro, pero en
algunos casos, el flagelo volvié a desplegarse. Las Figuras 39B-F muestran la
cuantificacion de los eventos clave descriptos anteriormente durante la fusién
espermatozoide-ovocito. En resumen, el 75,8 £ 12,2 % de los espermatozoides
fusionados presentaron contraccion de la pieza media. En el 61,8 £ 12,0 % de
los casos, la pieza media se plegd sobre si misma y posteriormente, solo el 31,6
+ 7,5 % se desplegd y volvié a estirar. En lo que a las dindmicas de la [Ca?*]i
respecta, todos los espermatozoides unidos a la MP antes de la fusién
presentaron [Ca?']i elevada en la cabeza. La gran mayoria mostré una
disminucién de la [Ca?*]i en la cabeza antes de la contraccion de la pieza media
(75,1 £ 3,1 %). En cuanto a la pieza media, se observaron tres patrones durante
la fusion. En la mayoria de los casos (69,7 + 11,5 %), la pieza media disminuy6
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Figura 39. Durante la fusién de las gametas, la contraccion de la pieza media se produce luego de
una disminucidn de la [Ca?*]i. A) Serie de tiempo representativa de experimentos de ensayo de fusion
de espermatozoides y ovocitos utilizando espermatozoides de Hibridos F1 cargados con Fluo4 1 uM. Los
ovocitos se tifieron con Hoechst 33342 1 ug/ml y FM4-64 10 uM. Las imagenes DIC, Hoechst 33342,
Fluo4 y FM4-64 se muestran a lo largo del tiempo. Debajo de cada frame en las imagenes de Hoechst
33342 (mostrado en cian), Fluo4 (mostrado en verde) y FM4-64 (mostrado en rojo) hay un cédigo de color
que indica la intensidad normalizada de la sefial de fluorescencia (utilizando la férmula [F-Fo]/Fo, siendo
Fo el valor de intensidad de fluorescencia del frame inicial); barra de escala a la derecha del panel. B-F)
Cuantificacion de: B) espermatozoides que presentan contraccion de la pieza media (visualizado por el
aumento de la fluorescencia de FM4-64), C) el pliegue de la pieza media, D) el despliegue de la pieza
media, E) la dinamica del Ca?* en la cabeza y F) diferentes patrones de Ca?* en la pieza media durante
la fusion. Los datos se presentan como la media + SEM del porcentaje de espermatozoides contados
para cada experimento. Se muestran imagenes representativas de al menos 3 experimentos
independientes. Se cuantificaron en total 74 ovocitos y 136 espermatozoides.

112



Resultados

la [Ca?*]i. El 10,3 + 10,3 % de los espermatozoides presentd un aumento
transitorio de la [Ca?*]i, mientras que el otro 20,0 + 9,4 % no mostré ningun
cambio.

En su conjunto, estos resultados indican que una disminucién en la [Ca?*]i de la
pieza media luego de la fusion, precedié a la contraccién de la misma. Este
fendémeno promueve el cese de la movilidad del espermatozoide necesario para

completar correctamente la fusion entre ambas gametas.
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Discusion
En esta tesis describimos por primera vez un cambio estructural fundamental
que ocurre en el flagelo del espermatozoide en el momento de la fusién con el
ovocito. Mediante el uso de diferentes técnicas de microscopia de super-
resoluciéon e imagenes de célula Unica, se pudieron describir los eventos
celulares y moleculares que ocurren en los espermatozoides que pierden el
acrosoma, y por ende son los capaces de fecundar al ovocito (Hino et al., 2016;
la Spina et al., 2016). En este preciso momento del proceso de fecundacion, los
espermatozoides necesitan dejar de moverse para completar la fusion entre las
dos gametas (Gaddum-Rosse et al., 1982; Gaddum-Rosse et al., 1984; Ravaux
et al., 2016). Demostramos que el cese del movimiento es causado por dos
eventos concomitantes que tienen lugar en la pieza media flagelar: un cambio en
la estructura helicoidal de la actina-F y una disminucién en el diametro de la pieza
media. Hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se describe una
modificacion estructural del flagelo espermatico luego de la EA, ante una

necesidad celular especifica relacionada con la fusion de las gametas.

Los primeros resultados de esta tesis indican que, utilizando células en
experimentos in vitro, la mayoria de los espermatozoides que llevan a cabo la
EA aumentan la fluorescencia de FM4-64 y pierden su movilidad. Este aumento
de fluorescencia de FM4-64 en la pieza media ya resultd visible tanto en el
trabajo de Sanchez-Cardenas como de Romarowski (Figura 13) (Romarowski et
al., 2016b; Sanchez-Cardenas et al., 2014a). Dichos trabajos fueron pioneros en
el estudio de la dinamica de FM4-64 en la cabeza del espermatozoide humano
y murino respectivamente utilizando live imaging de célula Unica durante la EA.
Ambos trabajos concluyeron que en ambas especies se puede utilizar FM4-64
como marcador de la EA ya que su fluorescencia aumenta, al igual que aumenta
el marcador FITC-PSA en el humano (Zoppino et al., 2012) y disminuye EGFP
(Inoue et al.,, 2011) en el modelo transgénico EGFP-DsRed2 de raton. Los
autores explican el aumento de fluorescencia de FM4-64 en la cabeza durante
la EA por una entrada de la sonda cuando se originan las fenestraciones entre
el acrosomay la MP. Esto permitiria que FM4-64 ingrese a la célula y tifia la cara
interna de la bicapa lipidica, aumentando asi su fluorescencia (Romarowski et
al., 2016b; Sanchez-Cardenas et al., 2014a). En nuestro caso, en la pieza media,

hasta el dia de hoy, no existen reportes de fenestraciones de la MP durante la
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EA. Esto indicaria que, si la entrada de FM4-64 al interior celular es el motivo del
aumento de fluorescencia, deberia ocurrir por otro mecanismo. Una opcion es la
propuesta por Li y colaboradores usando como modelo un cultivo celular de
astrocitos (Li et al., 2009). En este trabajo, los autores indican que al ser FM4-64
una sonda cargada positivamente, no puede difundir a través de la MP hacia el
interior celular. Sin embargo, en este tipo celular, observan que FM4-64 (y FM1-
43) ingresa a la célula a través de canales de Ca?*. En el contexto de la EA,
donde se encuentra reportado que existe un aumento de Ca?* tanto en la cabeza
como en el flagelo, esta explicacion resulta factible. Aquellos canales de Ca?*
que se abren en respuesta a los inductores de la EA podrian, de igual forma,
facilitar la entrada de FM4-64. Por otro lado, sabiendo que la pieza media se
contrae, una alternativa mas simple para explicar el aumento en la intensidad de
fluorescencia de FM4-64 en la pieza media, es la existencia de mas fluoréforos
por unidad de superficie. Esta posibilidad podria explicar los resultados
observados con Memglow-700 y Bodipy-GM1, marcadores de membrana que
poseen diferente estructura quimica y hasta donde sabemos, no existen reportes
en la literatura de que puedan ingresar a través de canales de Ca?* como las
sondas FM. Ambas opciones también podrian aplicarse a los resultados
preliminares de la pieza principal, donde se observé un aumento de fluorescencia

de FM1-43 coincidente con la contraccion de dicho segmento del flagelo.

Interesantemente, observamos que a medida que ocurre la contraccion de la
pieza media, en la mayoria de las células aparecen gotas citoplasmaticas. Las
gotas citoplasméaticas han sido histéricamente relacionadas a fallas en la
espermatogénesis, proceso mediante el cual la mayoria del citoplasma es
removido o sino a fallas en la maduracion epididimaria (Cooper, 2005). Sin
embargo, en los ultimos afios, se le ha asociado con la regulacién del volumen
celular y el control de la movilidad (Fetic et al., 2006; Xu et al., 2013). En nuestro
caso, el hecho de que la célula se contraiga en la pieza media y aparezcan gotas
citoplasmaticas indicaria que la célula esta regulando su volumen celular total.
De todas formas, como se mencion0 anteriormente, son necesarios
experimentos adicionales para corroborar esta hipotesis. En particular, existe
una sonda llamada calceina que aumenta o disminuye la fluorescencia cuando

las células se contraen o hinchan, respectivamente (Davidson y Higgins, 2013).
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Seria interesante llevar a cabo experimentos de célula Unica para ver
simultdneamente como es la dinamica de la contraccion del flagelo con FM4-64

y el volumen celular con calceina para esclarecer de este modo el mecanismo

de regulacion del volumen celular.

Esta ampliamente aceptado que el Ca?* es importante para la EA, y que un
aumento transitorio especifico de la [Ca?']i originado en la cabeza puede
desencadenarla (Romarowski et al., 2016b). Observaciones previas mostraron
gue la cabeza y la cola del espermatozoide no son compartimentos separados,
pues iones y otras moléculas pueden difundir entre ellos (Buffone et al., 2012; de
La Vega-Beltran et al.,, 2012). En nuestros experimentos de célula Unica,
observamos que el aumento de la fluorescencia de FM4-64 en la pieza media
ocurre luego del aumento de la [Ca?*]i en esa region, lo que sugiere que ambos

eventos pueden estar asociados.

Aligual que otras estructuras bioldgicas cilindricas, el flagelo del espermatozoide
depende del citoesqueleto para su organizacidon estructural y sus propiedades
mecénicas especializadas. Ademas del cambio en el didmetro de la pieza media,
también se produjo un reordenamiento significativo del citoesqueleto de actina-
F. En la pieza media, la actina polimerizada se organiza en una doble hélice que
acompafa a las mitocondrias (Gervasi et al., 2018). El citoesqueleto de actina
en numerosos sistemas bioldgicos posee funciones estructurales importantes, y
los cambios dindmicos de la actina-F permiten que las células realicen funciones
importantes tales como la exocitosis. Sin embargo, poco se sabe sobre los
cambios estructurales que puede llevar a cabo el citoesqueleto de actina dentro
de las cilias y flagelos. Nuestras observaciones demuestran que la doble hélice
de actina-F presenté un claro cambio en el paso helicoidal, asi como en la
distancia radial relacionada con el axonema (posicion de la actina-F con respecto

al centro geométrico del flagelo) en respuesta a la EA.

De esta manera, un posible mecanismo para conectar los eventos observados,
como ser el incremento de Ca?*, los cambios en la actina-F y la contraccion, es
que el aumento de la [Ca?*]i en la cabeza inducido por la EA difunda al flagelo, y

active proteinas remodeladoras de actina dependientes de Ca?* tales como
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Gelsolin, Scinderin o Cofilin (Breitbart et al., 2005; Finkelstein et al., 2010b;
Megnagi et al., 2015; Pelletier et al., 1999). La activacién de estas proteinas
podria ser la causa de la remodelacion de la doble hélice de actina-F que
observamos por STORM y provocar asi que la pieza media se contraiga.
Sumado a esto, nuestros experimentos de célula Unica utilizando microscopia de
super-resolucién también revelaron que la red de actina-F se acercdé mas a la
MP durante la contraccion de la pieza media. Esta bien establecido que varias
proteinas pueden funcionar como conectores entre la MP vy el citoesqueleto de
actina (Koster y Mayor, 2016), como por ejemplo las llamadas ankyrin, Ezrin,
filamin Ay EBP50 (Bretscher et al., 2003; Fehon et al., 2010; Reczek et al., 1997;
Stossel et al., 2001). Sin embargo, al igual que las proteinas remodeladoras
dependiente de Ca?*, queda por estudiar su papel en este proceso especifico.
Independientemente de como estén conectadas estas estructuras, es evidente
que ambas ocurren en asociacion, pero nuestros datos experimentales no
pueden dilucidar si la MP esta causando este efecto en la red de actina-F o si

ocurre al revés.

Un resultado llamativo es la ocurrencia de los focos de contraccion y el hecho de
que los grupos experimentales con EA espontdnea y EA inducida por
progesterona muestren preferencia por iniciar el foco en la parte proximal de la
pieza media, cercana a la cabeza del espermatozoide. Se podria decir que
ambos grupos representan la condicion mas fisioldgica ya que la induccion con
ionomicina es farmacoldgica. La identidad del receptor murino implicado en la
EA inducida por progesterona hasta el dia de hoy es desconocida. Pero, sin lugar
a duda, el efecto de la progesterona en espermatozoides no parece implicar la
regulacion clasica que involucra receptores nucleares. Algunos receptores de
progesterona no gendmicos se han encontrado en la MP de los
espermatozoides, incluyendo al canal CatSper (Lishko et al., 2011; Miller et al.,
2016; Strunker et al., 2011). Fue reportado que la progesterona interactia y
activa dichos canales en la pieza principal del flagelo de espermatozoides
humanos (no asi murinos), y de esta manera, modula los niveles de Ca?* (Lishko
et al., 2011; Miller et al., 2016; Strunker et al., 2011). Sin embargo, los autores
limitaron su interpretacion a la accién de progesterona sobre CatSper y por ende

el Ca?* en el flagelo y no lo relacionaron directamente a la EA. En el caso de los
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humanos, otra posibilidad es que la progesterona induzca la EA a través de su
interaccion con los receptores de progesterona ubicados en la MP de la cabeza
y pieza media del espermatozoide, como ser los mPRa (Buffone et al., 2014;
Thomas, 2008). Dichos receptores pertenecen a la familia de receptores de
progesterona no genodmicos y su activacion desencadena respuestas rapidas
como la activacion de proteinas Gs (estimulatorias). De esta forma, si bien se
desconoce la identidad del receptor de progesterona en raton, una posibilidad es
que este se encuentre en la cabeza del espermatozoide como sucede en
humanos. Una vez activado, podria desencadenar la EA la cual se inicia con un
influjo de Ca?" en la cabeza y esto podria explicar por qué los focos de
contraccion se dan mas frecuentemente en las regiones de la pieza media
cercanas a la cabeza. Por otro lado, el hecho de que el grupo inducido por
ionomicina no presente preferencias por iniciar el foco en la parte proximal,
central o distal habla también de la naturaleza de la induccion. Al ser la
ionomicina un ionéforo, esta molécula es liposoluble y facilita el transporte de
Ca?* en cualquier parte de la membrana. Por este motivo, inicialmente, al
ingresar Ca?* por cualquier region de la pieza media, el foco podria ocurrir

aleatoriamente en cualquier seccion de esta parte del flagelo.

La entrada de Ca?' al flagelo de los espermatozoides de mamiferos esta
controlada principalmente por el canal CatSper (Kirichok et al., 2006). El ingreso
de dicho ion es fundamental para el desarrollo de la movilidad que permite el
transito de las células a través del tracto reproductor femenino y su capacidad
de atravesar las distintas capas que rodean al ovocito. Recientemente, se
demostré que CatSper se localiza en cuatro dominios longitudinales en la pieza
principal flagelar (Chung et al., 2014). Estas estructuras Unicas se encuentran a
su vez asociadas a otras proteinas de sefalizacion dependientes de Ca?*
formando complejos de transduccién de sefiales que median los efectos de la
[Ca?*]i sobre la movilidad de los espermatozoides (Chung et al., 2014). Sin
embargo, alin se desconoce el mecanismo por el cual la [Ca?*]i regula cada una

de estas proteinas y el axonema.

Un reporte reciente sostiene que se requiere un aumento inicial en la [Ca?*]i para

inducir cambios en el batido flagelar necesarios para la hiperactivacion
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(Sanchez-Cardenas et al., 2018). Sin embargo, cuando la [Ca?']i aumenta mas
all4d de un umbral determinado, cesa la movilidad flagelar. Estas conclusiones se
basan en experimentos de célula Unica tratando a espermatozoides murinos con
diferentes concentraciones del ionéforo de Ca?*, A23187. Los autores reportaron
que la pérdida completa de la movilidad fue observada cuando utilizan
concentraciones de ionoforo superiores a 1 uM. En cambio, los espermatozoides
incubados con A23187 0,5 pM permanecieron moviles durante todo el
experimento. Una vez que se retira el ionéforo de Ca?*, el espermatozoide
reduciria la concentracion de este ion a niveles compatibles con la movilidad y la
hiperactivacion (Navarrete et al., 2016). No obstante, algunas de las células
lavadas no recuperaron la movilidad en la ventana de tiempo registrada
(Sanchez-Cardenas et al., 2018). Estos resultados indicarian que debido al
aumento de la [Ca?*]i inducido por el ionéforo ocurrieron cambios irreversibles en
el flagelo espermético que impidieron recuperar la movilidad, incluso no estando
el iondforo presente en el medio de registro. Teniendo en cuenta los resultados
de esta tesis, una posibilidad para explicar este cambio irreversible seria la
contraccion de la pieza media. Nuestros resultados demuestran que el aumento
de la [Ca?']i observado en la pieza media (ya sea por induccién con
progesterona, ionomicina 0 que ocurre espontaneamente) provoca la
contraccion de esta seccion del flagelo y su posterior inmovilizacién. Como se
menciono anteriormente, si bien quedan pendientes experimentos para dilucidar
la causa del cese de movilidad, postulamos que posiblemente la contraccién de
la pieza media ocurre por una remodelacion de la doble hélice de actina-F como
consecuencia de la activacibn de proteinas remodeladoras de actina
dependientes de Ca?*. De esta manera, el axonema (estructura que le confiere
movimiento) del flagelo ahora contraido, no tendria la misma libertad de
movimiento para poder batir y, por ende, se produciria un cese de la movilidad.

De millones de espermatozoides depositados en la vagina o Utero (segun la
especie) solo unos cientos logran ingresar al oviducto (Yanagimachi, 1994a). De
esta manera, el tracto femenino modula la seleccion, supervivencia y
capacitacion de los espermatozoides que migran hasta el sitio de fecundacién
(Mahé et al., 2021). Se postula que la liberacién secuencial de espermatozoides

permitiria que solo una pequefia cantidad llegue hasta el sitio de fecundacion en
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un momento determinado, reduciendo de esta manera la posibilidad de
polispermia (Hunter, 1973; Hunter y Léglise, 1971). En este sentido, los
resultados que relacionan la contraccion de la pieza media con el cese de la
movilidad podrian sugerir un mecanismo adicional de seleccion de
espermatozoides en el tracto reproductor femenino. Una posibilidad es que solo
los espermatozoides que experimentan la EA en el oviducto pero no la
contraccion de la pieza media son los capaces de migrar a la ampulla y penetrar
las células del cumulus y la ZP. En cambio, los espermatozoides que
experimentan esta contraccion del flagelo tempranamente en el tracto quedan
inmovilizados y dejan de ser aptos para continuar su viaje. La ocurrencia
anticipada de la contraccion flagelar podria ser un mecanismo fisiolégico de
seleccién de las gametas durante su transito hacia la ampulla. Seria interesante
observar dentro del tracto reproductor femenino cual es el estado de la pieza
media de los espermatozoides que van quedando en el camino. Una forma de
lograrlo es la observacion del tracto en experimentos ex vivo como fue reportado
por nuestro y otros grupos de investigacion (Hino et al., 2016; la Spina et al.,
2016). Si bien se intentd llevar a cabo este experimento reiteradas veces, la
presencia de FM4-64 tifio significativamente la MP de las células de la pared
oviductal y el colorante no logré ingresar a los espermatozoides, lo que hizo
imposible visualizar la dindmica de la MP espermatica durante su transito por el
tracto. Dada la posible importancia de este mecanismo en el proceso de
seleccion de las gametas, quedan pendientes futuros experimentos para poder
visualizar el estado de la pieza media dentro del tracto reproductor femenino.

Durante la fusion espermatozoide-ovocito, varios autores han reportado en
diferentes especies que los espermatozoides dejan de moverse (Gaddum-Rosse
et al., 1982; Gaddum-Rosse et al., 1984; Ravaux et al., 2016). Sin embargo, el
mecanismo detras de este comportamiento aln no esté establecido. En nuestros
experimentos de fusién notamos un fendmeno especifico que ocurre en la pieza
media de los espermatozoides: el diametro se reduce y se pliega sobre si misma
en la mayoria de los casos registrados. Esta reduccion del diametro de la pieza
media que detiene por completo la movilidad de los espermatozoides

aparentemente es necesaria para que se complete el proceso de fusion.
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Teniendo en cuenta nuestros resultados, una posible explicacién es que la fusién
promueve cambios en el transporte de iones en los espermatozoides, lo que
altera significativamente el movimiento y la arquitectura flagelar. En este sentido,

previamente se demostré que ciertos iones como el Ca?* pueden difundir desde

el ovocito al espermatozoide (Jones et al., 1998; Lawrence et al., 1997).

Durante los experimentos de fusion se estudio a los espermatozoides unidos a
la MP del ovocito para evaluar si el aumento de la [Ca?*]i también se produce en
el momento de la fusion. Sorprendentemente, notamos que la mayoria de los
espermatozoides unidos que efectivamente se fusionaron con el ovocito
mostraban altos niveles de la [Ca?*]i tanto en la cabeza como en el flagelo. La
contraccion de la pieza media y la inmovilizacion ocurrieron cuando los niveles
de la [Ca?*]i bajaron en la pieza media, lo que sugiere una posible conexion entre
ambos eventos. Sin embargo, una clara limitacion técnica en nuestro enfoque
experimental es que las sondas que monitorean la dinamica de iones pueden
intercambiarse entre ambas gametas. Si la concentracion de una sonda dada no
permanece estable, es imposible determinar el cambio exacto que ocurre
durante la fusion. Futuros experimentos pueden aprovechar modelos
transgénicos que incorporen un sensor particular para estudiar este proceso in
vivo, como el utilizado por Cohen y colaboradores (Cohen et al., 2022). En dicho
trabajo se generd un ratén transgénico que expresa un sensor de Ca?* dirigido
al acrosoma (AcroSensE) con el fin de investigar la dinamica espacio-temporal
del Ca?* durante la EA en espermatozoides vivos. AcroSensE combina un
indicador de Ca?* codificado genéticamente (GCaMP) fusionado con un
indicador mCherry para resolver el aumento de Ca?* acrosomal y eventos de
fusibn de membrana, respectivamente. Como es un componente de la matriz, la
pérdida de fluorescencia de mCherry (fotoestable e insensible al pH) reflejaria la
fusidén de las membranas en el estudio en tiempo real de la EA. Al no ser una
sonda, este modelo ayudaria en gran medida en la interpretacion de nuestros

resultados.

Independientemente de la naturaleza precisa del intercambio idnico entre las
gametas, una posible explicacion es que tan pronto como el espermatozoide se

une a la MP del ovocito, se produce un rapido aumento de la [Ca?*] en toda la
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célula. Por otro lado, también podria ocurrir un transporte masivo de Ca?* del
ovocito al espermatozoide. En experimentos in vitro usando espermatozoides de
erizo de mar, se reportd un pliegue del flagelo luego de un aumento de la [Ca?*]i
(Darszon et al., 2004; Guerrero et al., 2010). Esto podria explicar nuestra
observacion del pliegue de la pieza media una vez iniciada la fusion. Estas
hipotesis, sin embargo, se ven obstaculizadas por las limitaciones técnicas
mencionadas anteriormente. Como el ovocito no se tifie con Fluo4, no podemos
descartar que la disminucién aparente de la [Ca?']i observada en estos

experimentos se deba a la difusién de la sonda en el ovocito.

Si bien no fueron mostrados los resultados en la presente tesis, durante la puesta
a punto de este experimento, también se probd tefir a los ovocitos con Fluo4 y
observar el pasaje de dicha sonda al espermatozoide sin tefiir. EI mayor
problema de este abordaje fue que el volumen del ovocito es significativamente
mayor que el del flagelo espermético y por ende la sefial de Fluo4 es mas
intensa. Esto sumado a las oscilaciones de Ca?* que la gameta femenina
presenta como consecuencia de la fusion, la observacion del flagelo y la

dindmica de Ca?* es muy dificil de lograr.

De cualquier manera, esta claro que el transporte de este ion dentro o fuera del
espermatozoide es clave para detener la movilidad durante la fusion, paso
fundamental de la fecundacién. Estos resultados demostrarian a su vez que solo
los espermatozoides con la [Ca?*]i elevada son capaces de unirse a los ovocitos.
Independientemente del mecanismo, se observa un claro cambio en la dinamica
de la [Ca?*]i en el momento de la contraccién de la pieza media. Estudios futuros
ayudaran a dilucidar si ciertas proteinas dependientes de Ca?* que pueden
modificar el citoesqueleto de actina son las responsables de este cambio en el

flagelo espermatico.

En conclusion, los resultados de esta tesis demuestran que la pieza media del
flagelo murino atraviesa cambios estructurales y dinamicos durante la fusion con
el ovocito que pueden ser esenciales para que el flagelo detenga su movilidad y

se fusione correctamente con la gameta femenina.
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