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RESUMEN

Estudio de las proteinas CRISP como reguladores de la fertilidad

y el sistema inmune

Las proteinas de la familia CRISP1-4 (Cysteine-RichSecretoryProteins) se expresan tanto en
el tracto reproductor de mamiferos donde actian como mediadores del proceso de
fertilizacion, como en 6rganos de importancia inmunoldgica. En base a ello, el objetivo
general de esta Tesis Doctoral ha sido investigar la relevancia de las CRISP como reguladores
tanto de la fertilidad como del sistema inmune a través del empleo de animales simples y

multiples knockout (KO) para las CRISP.

Teniendo en cuenta resultados previos de nuestro laboratorio indicando que la proteina
CRISP1 exhibe la capacidad de inhibir a CatSper, el principal canal de calcio del
espermatozoide esencial para la fertilidad masculina, como primer objetivo nos planteamos
continuar investigando la actividad de CRISP1 como regulador de CatSper y explorar su
posible empleo para el desarrollo de un método anticonceptivo masculino. Los resultados
revelaron que la exposicion de espermatozoides a HC-056456 (HC), un compuesto que inhibe
la actividad de CatSper tal como CRISP1, fue capaz de inhibir la capacidad fertilizante de los
espermatozoides tanto in vitro como in vivo, apoyando la posibilidad de desarrollar un

método anticonceptivo masculino basado en la actividad inhibitoria de CRISP1 sobre CatSper.

La normal fertilidad de los machos simples KO para las proteinas CRISP1, CRISP2 y CRISP4
generados en nuestro laboratorio, junto a la observada subfertilidad de los machos carentes
de dos proteinas CRISP (CRISP1 y CRISP4) simultdaneamente, apoyan la existencia de
mecanismos de compensacion entre los diferentes miembros de la familia CRISP. En base a
ello, y considerando la no disponibilidad del ratén simple KO para la proteina CRISP3, el
segundo objetivo de esta Tesis consistié en el desarrollo y caracterizacién tanto del animal
simple KO para CRISP3 como de animales multiples KO para diferentes CRISP a través del
empleo de la técnica CRISPR/Cas9. Los resultados revelaron que la presencia de la mutacién
en el gen Crisp3 afectd la expresidn de CRISP1, llevando a la generacién de un animal doble
KO (DKO) para CRISP1 y CRISP3. La caracterizacidon de estos animales a nivel reproductivo
mostrdé una bajada significativa de la fertilidad tanto en los machos como en las hembras,
representando ésta la primera evidencia de la relevancia de las CRISP para la fertilidad

femenina. Mas aun, observamos que la subfertilidad de esta colonia se deberia,
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principalmente, a defectos en el desarrollo temprano de los embriones, revelando por
primera vez el rol de las CRISP en eventos posteriores a la fertilizacion. Los animales carentes
de mas de dos proteinas CRISP simultdneamente se generaron empleando una construccién
capaz de interferir con los genes Crispl y Crisp3 en animales fértiles DKO CRISP2/CRISP4
disponibles en el laboratorio. El estudio de la fertilidad de los animales triples (TKO) y
cuadruples (CKO) KO generados revelé que los machos eran practicamente infértiles a juzgar
por un promedio de crias por camada inferior a 1. El andlisis de los mecanismos subyacentes
a este fenotipo reveld defectos en la migracidn por el tracto femenino y capacidad fertilizante
de los espermatozoides como asi también en el desarrollo embrionario temprano, indicando
gue la severa bajada de la fertilidad seria la resultante de una combinacion de defectos a

diferentes niveles.

Finalmente, en base a observaciones previas de nuestro grupo indicando la presencia de
CRISP1 y CRISP3 en células dendriticas (CD), investigamos el posible rol inmunoregulador de
las CRISP utilizando animales simples y DKO para estas proteinas. Los resultados mostraron
gue la ausencia de CRISP1 y CRISP3 modifico la expresion de citoquinas de las CD y produjo
un aumento en el porcentaje de Linfocitos T regulatorios en un co-cultivo de ambas células,
favoreciendo una respuesta inmune de perfil tolerogénico. Consistente con ello, la inyeccion
de células tumorales MA-10 en los animales simple KO y DKO condujo a un mayor
crecimiento tumoral in vivo comparado con los controles, apoyando el rol de las CRISP en Ia

regulacién del sistema inmune.

En conjunto, consideramos que estos resultados contribuiran a una mayor comprension
de los mecanismos involucrados en la regulacion de la fertilidad y del sistema inmune,
abriendo la posibilidad de que las CRISP sean empleadas en el futuro como agentes

diagndsticos y/o targets terapéuticos.

Palabras clave: Fertilidad, fertilizacion, espermatozoide, CRISP, knockout, células
dendriticas.



ABSTRACT

Study of CRISP proteins as regulators of fertility and the immune system

The Cysteine-Rich Secretory Proteins (CRISP1-4) are mainly expressed in the mammalian
male reproductive tract where they act as mediators of the fertilization process as well as in
organs of immunological importance. Based on this, the main aim of this Thesis has been to
study the relevance of CRISP as possible regulators of fertility and the immune system
through the use of simple and multiple knockout (KO) animals for these proteins. Based on
previous results from our laboratory indicating that mouse CRISP1 protein exhibits the ability
to inhibit CatSper, the main sperm calcium channel essential for male fertility, the first aim
was to continue studying the role of CRISP1 as a CatSper regulator and to explore the
possibility of its use for male contraceptive development. Results revealed that exposure of
sperm to HC-056456 (HC), a drug that inhibits CatSper activity as CRISP1, was capable of
inhibiting the sperm fertilizing ability in vitro as well as in vivo, supporting the possibility of
developing a male contraceptive method based on the inhibitory activity of CRISP1 on

CatSper channel.

The normal fertility of single KO males for CRISP1, CRISP2 and CRISP4 generated by our
group together with the subfertility observed in males lacking two CRISP proteins (CRISP1 and
CRISP4) simultaneously, supports the existence of compensatory mechanisms among
different CRISP family members. Based on this, and considering the unavailability of the
single KO animal for CRISP3, the second objective of this work has been the generation and
characterization of the single KO for CRISP3 as well as of multiple KO for different CRISP using
the CRISPR/Cas9 technique. Results revealed that the mutation in Crisp3 affected the
expression of CRISP1, leading to the generation of a double KO animal (DKO) for CRISP1 and
CRISP3. The reproductive characterization of these DKO mice showed a significant decrease
in fertility of both males and females, representing the first evidence of the relevance of
CRISP proteins for female fertility. Moreover, we observed that the subfertility of this colony
could be mainly due to defects in early embryo development, revealing for the first time the
role of CRISP proteins in post-fertilization events. The animals lacking more than two CRISP
simultaneously were generated through the introduction of a construct capable of interfering
with Crisp1 and Crisp3 genes in fertile DKO CRISP2/CRISP4 animals already available in our

laboratory. Evaluation of fertility of the generated triple (TKO) and quadruple (QKO) KO mice
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revealed that the males were almost infertile as judged by an average litter size of less than
one. Analysis of the mechanisms underlying this phenotype revealed severe defects in sperm
migration through the female tract and sperm fertilizing ability as well as on early embryonic
development, indicating that the severe decrease in male fertility would be the result of a

combination of defects at different levels.

Finally, based on previous observations of our group indicating the presence of CRISP1 and
CRISP3 in dendritic cells (CD), we investigated the possible immunoregulatory role of CRISP
using both single KO and DKO mice for these proteins. Results revealed that the absence of
CRISP1 and CRISP3 modified the cytokine expression profile of the CD and produced an
increase in the percentage of regulatory T lymphocytes in a co-culture of both cells, favoring
a tolerogenic type immune response. Consistent with this, injection of MA-10 tumor cells in
KO and DKO animals led to a greater in vivo tumor growth compared to controls, supporting

the role of CRISP as regulators of the immune system.

Altogether, we believe these results will contribute to a better understanding of the
mechanisms involved in the regulation of fertility and the immune system, opening the

possibility of using CRISP in the future as diagnostic agents and / or therapeutic targets.

Key words: Fertility, fertilization, sperm, CRISP, knockout, dendritic cells.
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INTRODUCCION

El proceso de fertilizacién involucra la unién de dos gametas haploides el espermatozoide
(masculina) y el ovocito (femenina), para dar origen a un individuo diploide cuya
composicion genética es diferente a la de los padres. Este proceso es el resultado de una
secuencia ordenada y precisa de eventos e interacciones celulares que aun no es del todo
conocida. En este sentido, el estudio de los mecanismos subyacentes a la fertilizacion resulta
de sumo interés ya que no solo contribuye a una mejor comprension de la biologia
reproductiva sino también al desarrollo de nuevos métodos tanto de diagndstico y

tratamiento de la infertilidad como de regulacion de la fertilidad (Florman and Fissore 2014).

EL TRACTO REPRODUCTOR FEMENINO

El tracto reproductor femenino estd compuesto por los ovarios, los oviductos o trompas

de Falopio en el humano, el Utero, el cérvix y la vagina. (Figura 1).

Oviducto o
trompa de Falopio Utero

Endometrio

Figura 1 El tracto reproductor femenino.

Los ovarios son estructuras anatdomicas pares adosadas a la pared posterior de la cavidad
pélvica, compuestos por una zona periférica o corteza donde se encuentran las estructuras
gue contienen a los ovocitos, y una zona central o médula, formada basicamente por tejido
conjuntivo y vasos sanguineos (Austin and Short 1972). Los ovarios estdn en estrecho
contacto con el Utero a través de los oviductos (o trompas de Falopio). La regidén del

oviducto proximal al ovario, denominada ampulla, es el sitio donde se produce Ia

10
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fertilizacion, en tanto la regién media, el isthmus, actia como reservorio de
espermatozoides previo a la fertilizacién (Hunter 1995; Suarez and Pacey 2006). Por ultimo,
la porcién distal del oviducto involucra la conexién entre el Utero y oviducto y recibe el
nombre de unién utero-tubarica (UTJ). La estructura de la UTJ varia entre los mamiferos
pero en la mayoria de los casos la misma suele ser muy estrecha, siendo uno de los
obstaculos a los cuales se enfrentan los espermatozoides durante el transporte dentro del

tracto reproductor femenino. (Fujihara, Miyata, and lkawa 2018; Suarez 2014)

El Utero se extiende desde el oviducto y recorre la cavidad abdominal dorsal,
conectdndose a la vagina por el cérvix. A diferencia de los ovarios y oviductos que son
estructuras pares, el Utero es una estructura Unica en primates, y bicorne en la mayoria de
los mamiferos. En el caso murino, si bien los cuernos uterinos parecen estar unidos, se
mantienen separados por un septo medio y cada uno de ellos desemboca, por su respectivo
conducto cervical, en el extremo superior de la vagina. Histolégicamente, las paredes del
Utero estdn compuestas por tres capas de tejido diferentes: la externa o serosa, la media
muscular o miometrio y la mucosa interna o endometrio (Ham et al. 1970). Si bien su funcion
principal es alojar y favorecer el desarrollo del embrién, se ha demostrado que, ademas, las
suaves contracciones musculares de este érgano, causadas por la estimulacion nerviosa del
apareamiento, permiten que los espermatozoides sean impulsados hacia adelante,
permitiendo alcanzar los segmentos superiores del oviducto dentro de los primeros minutos

siguientes al apareamiento.

LA GAMETA FEMENINA

Los ovocitos se originan a partir de un escaso niumero de células pluripotenciales de
origen extragonadal, las cuales son re-localizadas a la génada primitiva durante los primeros
estadios de la embriogénesis (Austin and Short 1972; Freeman 2003). Una vez diferenciado
el ovario, las células germinales primordiales comienzan a desarrollarse para, finalmente, en
la vida adulta, originar los ovocitos (Wassarman 1988a). La ovogénesis, representada en la
Figura 2, comienza con la divisién de las células germinales por mitosis, las cuales pasan a
denominarse ovogonias. Posteriormente, durante el desarrollo embrionario, estas células
comienzan a sintetizar ADN en preparacion para la meiosis, perdiendo su pluripotencialidad

11
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y denominandose ovocitos primarios. Al nacimiento, las hembras poseen un ndmero finito
de ovocitos, los cuales permanecen arrestados en Profase | de la meiosis hasta la pubertad,
momento en el cual se produce el crecimiento de los ovocitos en forma coordinada con
células de origen somatico, en estructuras celulares llamadas foliculos. Durante el periodo
periovulatorio, un ovocito reanuda la meiosis estimulada por la accién de hormonas,
experimentando la primera divisidon reductiva. Esta division desigual del citoplasma de la
gameta femenina provoca que, mientras una de las células hijas, el ovocito, recibe la mayor
parte del citoplasma y es capaz de originar un embrién, la otra, el corpusculo polar, recibe
una cantidad minima, y esta destinada a la apoptosis. En cada ciclo menstrual o estral, un
cierto niumero de ovocitos, dependiente de la especie, es capaz de alcanzar el estadio en que
son ovulados. En el momento de la ovulacién, el ovocito secundario, que se encuentra en
foliculos maduros, preovulatorios o de Graaf, junto con el primer cuerpo polar y algunas
células de soporte, es expulsado del ovario hacia el oviducto donde es retenido. En la
mayoria de los mamiferos, los ovocitos son ovulados en el estadio de Metafase II, con el
primer corpusculo polar emitido. Finalmente, la meiosis continta solamente después de la
entrada del espermatozoide al ovocito, resultando en la extrusion del segundo corpusculo
polar. Si por el contrario no ocurre la fertilizacion, el ovocito secundario se degenera sin
haber completado la meiosis. De esta manera, la meiosis femenina se inicia en la etapa fetal,
se prolonga hasta la edad madura de la hembra vy, sélo se completa durante el proceso de

fertilizacion.

12



INTRODUCCION

A ovogonia /zoy\ B
) @ ovocito
[ primario cuerpo
luteo

/

@ovocito N o :\ 2~

'
\ primario

|
Ny w
\ \ ~
// \\ \ . \. \\-‘-
/ 1
/ \ - ’
@ @\ ovocito o B
1¥ cuerpo \—/secundario \ ’\ /% 3
polar / \\ /
/ \

/ ovocito
foliculo :
secundario

/ ‘ N d
@ @) e foliculo

29 cuerpo - roto
polar ovocito (n)

Figura 2 La ovogénesis y la ovulaciéon. A. Diagrama resumiendo las etapas de la meiosis
femenina. B. Esquema de un corte transversal de un ovario resaltando diferentes estadios
foliculares presentes durante la ovogénesis y ovulacion.

El ovocito ovulado en los mamiferos euterianos es una célula esférica, de didmetro
variable segun la especie (70-120 um), rodeada de una matriz extracelular denominada
zona pellcida (ZP) y varias capas de células de la granulosa que reciben el nombre de
cumulus oophorus. Al conjunto del ovocito, la ZP, las células del cumulus y la matriz
extracelular se la denomina complejo cimulos-ovocito (COC) (Figura 3). Entre la ZP y la
membrana plasmatica del ovocito, se encuentra el espacio perivitelino conformado por una
matriz extracelular sintetizada principalmente por el ovocito pero con el agregado de fluido

y moléculas provenientes de las células que lo rodean (Talbot and Dandekar 2003).

Una caracteristica particular de la membrana plasmatica del ovocito, también
denominada oolema, radica en la presencia de microvellosidades en toda su superficie, con
excepcion de un area que coincide con la regién que recubre al huso meiédtico, y a través de
la cual, raramente ocurre la fusién del espermatozoide (Matsudaira 1990; O’Rand, Welch,
and Fisher 1986; Shalgi and Phillips 1980). Al igual que en otras células, dentro del
citoplasma u ooplasma se encuentran las mitocondrias, el reticulo endoplasmatico y el
aparato de Golgi, organelas importantes para los diferentes procesos metabdlicos que debe

cumplir el ovocito. En la regidn cortical del ovocito maduro, por debajo del oolema se

13
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encuentran los granulos corticales, pequefias organelas esféricas rodeadas de membrana
(Ducibella 1996). La aparicidon de dichos granulos se encuentra asociada a la expansion del
aparato de Golgi durante el crecimiento del ovocito (Ducibella, Duffy, and Buetow 1994). Los
granulos corticales resultan importantes para el desarrollo de un embriéon viable ya que su
fusién con el oolema luego de la fertilizacion, evento conocido como reaccién cortical,

aseguraria la entrada de un Unico espermatozoide dentro del ovocito (Yanagimachi 1994).

Cumulus

& / oophurus
)
o
Q000 ;"{r’ &
%’0 Espacio
perivitelino

Corpusculo
Wq polar
° Zona
LN peltcida
Oolema

Figura 3 La gameta femenina. Esquema representando un complejo cimulus-ovocito y sus
componentes.

La ZP es una matriz glicoproteica cuyos componentes, sintetizados por el ovocito
(Wassarman 1988b), se depositan alrededor del mismo durante su crecimiento (Philpott,
Ringuette, and Dean 1987; Roller et al. 1989). A pesar de la presencia de la ZP, las células
foliculares continlian en contacto con el ovocito a través de uniones estrechas de tipo gap
entre extensiones de las células del cimulus y el oolema (Austin and Short 1972; Florman
and Fissore 2014), las cuales tendrian importancia en el mantenimiento de las funciones
nutricionales y regulatorias que ejercen las células foliculares sobre el ovocito. La ZP estd
compuesta, principalmente por entre dos y cuatro glicoproteinas mayoritarias segun la
especie (Lefievre et al. 2004; Wassarman 1988b). Gran parte de la informacién sobre la

naturaleza bioquimica, estructura, y funcion de la ZP provienen de los laboratorios de los

14
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Dres. Paul Wassarman y Jurrien Dean quienes han utilizado al ratén como modelo para la
mayoria de sus estudios (Hoodbhoy and Dean 2004; Wassarman 1988b; Wassarman and
Litscher 2001). En esta especie, la ZP estd compuesta por tres proteinas altamente

glicosiladas: ZP1, ZP2 y ZP3, siendo las dos ultimas las mas abundantes.

La relevancia de cada una de las proteinas de la ZP y sus funciones durante la fertilizacién
y el desarrollo fue demostrada mediante el estudio de ratones genéticamente modificados
carentes de ZP1, ZP2 o ZP3. Los ratones knockout (KO) para ZP3 presentan los defectos mas
drasticos ya que los ovocitos provenientes de estas hembras carecen de ZP y los animales
son completamente infértiles (Rankin et al. 1996). En el caso de las hembras KO para ZP1, las
mismas presentan una ZP compuesta por ZP2 y ZP3, mas fragil que la normal, que no afecta
la produccion ni la fertilizacién de los ovocitos pero produce una reduccion de la fertilidad
del 50%, atribuida al hatching prematuro de los embriones (Rankin et al. 1999). Segun estos
resultados, la ZP1 seria una proteina minoritaria de la matriz, con un rol estructural no
indispensable para el desarrollo del ovocito ni para la fertilizacion. Por Ultimo, el fenotipo de
los animales KO para ZP2 fue diferente al de los dos anteriores ya que los ovocitos forman
una ZP delgada (similar a la de los ratones deficientes para ZP1), que se pierde previo a la
ovulacion, resultando en la esterilidad de las hembras (Rankin et al. 2001). Funcionalmente,
la ZP cumple un rol critico ya que seria la encargada de brindar la especie-especificidad
durante la fertilizacion, impedir la polispermia, y proteger al ovocito y embrién de dafios
fisicos, especialmente durante el clivaje tal como evitar que se separen los blastémeros,

asegurando la individualidad.

Como se mencionara anteriormente, en la mayoria de los mamiferos, la ZP se encuentra
rodeada por el cumulus oophorus, conformado por un grupo de células de la granulosa
llamadas células del cimulus, embebidas en una matriz extracelular. En el foliculo ovarico,
las células del cimulus se encuentran asociadas entre si por uniones de tipo gap. Como
respuesta al pico de gonadotrofinas que precede a la ovulaciéon, dichas células depositan
abundante matriz extracelular y, en consecuencia, los COC aumentan en volumen de 20 a 40
veces respecto de su tamafio inicial. Por este motivo, se denomina a este proceso
“expansion del cumulus” (Zhuo and Kimata 2001). Originalmente, el acido hialurdnico era
considerado el componente principal de la matriz del cdmulus (Eppig 1979). Posteriormente,

se han descripto otros componentes de dicha matriz, particularmente glicosaminoglicanos y
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proteinas, sintetizados por las células de la granulosa, que también serian parte importante
de esta estructura (Zhuo and Kimata 2001). Ademds de las moléculas antes mencionadas,
existen factores extrafoliculares de origen plasmdatico importantes en la composicion vy
estabilizacién de la matriz del cimulus. Es sabido que los ovocitos euterianos son capaces de
ser fertilizados desprovistos de las células del cimulus tanto in vitro como in vivo (J Michael
Bedford 2004; Yanagimachi 1994), sugiriendo que el cumulus no seria esencial para la
interaccion de las gametas. No obstante, numerosos trabajos muestran el efecto beneficioso
del cumulus durante la fertilizacion (Chen, Russell, and Larsen 1993; Yanagimachi 1994). Se
ha propuesto que existirian factores solubles en el ciumulus que estimularian tanto la
motilidad de los espermatozoides como la ocurrencia de la reaccién acrosomal (RA) (Roblero
et al. 1990; Schroer et al. 2000). Ademas, se ha sugerido que el cimulus tendria otras
funciones tales como aumentar el tamano del pequefio ovocito de modo tal de ser mas
facilmente ubicado por los espermatozoides en el oviducto (Bedford and Kim 1993), guiar al
espermatozoide hacia el ovocito en un proceso denominado quimiotaxis (Ernesto et al.
2015; Kaupp, Kashikar, and Weyand 2008; Yoshida and Yoshida 2011), favorecer la
penetracion de la ZP (Yudin, Cherr, and Katz 1988), prolongar la vida fértil del ovocito
impidiendo el hardening de la ZP, seleccionar aquellos espermatozoides con mayor
capacidad fertilizante (Roblero et al. 1990; Van Soom et al. 2002) y favorecer el desarrollo
embrionario (Zhang et al. 1995). De esta manera, aunque no esencial para la interaccion de

gametas, la presencia de las células del cimulus incrementa el éxito de la fertilizacion.
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EL TRACTO REPRODUCTOR MASCULINO

El tracto reproductor masculino estd compuesto por los testiculos, los epididimos, los
conductos deferentes, las glandulas accesorias, como la préstata y las vesiculas seminales, la

uretray el pene (Figura 4).

Vejiga A———‘ N/ _— Vesicula
\ "Ry (x \  seminal

Prostata
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Pene Epididimo
Testiculo

Figura 4 El tracto reproductor masculino.

Los testiculos son drganos pares que consisten en una serie de I6bulos que contienen en
su interior los tubulos seminiferos separados por tejido intersticial. Dentro de los tubulos, no
solo se encuentra la linea germinal, la cual va a dar origen a los espermatozoides a través del
proceso de espermatogénesis (detallada mas adelante) (Austin and Short 1972) sino que
contienen también las células de Sertoli. La funcidn de estas células es crear y mantener un
microambiente apropiado para el correcto desarrollo de los espermatozoides. Su forma es
Unica ya que se apoyan en la membrana basal y llegan hasta el lumen del epitelio seminifero,
extendiéndose entre las células germinales. La presencia de uniones estrechas entre las
células de Sertoli permite la formacidon de una barrera que limita el pasaje de moléculas de
gran tamano tales como los anticuerpos, entre las células adyacentes. Esta permeabilidad
reducida es parte de lo que se conoce como “barrera hemato-testicular”, y determina que
las células haploides se encuentren aisladas del sistema inmune (Hedger 2014). Esto resulta
relevante ya que los espermatozoides diferenciados aparecen, por primera vez en el tracto

masculino, al momento de la madurez sexual, mucho después de la maduracién del sistema

17



INTRODUCCION

inmunolégico y del establecimiento de los sistemas de tolerancia inmune, por lo cual, a
diferencia de lo que ocurre con la mayoria de los tejidos y drganos, los espermatozoides son
particularmente susceptibles al sistema inmune. Sin embargo, la explicacion tradicional del
privilegio inmunoldgico basado Unicamente en la barrera hemato-testicular no es
consistente con los conceptos actuales de tolerancia inmunoldgica ni con la organizacién
histologica del tracto reproductor. Estos conceptos se focalizan en la actividad
inmunoregulatoria de las células dendriticas, los macréfagos y los linfocitos, asi como
también en una supresién activa de la respuesta inmune antigeno-especifica mediada por
células somaticas a través de la liberaciéon de citoquinas inmunoregulatorias, esteroides
androgénicos, y otros factores antiinflamatorios. En este sentido, se ha demostrado que la
normal funcién reproductiva se encuentra intimamente ligada al correcto desarrollo de un

microambiente inmunoldgico. (Hedger 2014).

Una vez formados los espermatozoides en el testiculo, los mismos son transportados
través de los conductos eferentes hasta el epididimo. Este drgano es un conducto Unico con
muchas circunvoluciones que cubre el borde posterior del testiculo, siendo fundamental no
solo para el proceso de maduracion sino también para el transporte, la proteccion y el
almacenamiento de los espermatozoides. Tal como ocurre en los testiculos, el epididimo
presenta una barrera funcional que se conoce como barrera hemato-epididimaria. Sin
embargo, la misma parece ser mucho mas débil en comparaciéon con la barrera hemato-
testicular ya que es bastante mas frecuente observar infiltraciones de leucocitos luminales
en el epididimo asi como de inmunoglobulinas que acceden al compartimento luminal en
comparacion con los tubulos seminiferos (Hedger 2011, 2014). Ademas, el epididimo
contiene numerosas células inmunes intra-epiteliales, tanto macréfagos como células
dendriticas (CD), que formarian un ambiente inmunotolerante particular (Hedger 2014).
Convencionalmente, si bien no existen limites anatdmicos definidos, el epididimo se divide
en cuatro regiones principales segln su proximidad con el testiculo: segmento inicial (IS,
regién mas préxima al testiculo), caput o cabeza, corpus o cuerpo (region media) y cauda o
cola (regidn distal al testiculo). Aunque los distintos segmentos estdan formados por los
mismos tipos de células epiteliales, estos presentan diferencias en cuanto a su morfologia

general. Mientras mas distal el segmento, mas delgado es el epitelio y mayor el diametro del
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tubulo permitiendo el almacenamiento de millones de espermatozoides en el cauda

epididimario hasta el momento de su eyaculacién (Markey and Meyer 1992).

Por ultimo, durante el proceso de eyaculacién los espermatozoides entran en contacto
con las secreciones de las glandulas accesorias (prdstata, vesicula seminal, glandulas bulbo-
uretrales) y son transportados a través de los conductos deferentes o vas deferens hasta
alcanzar la uretra (Eddy and O’Brien 1994) para finalmente ser depositados dentro del

tracto reproductor femenino.

LA GAMETA MASCULINA

Tal como fuera mencionado, el espermatozoide se produce en los testiculos como
consecuencia de un proceso conocido como espermatogénesis (Figura 5) (Austin and Short
1972)(Valli et al. 2014). Al igual que en la hembra, dicho proceso comienza con la formacién
de las células germinales (espermatogonias) durante la vida embrionaria y requiere de la
division meidtica para la produccion de gametas haploides. La gran diferencia con la hembra
radica en que mientras que en la oogénesis todas las células germinales se diferencian en
ovocitos durante el desarrollo embrionario, en el macho, la espermatogénesis comienza

recién luego de la pubertad y ocurre durante toda la vida adulta del individuo.

A partir de ese momento, una poblacion de células germinales continda multiplicAndose
por mitosis mientras que otras se diferencian en espermatocitos primarios, los cuales entran
en meiosis generando espermatocitos secundarios. Los mismos entran a una interfase inter-
meidtica de poca duracidn para pasar luego a la segunda division meidtica que da origen a
las células llamadas espermatides. Estas ultimas son células redondas que se diferencian
morfolégicamente para dar origen a los espermatozoides a través de un proceso
denominado espermiogénesis, caracterizado por la pérdida de citoplasma, la condensacién
nuclear y la aparicidn de estructuras particulares como la cola y el acrosoma, relevantes para
la funcién de la gameta. Como consecuencia de la pérdida casi completa del citoplasma, el
espermatozoide carece de la maquinaria necesaria para la expresion de proteinas, sintesis y

degradacion de lipidos, y transporte vesicular. Finalmente, se produce la liberacidon de los
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espermatozoides en el lumen de los tubulos seminiferos por un proceso denominado

espermiacion. (Valli et al. 2014).
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Figura 5 La espermatogénesis. A la izquierda, se muestra un diagrama resumiendo las
etapas de la meiosis masculina y a la derecha, se esquematiza los diferentes estadios
celulares presentes durante la espermatogénesis en un corte transversal de un tubulo
seminifero.

El espermatozoide (Figura 6) es una célula altamente especializada con capacidad para
transportarse hasta el sitio de fertilizacion en el tracto femenino y fertilizar al ovocito. A
pesar de que la forma y el tamafio de los espermatozoides de las distintas especies de
mamiferos son variables, los mismos comparten una estructura general similar.
Basicamente, el espermatozoide posee dos componentes morfoldgicos distintivos: la cabeza
y la cola o flagelo (Darszon et al. 2011; Toshimori and Eddy 2014). La cabeza del
espermatozoide contiene dos elementos fundamentales, un nucleo compacto debido a la
presencia de cromatina altamente condensada, y el acrosoma, estructura cuyos contenidos
son importantes para la fertilizacién (Toshimori and Eddy 2014). El nucleo del
espermatozoide es de un tamafio significativamente menor al del resto de los tipos
celulares, debido a que el ADN se encuentra asociado a proteinas basicas de bajo peso

molecular llamadas protaminas que permiten un mayor empaquetamiento de la cromatina
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gue las histonas presentes en las células somaticas. El nicleo se encuentra rodeado por una
envoltura nuclear bastante inusual, caracterizada por la cercania entre las dos membranas
que la conforman y la escasez de poros nucleares. (Toshimori and Eddy 2014). Por su parte,
el acrosoma es una estructura membranosa que rodea al nucleo en la parte anterior de la
cabeza, originada en el aparato de Golgi. La forma y el tamafio del acrosoma es variable en
las diferentes especies, relaciondndose generalmente a la forma de la cabeza. Si bien la
membrana que rodea al acrosoma es Unica y continua, se ha definido como membrana
acrosomal interna a aquella que envuelve a la membrana nuclear externa, y como
membrana acrosomal externa a la que se encuentra por debajo de la membrana plasmatica.
El acrosoma, a su vez, esta constituido por dos regiones denominadas capuchdn acrosomal y
segmento ecuatorial. En cuanto a la composicién del acrosoma, el mismo contiene en su
interior varias moléculas con actividad enzimatica, las cuales se han relacionado a la
capacidad del espermatozoide de penetrar las cubiertas que rodean al ovocito durante la
fertilizacion. Sin embargo, estudios de microscopia y extraccién diferencial de proteinas han
sugerido que esta organela no seria simplemente un reservorio de enzimas solubles sino que
existiria una organizacion funcional de moléculas dada por la presencia de una matriz intra-
acrosomal (Kim and Gerton 2003; Yanagimachi and Bhattacharyya 1988). Las dos enzimas
mejor caracterizadas del acrosoma son acrosina, una proteina perteneciente a la familia de
las serin-proteasas, y hialuronidasa, ambas con expresion especifica en las células
espermatogénicas. Si bien por su estructura y contenidos, el acrosoma se ha descripto como
un lisosoma especializado, esta organela tendria, ademas, algunas caracteristicas de una
vesicula de secrecién ya que libera sus contenidos mediante exocitosis en respuesta a
sefiales propias durante la capacitacion y externas durante la interacciéon del

espermatozoide con el tracto femenino y el ovocito. (Toshimori and Eddy 2014).

En la cabeza del espermatozoide, se encuentran también estructuras de citoesqueleto
gue se distribuyen en dos regiones: el citoesqueleto sub-acrosomal o perforatorium,
localizado entre el acrosoma y el nucleo, compuesto principalmente por material denso, y el
citoesqueleto post-acrosomal, que se localiza entre el ndcleo y la membrana plasmatica de
la region post-acrosomal del espermatozoide (Fouquet and Kann 1994; Toshimori and Eddy
2014). En la mayoria de los mamiferos, incluidos el hombre y gran parte de los animales

domésticos, la cabeza del espermatozoide tiene una forma espatulada en la que el nucleo y
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el acrosoma son estructuras simétricas, de forma aplanada en el sentido longitudinal de la
célula. En otras especies, como el hamster y el cobayo, existe una protrusién del acrosoma,
perpendicular al plano aplanado de la cabeza y en la mayoria de los roedores, la cabeza es

falciforme, con el acrosoma ocupando la regién convexa del nucleo (Yanagimachi 1994).

La cola o flagelo del espermatozoide de los mamiferos estd compuesto por cuatro
segmentos diferentes: la pieza conectora o cuello, la pieza media, la pieza principal, y la
pieza terminal. El componente principal de la cola es el axonema, que consiste en un par de
microtubulos centrales rodeados por un cilindro de nueve pares de microtubulos siguiendo
la disposicidn caracteristica de “9+2”. Rodeando al axonema desde la regidn de la pieza
conectora hasta el final de la pieza principal, se encuentran nueve fibras densas conteniendo
proteinas similares a la queratina. La estabilizacion de estas fibras por un gran nimero de
puentes disulfuro entre sus componentes sugiere que dichas estructuras estarian
involucradas en otorgar al espermatozoide la elasticidad y flexibilidad necesarias para el
batido de la cola. Ademds de las fibras densas, en la pieza media se encuentra la vaina
mitocondrial, estructura compuesta por mitocondrias organizadas extremo con extremo,
gue envuelven a la cola en forma helicoidal y que cumplirian un papel en la provision de
energia para el espermatozoide. En la pieza principal, reemplazando a la vaina mitocondrial,
se encuentra la vaina fibrosa, conformada por dos columnas longitudinales asociadas entre
si por columnas transversales. El alto grado de compactacién y la orientaciéon de las fibras en
la vaina fibrosa serian importantes para modular el plano de batido de la cola del
espermatozoide. Por ultimo, la pieza terminal esta formada por el axonema como Unico

componente estructural (Darszon et al. 2011; Toshimori and Eddy 2014).
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Figura 6. La gameta masculina. A Esquema de un espermatozoide de ratén y otro de
humano en el que se muestran las diferentes estructuras. B. Estructuras generales de la
cabeza y pieza media de un espermatozoide humano visto de frente y de costado. C. Cortes
transversales del flagelo en las diferentes secciones. (Darszon et al. 2011).

A pesar de que los espermatozoides liberados de los testiculos son células altamente
diferenciadas, en los mamiferos, no tienen aun la capacidad de moverse progresivamente o
de interactuar con el ovocito. Para adquirir estas capacidades y llegar al sitio de fertilizacién
en estado competente, los espermatozoides deben sufrir numerosas modificaciones post-
testiculares durante su pasaje tanto por el tracto masculino como por el femenino (Florman
and Fissore 2014; Yanagimachi 1994). De esta manera, los espermatozoides no solamente
tienen que trasportarse desde el testiculo hacia el oviducto, sitio donde ocurre la

fertilizacion, sino también sufrir una serie de cambios que se describiran a continuacion.
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MADURACION EPIDIDIMARIA

En los mamiferos, los espermatozoides que salen del testiculo ain no poseen motilidad
progresiva ni la capacidad de reconocer y fertilizar al ovocito. Estas capacidades las
adquieren durante su pasaje por el epididimo, en un proceso conocido como maduracion
epididimaria (Robaire and Hinton 2014). Los espermatozoides se encuentran a medida que
transitan por el epididimo con un microambiente altamente especializado y especifico de
cada segmento del 6rgano, el cual es generado mediante la secrecidn y absorcion activa de
agua, iones, solutos orgdnicos y proteinas, asi como también por la barrera hemato-

epididimaria.

Aunque no todos los espermatozoides adquieren la capacidad fertilizante
simultdneamente, y existe variacidn entre las distintas especies, la gran mayoria de los
espermatozoides obtiene el potencial fertilizante al llegar al cauda epididimario

(Yanagimachi 1994).

El proceso de maduraciéon es dependiente de andrégenos (Robaire and Hinton 2014) y
consiste en una serie de cambios bioquimicos y funcionales entre los que se incluyen el
desarrollo de la motilidad progresiva y direccional, cambios estructurales tales como la
pérdida de la gota citoplasmatica y la estabilizacion de la cromatina, y cambios metabdlicos
como el aumento del consumo de oxigeno, y cambios a nivel de la membrana plasmatica los
cuales representan la mayor parte de las modificaciones que ocurren durante la maduracién
Los cambios moleculares y bioquimicos que ocurren a nivel de la superficie incluyen
alteraciones en la carga de superficie, en las propiedades de uniéon de lectinas, en el
contenido lipidico, en los carbohidratos de superficie y en la composicion proteica
(Toshimori and Eddy 2014), y surgen como consecuencia de la adquisicién de nuevos
componentes a la membrana del espermatozoide y la migracién, liberacién y/o modificacién
de componentes preexistentes en la superficie de la gameta. Es generalmente aceptado que
todos los cambios producidos durante esta etapa de maduracién son tendientes a estabilizar

la membrana del espermatozoide.

Mediante la utilizacién de distintas estrategias experimentales, se ha estudiado la sintesis
y secrecién de proteinas de origen epididimario como asi también su unién o integracion a
diferentes dominios de la membrana plasmatica del espermatozoide (Cuasnicu et al. 2002).
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De este modo, se ha descripto que la gran mayoria de las nuevas proteinas adquiridas por
los espermatozoides son proteinas de superficie que se unen a la membrana de los
espermatozoides a través de interacciones electrostaticas (Cooper 1998). Sin embargo,
también existen evidencias que indican que algunas proteinas adquiridas durante la
maduracién se comportan como proteinas integrales de membrana (Cohen, Rochwerger, et
al. 2000; Kirchhoff, Hale, and William 1996; Légaré et al. 1999). Muchas de estas proteinas
asociadas fuertemente a la superficie de los espermatozoides se encuentran ancladas a la
membrana mediante uniones GPI (Frenette and Sullivan 2001; Robaire and Hinton 2014). Sin
embargo, segun la via clasica de secrecidon de proteinas, una proteina anclada por GPI a la
membrana de una célula tiene que transitar por el reticulo endoplasmatico, luego por el
aparato de Golgi y, finalmente, por las vesiculas secretoras hasta alcanzar la superficie
celular. De acuerdo con este mecanismo de secrecién, el espermatozoide no podria adquirir
proteinas unidas a GPI durante su pasaje por el epididimo. Estas observaciones sugieren la
existencia de un mecanismo alternativo por el cual estas proteinas epididimarias se
secretarian y se unirian a los espermatozoides. En este sentido, Yanagimachi y colaboradores
(1985) describieron, por primera vez, mediante microscopia electrénica de cortes de
epididimos de hamster, la existencia de vesiculas membranosas que interactuaban con los
espermatozoides. Varios afios luego de esta primera observacién, el laboratorio del Dr.
Robert Sullivan describido la participacion de dichas vesiculas membranosas en la
transferencia de proteinas epididimarias a la superficie de los espermatozoides durante la
maduraciéon (Frenette, Lessard, and Sullivan 2002; Sullivan, Frenette, and Girouard 2007).
Estas vesiculas han sido denominadas “epididimosomas”, y han sido descriptas en el
epididimo de distintos mamiferos tales como la rata(Fornés et al. 1991) , el toro (Frenette
and Sullivan 2001), el raton (Griffiths et al. 2008), e inclusive el humano (Frenette et al.
2005). Algunas proteinas epididimarias se encuentran asociadas a estas pequeias vesiculas
y, de este modo, son transferidas a los espermatozoides durante la maduraciéon (Sullivan et
al. 2007). En cuanto al origen de estas pequefias vesiculas membranosas, se ha sugerido un
mecanismo de secrecidn apdcrina que implicaria la formacién de vesiculas citoplasmaticas
en el polo apical de las células epiteliales secretoras, que se desprenden de las células y, una
vez en el lumen del 6rgano, se desintegran liberando asi su contenido (Aumdiiller et al. 1997;
Hermo and Jacks 2002). Estas vesiculas citoplasmaticas contendrian a los epididimosomas en

su interior.
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Mientras que algunas de las proteinas que se asocian durante la maduracién mediarian la
interaccion del espermatozoide con el ovocito (Cuasnicu et al. 2002) otras, que reciben el
nombre de “factores decapacitantes”, estabilizarian la membrana del espermatozoide
impidiendo la ocurrencia prematura del proceso de capacitacidon (Fraser 2010; Fraser et al.

2006).

La Figura 7 resume algunos de los cambios que ocurren durante la maduracion

epididimaria sobre los espermatozoides y el fluido epididimario.
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Figura 7 Representacion esquematica de los cambios que ocurren en el fluido epididimario
y en los espermatozoides a lo largo del epididimo. Se muestran las principales
caracteristicas morfoldgicas, funcionales y moleculares de espermatozoides inmaduros del
caput y maduros de la cauda. También se presentan las modificaciones en el fluido
epididimario del caput y cauda. *Después de la incubacién del espermatozoide en
condiciones capacitantes. Adaptado de (Gervasi and Visconti 2017)
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EYACULACION Y TRNSPORTE

Luego del transito de los espermatozoides por el epididimo, los mismos son almacenados
en la region del cauda hasta que, en respuesta a sefiales sensitivas, se desencadena la
eyaculacion. El eyaculado estd formado por una fraccidn celular, los espermatozoides y una
fraccion liquida denominada plasma seminal, la cual estaria compuesta por el fluido
epididimario y las secreciones de las glandulas accesorias (prdstata, vesiculas seminales y
glandulas bulbouretrales). La funcién principal del plasma seminal es el transporte, nutricion
y proteccion de los espermatozoides. El mismo esta constituido por diversos componentes
como proteinas, citoquinas, prostaglandinas, fructosa, acido citrico, poliaminas, iones como
zinc y Calcio (Ca%"), y enzimas tales como proteasas y fosfatasas acidas. Al dia de hoy no
existe una comprension clara de la funcion fisiolégica de muchas de estas sustancias o la
importancia de las mismas para la fertilidad. En este sentido, esta bien establecido que los
espermatozoides que no han tenido contacto con el plasma seminal son capaces de fertilizar
un ovocito tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, existen evidencias donde ratones a los
cuales se les han extraido las vesiculas o son deficientes de alguno de los componentes
presentes en el mismo, pueden presentar problemas de fertilidad (Kawano et al. 2014; Peitz
and Olds-Clarke 1986). Por lo tanto, se podria decir que si bien el plasma seminal no es
absolutamente esencial para que la fertilizacion ocurra exitosamente, sus componentes
permitirian optimizar las condiciones para el transporte y supervivencia de los
espermatozoides a medida que transitan por el tracto reproductor femenino maximizando la

llegada y la capacidad fertilizante de los mismos (Prins and Lindgren 2014).

En la mayoria de las especies (humanos, bovinos, caninos, felinos, caprinos, entre otras)
el sitio de deposicién del semen es la vagina, mientras en que otras, la deposicidn ocurre en
el cérvix (porcinos) o directamente en el Utero (equinos y muchos roedores) (Coy et al.
2012). En el humano, tras la deposicion, algunos de los componentes presentes en el semen
tales como el fibrinégeno o la semenogelina, coagulan temporalmente evitando la expulsién
de los espermatozoides y protegiéndolos del pH vaginal. Luego de unos minutos, por accion
de la fibrinolisina, se produce la licuefaccién del coagulo, permitiendo la liberacién de los
espermatozoides. En otras especies como el ratdn, el codgulo es tan denso que forma lo que
se conoce como tapdn vaginal que, de no formarse, tal como sucede en el modelo de

ratones KO para PN-1, produce severos defectos en la fertilidad, observandose la ausencia
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de espermatozoides en el Utero quince minutos post-apareo. (Murer et al. 2001). Algo
similar ocurre con los animales KO para SVS2, donde la ausencia de formaciéon del tapdn
vaginal y los menores porcentajes de viabilidad de los espermatozoides en Utero impactan
en un menor numero de crias (Kawano et al. 2014). Asimismo, se ha demostrado en la rata,
que la ligadura de las glandulas que promueven la coagulacién no sélo impide la formacion
del tapdn, sino también el trasporte de los espermatozoides al Utero (Suarez and Pacey

2006).

Una vez depositados dentro de la hembra, los espermatozoides deben atravesar el tracto
reproductor femenino hasta alcanzar el sitio de fertilizacion para luego encontrar los
ovocitos. Durante el transito por el tracto, los espermatozoides sufren un proceso
denominado capacitacidn espermatica (Ver mas adelante) que les conferira la capacidad de
reconocer y fertilizar a los ovocitos. El encuentro de las gametas podria parecer una simple
cuestiéon de azar, sin embargo, cada vez son mas las evidencias que apoyan la hipdtesis de
qgue el tracto reproductivo tiene mecanismos de seleccidon altamente sofisticados que
permite que solo aquellos espermatozoides de alta calidad lleguen al sitio de fertilizacidon
(Fujihara et al. 2018; Holt and Fazeli 2015; Sakkas et al. 2015; Suarez 2016).
Independientemente de en donde se produzca la deposicion del semen, en todas las
especies, los espermatozoides deben atravesar el Utero y entrar al oviducto, siendo el paso a
través de la UTJ un paso limitante para la mayoria de los espermatozoides (Coy et al. 2012).
Se cree que la UTJ serviria como una especie de filtro ya que su morfologia estrecha y la
presencia de moco espeso impedirian el paso tanto de patégenos provenientes del exterior
y del plasma seminal, como de espermatozoides morfolégicamente anormales o con
deficiencias en su motilidad. En este sentido, se ha observado en diversas especies que
aquellos espermatozoides que exhiben una motilidad mds lineal y progresiva logran pasar la
UTJ con mayor éxito que espermatozoides con patrones de motilidad no lineales. (Gaddum-
Rosse 1981; Suarez 2014). Por otro lado, numerosas evidencias indican que los movimientos
peristdlticos del Utero favorecerian la llegada de los espermatozoides al oviducto (Suarez
and Pacey 2006). Las evidencias indican que el semen juega un papel fundamental en la
iniciacién de estas contracciones. Al respecto, se ha observado que las contracciones
uterinas en la rata son significativamente menores cuando se colocan en apareo con machos

vasectomizados, sugiriendo que tanto los espermatozoides como los componentes del
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plasma seminal serian capaces de estimular las contracciones (Peitz and Olds-Clarke 1986).
Mas aun, en el ratdn, se ha sugerido que las glandulas sexuales masculinas también podrian
jugar algun rol en este proceso ya que la remocion de las vesiculas seminales provoca una
disminucién de las contracciones uterinas impactando significativamente en menores tasas
de prefiez (Crane and Martin 1991). Sin embargo, ni la motilidad ni las contracciones
uterinas serian suficientes para el pasaje de los espermatozoides al oviducto, ya que se ha
reportado que espermatozoides de ratones deficientes en ciertas proteinas tales como Ace,
algunas de los miembros de la familia de proteinas Adam, Calr3, Clgn, Tpst2, PDILT, entre
otras (Fujihara et al. 2019; Okabe 2015) son incapaces de atravesar la UTJ) a pesar de
presentar morfologia y motilidad normal. En resumen, si bien aun no se conocen en
profundidad los mecanismos de seleccidn existentes a nivel del transito por la UTJ, el paso
de los espermatozoides al oviducto requiere los mismos presenten una morfologia normal y
un determinado tipo de motilidad asi como marcas bioquimicas especificas en su superficie

(Fujihara et al. 2018; Holt and Fazeli 2015; Sakkas et al. 2015; Suarez 2016).

Otro factor critico para que la fertilizacién ocurra exitosamente es el tiempo de vida de las
gametas. En muchas especies los espermatozoides permanecen en el oviducto a la espera de
la llegada del ovocito por varios dias e incluso meses (Suarez and Pacey 2006). En este
sentido, existen evidencias que demuestran que los espermatozoides motiles se unen por la
zona de la cabeza al epitelio oviductal y que esta interaccién prolongaria la vida de los
mismos estabilizando la membrana y retrasando la capacitacién espermatica probablemente
por inhibicion de la entrada de Ca2+ a los espermatozoides (Suarez 2014). Como parte del
complejo proceso de capacitacion (detallada mas adelante), los espermatozoides sufren
cambios que pueden desempeiar un rol en la liberacion del epitelio. Por un lado, las
modificaciones que ocurren a nivel de la membrana plasmatica, en particular por la pérdida
del capuchén acrosomal, podrian reducir la afinidad de unién del espermatozoide a posibles
receptores en el epitelio oviductal. Por otro lado, el desarrollo de una motilidad mas
vigorosa conocida como hiperactividad (HA) que se caracteriza por un aumento de la
amplitud y frecuencia del batido flagelar (Yanagimachi 1970), podria proporcionarle la fuerza

necesaria para superar la adhesién con epitelio oviductal (Suarez 2014).

En cuanto a la gameta femenina, en general, los ovocitos permanecen fértiles por un

periodo de 24 hs luego de la ovulacidn (vaca, oveja, cerdo, hombre). Sin embargo, en
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algunos casos, este periodo no sobrepasa las 12 hs post-ovulatorias (conejo, rata, hamster,
raton) (Austin, 1970). Si el tiempo transcurrido entre la ovulacion y la fertilizacion es mayor
que la vida fértil del ovocito, el desarrollo embrionario puede iniciarse pero, generalmente,
resulta anormal y de duracién limitada (Austin 1982). En base a ello, debido a que el tiempo
transcurrido desde la ovulacidn hasta la fertilizacion es relativamente corto, la mayor
consideracidn respecto a su transporte es la llegada con éxito al sitio de fertilizacién para

evitar embarazos ectdpicos (Suarez and Pacey 2006).

En la Figura 8 se resumen los principales eventos asociados al transporte de los

espermatozoides dentro del tracto reproductor femenino.

5.Fertilizacion

3. Migracion a través de

‘&-{”‘—?,
lauT) /\j e B N »

L

2. Supervivencia 4. Reservorio, migracion y

dentro del ttero capacitacion dentro del
oviducto

1.Eyaculacién

Figura 8 Principales eventos asociados al transito de los espermatozoides dentro del tracto
femenino. 1. Deposicién de los espermatozoides por la eyaculacion. 2. Supervivencia de los
espermatozoides a medida que transitan por el Utero. 3. Migracidn a través de la UTJ hacia
el oviducto. 4. Reservorio, migracion y capacitacion de los espermatozoides dentro del
oviducto. 5. Encuentro con los ovocitos en la ampula y fertilizaciéon de los mismos. (Aitken
and Nixon 2013).
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CAPACITACION ESPERMATICA

Luego de la eyaculacién, los espermatozoides de los mamiferos aun no son capaces de
reconocer ni fertilizar al ovocito ya que la capacidad fertilizante adquirida durante la
maduracién epididimaria es tan solo de caracter potencial (Florman and Fissore 2014;
Yanagimachi 1994). De esta manera, los espermatozoides eyaculados deben permanecer en
el tracto femenino durante cierto tiempo para poder expresar la capacidad fertilizante
adquirida durante la maduracién y, finalmente, penetrar al ovocito. Es durante el trayecto
hacia el sitio de fertilizacién que los espermatozoides sufren una serie de cambios
moleculares, bioquimicos y fisiolégicos que, en su conjunto, se denominan capacitacién
(Austin 1952; Chang 1951). Entre dichos cambios se encuentran la remocién del colesterol
de la membrana, la pérdida de los factores decapacitantes, la redistribucién de antigenos de
superficie, el ingreso de bicarbonato (HCOs) y Ca®', el aumento del pH intracelular, la
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica y la fosforilacién de proteinas en tirosina
(pTyr), los cuales ocurren a través de mecanismos moleculares aun no del todo conocidos
(Visconti et al. 2011). Dado que el espermatozoide carece de transcripcidon y traduccion, las
modificaciones de las concentraciones de mensajeros intracelulares tales como AMP ciclico
(cAMP) y Ca**, los flujos de iones a través de la membrana plasmatica y las modificaciones
post-traduccionales tales como la fosforilacién/defosforilacion de proteinas, podrian ser los
mecanismos regulatorios responsables de generar los cambios que tienen lugar durante la
capacitacién y modular asi el funcionamiento del espermatozoide (Visconti, Bailey, et al.
1995; P E Visconti, Moore, et al. 1995). Mientras que algunos de estos cambios se inician ni
bien el espermatozoide entra en contacto con el tracto femenino, otros ocurren luego de un

cierto periodo de permanencia en el mismo (Battistone et al. 2013).

A pesar de que fisiolégicamente el espermatozoide debe atravesar el tracto femenino
para capacitarse y adquirir la habilidad de fertilizar al ovocito, la capacitacién puede llevarse
a cabo en condiciones in vitro incubandose a los espermatozoides en un medio definido. La
composicion del medio de capacitacién puede variar de una especie a otra, si bien, en
general, debe contar con una constitucion similar a la del fluido oviductal, e incluir fuentes
de energia y carbono tales como piruvato, lactato, y glucosa, un aceptor de colesterol como
la albimina, e iones tales como Ca*" K*, Na*y HCO5™ (Visconti et al. 2002). El descubrimiento

de las condiciones necesarias para una correcta capacitacién in vitro fue esencial para el
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desarrollo de las técnicas de fertilizacidon in vitro. La gran relevancia de las técnicas de
reproduccion asistida genera la necesidad de estudiar en profundidad los mecanismos
moleculares del proceso de capacitacién para mejorar y garantizar el éxito de las técnicas de

fertilizacion in vitro.

Las modificaciones que ocurren en el espermatozoide durante la capacitacién traen como
consecuencia cambios tanto a nivel de la cabeza como de la cola que permiten al
espermatozoide sufrir un evento exocitico en la cabeza denominado reaccién acrosomal, y
desarrollar un patrén de motilidad vigoroso en la cola, llamado hiperactivacién. Debido a
gue la cabeza y la cola son estructuralmente distintas, existe una tendencia a desvincular sus
funciones. Sin embargo, en los ultimos afios, las evidencias sugieren que debe considerarse
al flagelo como una cilia sensorial capaz de captar alteraciones en el medio extracelular y
transmitirlas a la cabeza a través de mensajeros secundarios, pudiendo influir sobre la
ocurrencia de la RA (Mariano G. Buffone et al. 2012). A continuacion, se detallan varios de
los mecanismos moleculares del proceso de capacitacion y las consecuencias funcionales del

mismo.
Producciéon de cAMP, activacidon de PKA y fosforilacion de proteinas en tirosina

Los espermatozoides utilizan una porcién significativa de sus fuentes de energia para
regular el flujo y el gradiente intracelular de iones a través de bombas y transportadores
idbnicos de membrana, modificando asi el potencial eléctrico de la célula y las
concentraciones intracelulares de segundos mensajeros (Miller et al. 2015; Visconti et al.
2011). Aunque el papel exacto de estas moléculas continta en estudio, existen evidencias
gue muestran que tanto HCO3 como ca® juegan un rol central en la regulacién de la
capacitacién modulando diferentes cascadas de sefiales intracelulares (P E Visconti, Moore,
et al. 1995; Visconti et al. 2011).

Numerosos estudios en diferentes especies han mostrado que la entrada de HCOj5
durante la capacitacion es necesaria para la activacidén de la proteina adenilato ciclasa
soluble (sAC), llevando a un aumento en los niveles de cAMP y la consecuente activacion de
la proteina quinasa A (PKA) (Figura 9). De este modo, PKA fosforila diversas proteinas en

residuos Ser y Thr para, finalmente, activar una cascada de seializacion conducente al

aumento de fosforilacién de proteinas en tirosina en los espermatozoides (Visconti 2009).
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Asimismo, evidencias obtenidas tanto en humanos como en roedores senalan que los
niveles de fosforilacion de los sustratos de PKA se encuentran regulados por la accion de las
Tyr quinasas de la familia Src (SFK, Src kinase family), que, a su vez, inactivan a Ser/Thr
fosfatasas (Battistone et al. 2013) .La fosforilacién de sustratos de PKA en respuesta al
aumento de cAMP vy a la activacidon de SFKs suele ser rapida (Battistone et al. 2013) y es
importante para diferentes aspectos del proceso de capacitacién, incluyendo el aumento del
pH intracelular (Wang et al. 2007; Zeng, Oberdorf, and Florman 1996), el incremento de Ca*
(Tateno et al. 2013), la hiperpolarizacidon (Demarco et al. 2003) y la induccién de la via de
pTyr (P. E. Visconti, Moore, et al. 1995). La importancia de esta via se observd en los
animales KO para sAC, los cuales no exhiben el aumento en pTyr asociado a la capacitacion y
son infértiles debido a alteraciones en la motilidad de sus espermatozoides (Esposito et al.

2004; Hess et al. 2005).

La via cAMP-PKA que conduce a la fosforilacion de proteinas en tirosina tiene distintos
niveles de regulacion. El aumento inicial de cAMP seria dependiente de la activacion de la
sAC por Ca%, y la concentracidn de cAMP el resultado del balance entre la sintesis a través
de la accion de sAC y la degradacion del mismo por las fosfodiesterasas (PDEs), generando
5'AMP (Figura 9). En espermatozoides de ratdn, se cree que el Ca2+ intracelular ejerce
regulaciones negativas y positivas sobre la cascada de pTyr (Navarrete et al. 2015). Por un
lado, al estimular a calmodulina (CaM), el Ca®" aumentaria la actividad de PDEs y PP2B
dependientes de CaM vy, por ende, la degradacién del cAMP e inhibicion de pTyr (regulacién
negativa). Por otro lado, el Ca’* también estimularia a sAC, generando aumento de cAMP
(modulacién positiva) (Navarrete et al. 2015). Ademads, PYK2, posible mediador entre la
actividad de PKA y el aumento de pTyr, posee también dominios de unién a Ca® por lo que
podria haber una regulacién directa de la actividad de esta quinasa por las concentraciones
de este ion (Battistone et al. 2014) (Figura 9).Tanto en espermatozoides humanos como de
ratén, la ausencia total de Ca** en el medio de capacitacion por el agregado de EGTA, induce
un aumento exacerbado de los niveles de pTyr en ambas especies (Battistone et al. 2014;

Navarrete et al. 2015).

El aumento en la fosforilacidon de proteinas en tirosina es uno de los eventos moleculares
gue ocurre durante la capacitacidén tanto in vivo como in vitro, y que llevaria a la regulacién

de la actividad de las moléculas requeridas para los eventos posteriores a dicho proceso. De
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este modo, la via de pTyr en el flagelo estaria relacionada con el desarrollo de la HA del
espermatozoide (Mahony and Gwathmey 1999; Nassar et al. 1999; Visconti 2009), requerida
para la penetracién del cimulus y la ZP (Puga Molina et al. 2018). Ademads, se ha reportado
gue los espermatozoides de ratdn unidos al oolema mantienen la fosforilacion en el flagelo
(Urner and Sakkas 2003). Por otro lado, se han descripto proteinas fosforiladas en Tyr en la
cabeza del espermatozoide (Asquith et al. 2004; Urner, Leppens-Luisier, and Sakkas 2001), a
las cuales se les atribuyd roles en la RA y en la interaccién del espermatozoide con el
ovocito. De esta manera, la via de pTyr regularia la mayoria de los procesos dependientes de
la capacitacion modulando, en consecuencia, el proceso de fertilizacién (Battistone et al.
2014; Galantino-Homer, Visconti, and Kopf 1997; Pommer, Rutllant, and Meyers 2003;
Visconti et al. 1999).

SFK

CAI‘AP 5AMP l
Ser/Thr
PKA fosfatasas

| l

Fosforilacion de sustratos de PKA

“,  Fosforilacion de

Ext proteinas en tirosina

Figura 9 Capacitacidon espermatica. Esquema de las cascadas de sefializacién involucradas en
la capacitacion, incluyendo las vias de cAMP/PKA y de las SFK conducentes a la fosforilacién
de proteinas en tirosina, y la modulacién de las mismas por Ca** (Battistone et al. 2014).
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Incremento del calcio intracelular

Durante la capacitacion del espermatozoide, ocurre un aumento de la concentracién
intracelular de Ca®* (Baldi et al. 1991; Ruknudin and Silver 1990). El influjo de Ca** a través de
la membrana plasmatica ocurre principalmente a través de CatSper (Cation channel of
Sperm), el principal canal de Ca2+ del espermatozoide el cual se ha demostrado que es
esencial para el desarrollo de la HA y para la fertilidad tanto en roedores como en humanos.

(Ren et al. 2001; Smith et al. 2013).

Mas especificamente, CatSper se expresa exclusivamente en los testiculos y se localiza en
la pieza principal de la cola del espermatozoide (Qi et al. 2007; Quill et al. 2003; Ren et al.
2001). El mismo presenta una estructura muy compleja ya que esta conformado por nueve
subunidades: cuatro subunidades alfa formadoras del poro CatSper 1 a 4, y cinco

subunidades auxiliares CatSper B, v, 6, € y { (Figura 8).

Cabeza Figza Pieza principal

media KO CatSper

Extracelular

CatSper \
N

Intracelular 5

Figura 10 Canal CatSper. A. Esquema representando la localizacion del canal CatSper en la
pieza principal del espermatozoide y su estructura principal compuesta por cuatro
subunidades formadoras del poro (a 1-4) y tres de las cinco subunidad auxiliares (6, vy vy
B).(Cai et al. 2015). B. Esquema representando el batido flagelar de un espermatozoide KO
para CatSper, el cual no desarrolla su HA, o un espermatozoide WT.

Tal como se mencioné anteriormente, el canal resulta esencial para la fertilidad masculina
ya que los ratones KO para la mayoria de las subunidades resultan completamente infértiles

(Chung et al. 2011, 2017; Jin et al. 2007; Qi et al. 2007; Ren et al. 2001; Wright and Bianchi
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2016). Esta deficiencia seria consecuencia de la incapacidad de los espermatozoides KO de
las distintas subunidades del canal de desarrollar la HA y por ende de penetrar la envolturas
del ovocito (Carlson et al. 2003; Ren et al. 2001).También se ha sugerido que la HA
desarrollada por la activacion de CatSper es importante para la migracién de los
espermatozoides, mas especificamente, la HA le conferiria a los espermatozoides la fuerza
necesaria para desprenderse del epitelio oviductal (Ho, Collin A. Wolff, and Suarez 2009). En
humanos, existen evidencias que asocian mutaciones en CatSperl-2 con

astenoteratozoospermia y problemas de fertilidad (Avenarius et al. 2009; Smith et al. 2013)

En cuanto a su regulacién, las evidencias indican que tanto en roedores como en
humanos, CatSper resulta sensible a los cambios de pH intracelular que ocurren durante la
capacitaciéon, activandose con la alcalinizacion citoplasmatica (Kirichok, Navarro, and
Clapham 2006). Recientemente se ha observado que esta sensibilidad a los cambios de pH
estaria dada por la interaccion directa entre la proteina EF-hand calcium binding domain-
containing protein 9 (EFCAB9) y la subunidad CatSper {. Mas especificamente, a medida que
el pH intracelular se alcaliniza, las proteinas se disocian parcialmente permitiendo Ia
apertura del poro y, en consecuencia, la entrada los iones de Ca® los cuales, al unirse a
EFCAB9, provocan un cambio conformacional que mantiene el canal abierto por un periodo
largo de tiempo (Hwang et al. 2018). Asimismo, se ha visto que la despolarizacion de la
membrana puede activar las corrientes del canal (Carlson et al. 2003), al igual que la
progesterona en el caso de los espermatozoides humanos (Lishko, Botchkina, and Kirichok

2011; Strinker et al. 2011).

Pese a que la activacién de CatSper es fundamental para el desarrollo de la HA (Carlson et
al. 2003; Ren et al. 2001), este tipo de motilidad requeriria, ademds, de la salida de Ca2+ de
los reservorios intracelulares (Alasmari, Costello, et al. 2013; Chang and Suarez 2011a). Mas
alla, del influjo por CatSper, el Ca®* podria ingresar en menor medida al espermatozoide a
través de canales operados por Ca** (store operated calcium entry) tal como ORAI,
intercambiadores de Na*/Ca*, o canales TRP (transient receptor potential channels) tales
como TRMP8 (Darszon et al. 2011) (Figura 11). En cuanto a este ultimo, sus corrientes son
sensibles a diferencias de voltaje y a temperaturas menores a 25 °C. Si bien los animales KO
para dicho canal son fértiles, sus espermatozoides presentan deficiencias en la RA, en

concordancia con su localizacién en la cabeza (Martinez-Lépez et al. 2011). Mas aun, este
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canal se encuentra también en el flagelo, postuldndose su participacién en el desarrollo de la

HA (De Blas et al. 2009).

Por otro lado, la expulsién de Ca** en el espermatozoide ocurre, principalmente, a través
de PMCA4 (bombas de Ca®* ATPasa isoforma 4). Los animales KO para esta proteina
presentan espermatozoides epididimarios inmotiles con altas concentraciones de calcio
. . . . 2+
intracelular, demostrando la importancia de mantener la homeostasis de Ca“" para la

fertilidad de los machos (Okunade et al. 2004; Schuh et al. 2004).

NBC sNHE M, CatSper PMCA4

Na* K* 2Cr HCO,4~ Na*
NKCC SLC26 CFTR ENaC SLO3

Figura 11 Flujo de Ca** y otro iones durante la capacitacién (Darszon et al. 2011).

Hiperpolarizacion

El potencial de membrana de las células estd determinado por la permeabilidad de la
membrana a los iones presentes en el medio, principalmente los cationes Na®*, K* y Ca®, y al
anion HCO;3, como asi también a la concentracion de los mismos a ambos lados de la
membrana. Los cambios en la permeabilidad al CI', por su parte, no tendrian un efecto
evidente en las variaciones de potencial. En este sentido, evidencias en la bibliografia indican

gue el potencial de membrana del espermatozoide en reposo es mds despolarizado que el
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de otros tipos celulares (Hernandez-Gonzalez et al. 2006; Zeng, Clark, and Florman 1995),
probablemente debido a su mayor permeabilidad al Na* por la presencia de los canales de
Na® epiteliales que estarian normalmente abiertos en el espermatozoide en reposo
(Herndndez-Gonzalez et al. 2006). Por otro lado, el proceso de capacitacién estd
acompafado de una hiperpolarizacion de la membrana (De La Vega-Beltran et al. 2012; Zeng
et al. 1995), ya que ocurre un aumento de la concentracién intracelular de cargas negativas

en comparacién con el medio extracelular.

Si bien aun no es clara la regulacién del potencial de membrana del espermatozoide
durante la capacitacién, existen diversas evidencias que sugieren que la hiperpolarizacién
ocurriria debido a un aumento en la permeabilidad al K*. La salida de K" a través de canales
rectificadores seria responsable, en parte, de la hiperpolarizacion de la membrana asociada
a la capacitacion (Acevedo et al. 2006; Mufioz-Garay et al. 2001). Resultados obtenidos en el
modelo del ratén KO para el canal de K* Slo3, indicaron que el mismo seria esencial para la
ocurrencia de la hiperpolarizaciéon (Santi et al. 2010) vy, a su vez, regularia la actividad de
CatSper (Chavez et al. 2014). Pese a que la relevancia de la hiperpolarizacién para la HA es
aun poco clara, la dependencia del voltaje de canales criticos para la capacitacion tales como
CatSper o Hvl, sugiere que la misma tendria un rol importante en este proceso. Por otro
lado, se ha reportado que la hiperpolarizacion es esencial y suficiente para la ocurrencia de

la RA (De La Vega-Beltran et al. 2012).
Reaccion acrosomal

La RA es un evento exocitético que permite la liberacién regulada del contenido
acrosomal del espermatozoide y tiene dos consecuencias que resultan fundamentales para
la fertilizacién. Una de ellas es la exposicion de moléculas intra-acrosomales involucradas en
la interaccién y penetracion de las envolturas que rodean al ovocito, mientras que la
segunda consecuencia, no menos importante, es la adquisicién de la capacidad fusogénica

del segmento ecuatorial.

La RA consiste en la vesiculizacion del capuchdn acrosomal del espermatozoide mediante
un mecanismo similar al proceso de exocitosis observado en otras células del organismo. El
proceso comienza con la fusién entre la membrana acrosomal externa y la membrana
plasmatica en multiples puntos de la regién acrosomal, con excepcidon del segmento
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ecuatorial. Como consecuencia de la fusidn, la membrana plasmatica y la membrana
acrosomal externa forman vesiculas mixtas que se desprenden en un fendmeno conocido
con el nombre de "pérdida del capuchdn acrosomal”. Entre las vesiculas se crean poros por
los que se libera el contenido del acrosoma quedando asi la membrana acrosomal interna
expuesta al medio extracelular, y con continuidad con la membrana plasmatica del
segmento ecuatorial (Figura 12) (Toshimori and Eddy 2014; Yanagimachi 1994). Se denomina
intacto a aquel espermatozoide cuyo acrosoma no presenta ningun tipo de alteraciones en
su morfologia, modificado a aquel que presenta alteraciones morfoldgicas en el acrosoma
tales como hinchamiento o rugosidades, y reaccionado a aquel que presenta ya sea

vesiculizacion del acrosoma o pérdida total del capuchdn acrosomal.

MP Puntos de fusion

— MAI —"

Veslcula /

l— =

Figura 12 Progresion de la RA. Diagrama que representa las etapas de la RA en la cabeza del
espermatozoide de ratdn. A la izquierda se muestra un espermatozoide intacto y hacia la
derecha, diferentes estados de la RA siendo el Ultimo un espermatozoide ya reaccionado.
MP: membrana plasmatica, MAI: membrana acrosomal interna, MAE: membrana acrosomal
externa, SE: segmento ecuatorial. (Yanagimachi 1994).

A nivel molecular, los eventos que desencadenan la RA involucran a multiples receptores
presentes en la membrana plasmatica del espermatozoide capacitado, los cuales reconocen
a su ligando complementario (entre ellos, ZP3 y progesterona) desencadenando la

transduccion de sefiales que produce el aumento del Ca** intracelular y de otros mensajeros
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secundarios tales como el cAMP (Belmonte, Mayorga, and Tomes 2016). Como consecuencia
de ello, se produce una serie de senales finamente reguladas que incluyen la activacidn de la
cascada cAMP, la accién de GTPasas, la salida de Ca’" del acrosoma y, finalmente, el

ensamblado de la maquinaria de fusidon (Tomes 2015).

Tradicionalmente, se pensaba que las enzimas contenidas dentro del acrosoma eran las
encargadas de digerir tanto la matriz extracelular de las células del cimulus como la ZP, y
permitir al espermatozoide abrirse camino hasta el ovocito al cual llegaria ya reaccionado
(Yanagimachi 1994). Esta hipodtesis se vio modificada por evidencias demostrando que, al
menos en el ratdn, la RA ocurria, principalmente, cuando el espermatozoide contacta con la
ZP (Saling and Storey 1979; Wassarman et al. 1985), y que los espermatozoides reaccionados
eran incapaces de penetrar el cimulus (Talbot 1985). Unos anos mas tarde, se confirmé que
solo los espermatozoides intactos eran capaces de unirse a la ZP. De acuerdo a este modelo,
una vez unidos a la ZP, los espermatozoides sufririan la RA, produciéndose la liberacién de
los contenidos del acrosoma, los cuales serian importantes para la posterior penetracion de
la ZP (Saling & Storey, 1979; (Yanagimachi 1994). Posteriormente, los Dres. Kim y Gerton
(2001) propusieron un modelo denominado “exocitosis acrosomal”, en el que replantearon
el mecanismo de la RA y el papel de las moléculas acrosomales en la interaccidon con las
cubiertas del ovocito (Kim, Foster, and Gerton 2001). Segun estos autores, la RA seria un
proceso gradual, espontaneo, que seria acelerado por la ZP, pero no iniciado por la misma.
Segln este modelo, los espermatozoides no deben estar intactos para unirse a la ZP. A favor
de esta teoria, mds recientemente, se demostré que la mayoria de los espermatozoides que
fertilizan a los ovocitos, comenzarian a reaccionar en el cimulus o antes de ingresar a esta
matriz y no sobre la ZP (Jin et al. 2011). Esta idea fue apoyada por el hecho de que los
espermatozoides perivitelinos, ya reaccionados y sin capuchén acrosomal, son capaces de
fertilizar ovocitos con cumulus y ZP in vitro (Inoue et al. 2011). Mds aun, tres grupos,
independientemente, han observado que la gran mayoria de los espermatozoides de ratdn
que llegan al sitio de fertilizacién in vivo ya perdieron el acrosoma (Hino et al. 2016; Muro et

al. 2016; La Spina et al. 2016). (Figura 13)
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Escenario 1: Cerca del camulus por factores
solubles del cimulus y/o oviducto

Escenario 2: En la superficie del camulus por
la matriz del camulus v factores solubles

Escenario 3: Dentro del camulus por
factores celulares v acelulares

Acrosoma
mntacto

Escenario 4: en la superficie
de la ZP por ZP3

@@G)@@
0epORd ® @@
2 % oS

Cumulus Oophorus

@@@%@@ @

Zona Pellucida

Acrosoma
reaccionado

Figura 13 Sitios de ocurrencia de la reaccion acrosomal. Los escenarios 1 a 4 ilustran los
posibles lugares en los cuales los espermatozoides pueden experimentar la exocitosis
acrosomal mientras viajan al sitio de fertilizacion. (Buffone, Hirohashi, and Gerton 2014).

Ademas de ser importante para la penetracion de la ZP, la RA seria un evento crucial para
la fusidon de las gametas. Los espermatozoides con acrosomas intactos pueden unirse al
oolema, pero son incapaces de fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito
(Yanagimachi 1994). Existen evidencias indicando que ciertas enzimas acrosomales como la
acrosina y las metaloproteasas, liberadas durante la RA, afectarian a la membrana del
segmento ecuatorial otorgandole fusogenicidad (Diaz-Pérez and Meizel 1992; Diaz-Pérez,
Thomas, and Meizel 1988; Takano, Yanagimachi, and Urch 1993). A pesar de que este
proceso aun no es del todo conocido, los mecanismos que estan implicados en la adquisicion
de la fusogenisidad parecerian involucrar tanto la acciéon de proteinas que modifican el
citoesqueleto y las moléculas de la membrana plasmatica, asi como una reorganizacién de

las proteinas acrosomales y de la membrana plasmadtica (Cuasnicu et al. 2016). (Figura 14).
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Figura 14 Adquisicion de la fusogenicidad del segmento ecuatorial durante la RA. Diagrama
gue representa diferentes proteinas del espermatozoide que estarian involucradas en la
adquisicion de la fusogenicidad del segmento ecuatorial por alterar el citoesqueleto (como
TSSK6, en naranja); o por modificar proteinas presentes en el SE (como acrosina en rojo o
SPESP1 en azul oscuro) o por relocalizarse en el segmento ecuatorial y participar en la fusion
de gametas (como IZUMO1 en celeste, o CRISP1 en rosa, o CRISP2 en magenta). SE:
segmento ecuatorial. (Cuasnicu et al. 2016).

Hiperactivacion

La HA (Figura 15) es un patron de motilidad caracteristico descripto por primera vez en el
hamster (Yanagimachi 1970), que consiste en un movimiento flagelar vigoroso observado
tanto in vivo, en el sitio de la fertilizacién, como in vitro, en todas las especies estudiadas
(Yanagimachi 1994). El movimiento hiperactivado se caracteriza por un incremento en la
velocidad, una disminucién en la linealidad, y un aumento de la amplitud de desplazamiento
lateral de la cabeza, sumados a movimientos del flagelo similares a latigazos en medios de

baja viscosidad (Suarez 1996; Suarez and Dai 1992).

Se han sugerido varios roles potenciales para este tipo de motilidad. Por un lado, el
espermatozoide hiperactivado penetra mas eficientemente las sustancias viscoelasticas
(Suarez 1996), permitiéndole penetrar el medio ambiente viscoso del fluido oviductal v,
posteriormente, durante la interaccién con el ovocito, penetrar a través de la matriz

extracelular del cumulus oophorus y de la ZP. Por otro lado, la HA podria ayudar a los
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espermatozoides a ascender desde el oviducto al sitio de fertilizacién, permitiéndoles
disociarse de la adhesidn transitoria que establecen con el epitelio oviductal (Ho, Collin A
Wolff, and Suarez 2009; Suarez 1996; Yanagimachi 1994). Ademas, debido a la mayor
amplitud del movimiento, la HA aumentaria la probabilidad de encuentro entre los

espermatozoides y el ovocito dentro de la ampulla (Darszon et al. 2011; Yanagimachi 1994).
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Hiperéctivado

Ratén 5 i /(D’\/ OO O
i oy N\ \Q%/\/ 2

O
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~ en el epitelio del oviducto OO %\ O

células cimulus

) Hiperactivado

Figura 15 Hiperactividad espermatica. A. Representacion de los patrones de movimiento de
un espermatozoide humano (Arriba) o de ratéon (Abajo) progresivo o hiperactivado en un
medio de baja viscosidad. B. La HA seria relevante i. para avanzar en un medio viscoso como
el tracto reproductor femenino, ii. para liberarse del epitelio del oviducto y avanzar por la
ampulla (sitio de fertilizacién), y iii. para la penetracién del cimulus y la ZP. (Darszon et al.
2011).

Si bien se supone que la HA podria estar regulada por factores presentes en el tracto
reproductor femenino en el momento de la fertilizacién, ain hoy no hay consenso respecto
a la identidad de dichos factores. Asimismo, las cascadas de sefiales que regulan la HA
tampoco han sido completamente descriptas, aunque se sabe que la alcalinizacién de los
espermatozoides, el cCAMP y el Ca** serian fundamentales para desencadenar dicho proceso.
Por otra parte, se han descripto varias enzimas y canales que podrian estar involucrados en
este proceso a juzgar por el hecho de que los ratones mutantes para algunos de dichos
factores tales como el canal CatSper y la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa son
incapaces de desencadenar la HA (Mariano G Buffone et al. 2012; Ho, Collin A. Wolff, et al.
2009).
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Quimiotaxis

Las gametas, antes de establecer el contacto fisico requerido para la fertilizacidn,
establecen un contacto quimico a distancia. Dentro de este ultimo tipo de comunicacién, se
encuadra la espermo-quimiotaxis, la que se define como el movimiento direccional de los
espermatozoides guiado por un gradiente de concentracion de moléculas atractantes,
producidas por el ovocito o el microambiente. La quimiotaxis espermatica hacia factores del
ovocito o del tracto reproductor femenino, se ha observado en especies marinas, en anfibios
y en mamiferos (Eisenbach and Kaspa 1994). Existen evidencias que indican que los
espermatozoides de humano (Eisenbach 1999), y de ratén (Giojalas and Rovasio 1998;
Oliveira et al. 1999), entre otros, responden quimiotacticamente hacia factores presentes en
el fluido folicular. El fendmeno quimiotactico se observa, generalmente, en una
subpoblacién de espermatozoides de entre 10%-20%, dependiendo de la especie, cuando el
fluido folicular se encuentra diluido entre 1.000 y 10.000 veces (Fabro et al. 2002). Este
grupo de células quimiotacticas esta constituido sdlo por espermatozoides capacitados,
siendo dicho estado quimiotactico-capacitado de caracter transitorio. Aunque se desconoce
la identidad del (los) atractante(s) presente(s) en el fluido folicular, se ha sugerido como
posibles candidatos, al aldehido aromatico bourgeonal que activa los receptores olfatorios
OR1D2 en el espermatozoide (Gakamsky, Armon, and Eisenbach 2009; Spehr et al. 2003), a
péptidos pequeiios de hasta 8 kDa denominados quemoquinas, tales como RANTES, CCL7
(Isobe et al. 2002; Tamba et al. 2008) y a la hormona esteroidea progesterona (Guidobaldi et
al. 2012; Teves et al. 2006). En ese sentido, es sabido que la progesterona regula los canales
de calcio “CatSper” presentes en el flagelo de los espermatozoides humanos, abriendo la
posibilidad de que dichos canales también estén involucrados en la regulacidn de las sefiales
de calcio del flagelo durante la quimiotaxis (Lishko et al. 2011). Mas recientemente, nuestro
laboratorio describié que la proteina CRISP1 exhibe capacidad de orientar a los
espermatozoides como asi también de inhibir CatSper y la HA (Ernesto et al. 2015). Esto se

describe en mas detalle en la seccién correspondiente a las proteinas CRISP.
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FERTILIZACION

Una vez que el espermatozoide logra alcanzar al ovocito, se desencadena el proceso de
fertilizacion, el cual, en mamiferos, ocurre generalmente en la ampulla del oviducto. En
dicho lugar, el ovocito se encuentra rodeado por la ZP y por las células del cumulus. El
espermatozoide capacitado deberd atravesar las diferentes envolturas para contactarse y
fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito. Dicho proceso involucra interacciones
célula-matriz (espermatozoide-cumulus oophorus y espermatozoide-ZP) y célula-célula
(membranas plasmaticas del espermatozoide y del ovocito), mediadas por moléculas
presentes en ambas gametas, y culmina con la fusidn de las membranas y la formacién de un

nuevo individuo. En la Figura 16 se esquematizan estas etapas.

Unidnala ZP

Penetracion de la ZP Fusion de membranas

Figura 16 Etapas de la fertilizacion.

Penetracion del cumulus oophorus

Como se describiera anteriormente, los componentes predominantes de la matriz del
cumulus son el acido hialurénico y otros glicosaminoglicanos que le proveerian a dicha
estructura las propiedades viscoelasticas que lo caracterizan. Por lo tanto, los

45



INTRODUCCION

espermatozoides que se aproximan al ovocito durante la fertilizacion deben avanzar a través

de la matriz presente entre las células del cimulus para alcanzar al ovocito.

AuUn existe controversia respecto a los mecanismos celulares y moleculares que tienen
lugar durante la penetracion del cuimulus. Algunas evidencias han sugerido que los
espermatozoides poseerian hialuronidasas asociadas a la superficie de los mismos, y que
estas enzimas serian las que ayudarian al pasaje a través del cimulus (Florman and Fissore
2014; Talbot 1985). En este sentido, se ha descripto que SPAM1 (sperm adhesion molecule
1, originalmente denominada PH-20), de origen testicular, presenta actividad de
hialuronidasa en las diferentes especies en las que ha sido detectada (Cherr et al. 1996;
Gmachl et al. 1993; Lin et al. 1994; Primakoff, Hyatt, and Myles 1985). La relevancia de esta
proteina para la penetracién del cimulus ha sido replanteada en vista de que los ratones KO
para SPAM1 son fértiles a pesar de sufrir un retardo en la dispersion del cimulus respecto
de los animales controles (Baba et al. 2002). En ese trabajo, se reveld la presencia de otra
proteina con actividad hialuronidasa denominada HYALS5, presente en las membranas
plasmatica y acrosomal de espermatozoides epididimarios de ratén. Posteriormente, los
autores postularon la existencia de una redundancia en cuanto a la funcién de SPAM1 y
HYALS por la cual HYALS estaria compensando la funcion de SPAM1 en los animales KO
antes descriptos (Kim et al. 2005). Mas aun, la reciente generacion de ratones doble KO para
SPAM1 vy las serinproteasas TESP5 o acrosina sugieren que ambas proteinas actuarian
cooperativamente junto a SPAM1 en la penetraciéon del cdmulus (ZHOU, KANG, and BABA
2012). El modelo de exocitosis acrosomal descripto anteriormente postula que, durante el
avance de los espermatozoides hacia el ovocito, se produciria una liberacidon parcial de
enzimas acrosomales, previa a la vesiculizacion completa del acrosoma, que seria
responsable de degradar la matriz y permitir al espermatozoide avanzar entre las células del
cumulus. Por otra parte, y tal como se mencionara anteriormente, la HA podria ser
importante para que los espermatozoides puedan moverse a través de la matriz extracelular

del camulus y lograr penetrarlo hasta, finalmente, llegar al ovocito (Puga Molina et al. 2018).
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Interaccién espermatozoide-zona peltcida

Luego de haber penetrado el cumulus oophorus, el espermatozoide se encuentra con la
ZP a la cual se une por la interaccién entre moléculas presentes tanto en la superficie del

espermatozoide como en la ZP.

Actualmente, existe controversia en lo que respecta a la etapa de union del
espermatozoide a la ZP. Basdndose en evidencias provenientes de estudios en el ratdn,
originalmente se habia propuesto un modelo de adhesion entre el espermatozoide y la ZP
gue constaba de dos etapas (Wassarman 1988a): 1) una unidn primaria del espermatozoide
intacto con la ZP, mas especificamente a través de los carbohidratos de ZP3,
desencadendndose asi la RA, y 2) una union secundaria del espermatozoide reaccionado, a
través de ZP2. Sin embargo, este modelo ha sido cuestionado por otros autores que
proponen un nuevo mecanismo de interaccion entre el espermatozoide y una estructura
supramolecular compuesta por ZP2 y ZP3, en lugar de la interaccién con una Unica
glicoproteina en particular (Hoodbhoy and Dean 2004; Rankin et al. 2003). Observaciones
posteriores mostraron que solo el estado de la ZP2 seria importante para penetrar la ZP. De
esta manera, una ZP2 intacta facilitaria el paso del espermatozoide a través de la ZP
mientras que una ZP2 clivada impediria dicha penetracién (Avella, Baibakov, and Dean 2014;
Avella, Xiong, and Dean 2013). Mas aun, y como se mencionara anteriormente, las
evidencias actuales apoyan la idea de que el espermatozoide sufriria la RA antes de alcanzar

la ZP, llegando ya reaccionado a interactuar con la ZP.

En cuanto a las moléculas del espermatozoide responsables de la unién con la ZP, se han
sugerido algunas proteinas tales como SPAM1 (Myles and Primakoff 1997; Yudin et al. 1999)
y proacrosina/acrosina (Furlong et al. 2000; Lea et al. 1996). Estudios con animales KO para
acrosina han replanteado el papel de esta enzima en el proceso de fertilizacién ya que los
machos carentes de la misma son fértiles (Baba et al. 1994). No obstante, una combinacion
de estudios posteriores a nivel genético, bioquimico y funcional apoya la hipétesis que la
interaccion proacrosina/acrosina con ZP2 seria importante para la unién del espermatozoide
reaccionado a la ZP, postulando la existencia de otras proteasas que pudieran reemplazar a

proacrosina/acrosina en los animales KO (Howes and Jones 2002).
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Otra de las proteinas implicadas en la unién del espermatozoide a la ZP es ADAM3, la cual
forma parte de la familia de proteinas denominada ADAM (a disintegrin and a
metalloprotease domain), compuesta por alrededor de 40 miembros (Kim et al. 2006). Si
bien los estudios previos in vitro postulaban a esta proteina como mediadora del proceso de
fusion, los ratones macho KO exhibieron una capacidad de fusidén normal pero resultaron
infértiles debido a una unidn deficiente entre los espermatozoides y la ZP (Nishimura et al.
2004; Shamsadin et al. 1999) y fallas en la migracién de los espermatozoides al oviducto
(Yamaguchi et al. 2006). Otros estudios indican que el complejo ADAM1a/ADAM?2 seria
esencial para la correcta localizacion de ADAM3 en la superficie del espermatozoide, y
ADAM3 seria la molécula requerida para la unién espermatozoide-ZP (Kim et al. 2006). Sin
embargo, se ha reportado que los espermatozoides KO para estas proteinas ADAM tienen la
capacidad de fertilizar ovocitos rodeados de cimulus al inseminarlos directamente dentro
de la ampulla, salteando la migracion de la unidon UTJ, indicando que la etapa de unién a la
ZP podria no ser importante en la interaccidon espermatozoide-ovocito in vivo (Okabe 2013).
El mismo fenotipo se ha descripto para ratones KO para la proteina epididimaria RNasa 10

(Krutskikh et al. 2012).

La interaccion entre el espermatozoide y la ZP continla con la etapa de penetracién de la
ZP para la cual se han propuesto dos hipodtesis (Yanagimachi 1994). Una de ellas, la hipdtesis
“enzimatica”, sostiene que el pasaje a través de la ZP seria dependiente de la accion de
enzimas presentes en el acrosoma. Segun esta teoria, la mayoria de dichas enzimas serian
liberadas sobre la superficie de la ZP durante la RA, provocando la hidrdlisis de la porcién de
la ZP que rodea al espermatozoide y haciendo mds permeable a la misma. Otras enzimas
permanecerian unidas a la membrana acrosomal interna y serian las responsables de
procesar a las moléculas de ZP2 a las que el espermatozoide se hubiera unido, permitiendo
asi el avance a través de la ZP. La segunda hipdtesis, denominada “mecdnica” propone que
el contacto con la ZP llevaria a la exposicidon del perforatorium, una estructura rigida del
espermatozoide que, conjuntamente con la fuerza mecanica aportada por la HA, permitiria
la penetracidn de la ZP. Esta hipdtesis ha sido respaldada fuertemente por las caracteristicas
estructurales y funcionales de la cabeza de los espermatozoides de los mamiferos
euterianos, incluyendo la rigidez del nicleo, la forma aplanada de la cabeza, el perfil filoso

del perforatorium vy la rigidez de la membrana acrosomal interna (J. Michael Bedford 2004).
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La penetracion de la ZP es la etapa mas especie-especifica del proceso de fertilizacion ya
gue un espermatozoide es capaz de penetrar solo la ZP de un ovocito de la misma especie. Si
bien se conoce la existencia de casos de mamiferos hibridos provenientes de dos especies
diferentes (ledn y tigre, asno y caballo, entre otros), en general la reproduccion
interespecifica no tiene lugar tanto por factores comportamentales y anatdmicos como por
las barreras celulares tales como la ZP (Hanada and Chang 1972). Al respecto, en el modelo
de animales quiméricos donde ZP2 y ZP3 del ratdn han sido reemplazadas por las proteinas
humanas, se observd que los ovocitos fueron fertilizados por espermatozoides de ratén pero
no asi de humanos, sugiriendo que los oligosacaridos unidos, mas que la secuencia peptidica
en si misma, serian los responsables de la especie especificidad (Rankin et al. 2003). Por otra
parte, cada vez existe mds consenso de que la unién a la ZP y la especie-especificidad no
estdn dadas por una sola proteina sino por varias, concepto también apoyado por la
observacién de la agregacion de varias proteinas que participan en la interaccion
espermatozoide-ZP localizadas en la regién de la cabeza del espermatozoide por donde

ocurre dicha interaccién (Reid et al. 2011).

Fusion del espermatozoide con el ovocito

Una vez que el espermatozoide ha penetrado la ZP, rapidamente atraviesa el espacio
perivitelino, microambiente que contiene vesiculas membranosas secretadas por el ovocito
que serian capaces de interactuar con el espermatozoide favoreciendo su capacidad
fusogénica (Miyado et al. 2008). A continuacidn, tiene lugar la fusién entre las membranas
plasmaticas del espermatozoide y el ovocito, solo luego de lo cual un ovocito puede
considerarse fertilizado. La fusidon espermatozoide-ovocito comprende dos fases de
interaccion entre las membranas de ambas gametas: una primera de unién, y una segunda
de fusion, propiamente dicha. Este proceso comienza con la unién de la cabeza del
espermatozoide a la membrana plasmatica del ovocito y, luego de un breve periodo que
varia segun la especie, se produce la fusién entre la membrana plasmatica del segmento
ecuatorial y las microvellosidades del oolema y una abrupta declinacién o cesacién del
movimiento de la cola del espermatozoide (Gaddum-Rosse 1985). Finalmente, todo el
espermatozoide es gradualmente incorporado al citoplasma del ovocito (Shalgi and Phillips

1980). La parte posterior de la cabeza y la cola son incorporadas a través de un proceso de
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fusién de membranas, mientras que la regidn anterior de la cabeza es incorporada al

citoplasma de un modo similar a la fagocitosis. (Figura 17).

£

Figura 17 Fusidon espermatozoide-ovocito. Se muestra un esquema de los eventos
involucrados en el proceso de fusion de gametas. (A) Inicio de la interaccion entre el
segmento ecuatorial y el oolema, (B) Fusidn de algunos puntos, (C) la membrana del ovocito
rodea la parte anterior de la cabeza, (D) se incorpora el espermatozoide al ooplasma
mediante fusion de la parte posterior de cabeza y la cola, y fagocitosis de la parte anterior.
ma int: membrana acrosomal interna, SE: segmento ecuatorial (Yanagimachi 1994).

Los dominios de membrana involucrados en la fusién son restringidos en ambas gametas
ya que no toda la membrana plasmatica es fusogénica. Tal como se mencionara
anteriormente, el ovocito de roedores se encuentra recubierto de microvellosidades en toda
su superficie, con excepcién del area que recubre al huso meiético (Ebensperger and Barros
1984) y a través de la cual raramente ocurre la fusién (Ebensperger and Barros 1984;
Johnson et al. 1975). En el caso del espermatozoide, es aceptado que la membrana
plasmatica que cubre al segmento ecuatorial es la que primero se fusiona con el ovocito
(Arts et al. 1993; Yanagimachi and Bhattacharyya 1988). Si bien se creia que la motilidad no
era un requisito para la fusién, mas recientemente se ha propuesto que un tipo de motilidad
sutil seria necesaria para estimular la fusion de las membranas (Ravaux et al. 2016). Por otro

lado, la RA es un requisito fundamental para la ocurrencia de la fusidon ya que solo luego de
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dicha reaccioén, el segmento ecuatorial adquiere propiedades fusogénicas de modo que los
espermatozoides no reaccionados (intactos) son incapaces de fusionarse con el oolema

(Yanagimachi 1994).

En cuanto a la especificidad de especie del proceso de fusidn de gametas, la misma es
menos restringida que para la penetraciéon de la ZP. La fusidon de gametas heterdlogas es
posible, en algunos casos, pero solo con gametas provenientes de determinadas especies, y
no siempre en ambas direcciones. Como ejemplo, los ovocitos de rata pueden ser
penetrados heterdlogamente por espermatozoides de ratén, pero los ovocitos de ratén no
pueden ser penetrados por espermatozoides de rata (Yanagimachi 1994). En el caso del
ovocito de hamster, al remover la ZP, el mismo puede ser penetrado por espermatozoides

de distintas especies inclusive de la especie humana (OMS, 2010).

Si bien el proceso de fusidon es un punto clave de la fertilizacion, es muy escasa la
informacién disponible sobre los mecanismos moleculares involucrados en esta etapa. Al
igual que ocurre para la unién a la ZP, la fusion estd mediada por la interacciéon de moléculas
complementarias localizadas en los dominios fusogénicos especificos de las membranas de
ambas gametas. En cuanto a los componentes de la membrana del ovocito, las integrinas
fueron las primeras moléculas postuladas como mediadoras del proceso de fusidn, por
tratarse de ligandos especificos de proteinas presentes en el espermatozoide ya
involucradas en este proceso. La integrina a6B1, una de las principales en la superficie del
ovocito, fue originalmente propuesta como la responsable de la uniéon espermatozoide-
ovocito (Almeida et al. 1995; Bigler et al. 2000). Sin embargo, el hecho de que animales KO
para esta integrina fueran fértiles, cuestioné la relevancia de la misma para la fertilizacion
(Miller et al. 2000). Asimismo, la importancia de las integrinas para la fusion ha sido
replanteada en vista de un estudio en el cual utilizando diferentes combinaciones de
animales KO para integrinas y ensayos de fusidn in vitro en presencia de anticuerpos, se
demostrd que ninguna de las integrinas conocidas en la superficie del ovocito (integrina a2

a3 a5 a9 aV B3y B5) seria esencial para este proceso (He et al. 2003).

La asociacién entre la integrina a6B1 y la tetraspanina CD9 en la membrana del ovocito
de raton (Chen et al. 1999), y el hecho de que esta tetraspanina haya sido implicada en la

fusion de membranas en otros sistemas celulares (Tachibana and Hemler 1999), sugirié que
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CD9 también podria cumplir alguna funcion en el proceso de fusién de gametas. Esta
hipdtesis fue confirmada por el estudio de animales KO para CD9 (Kaji et al. 2000; Miyado et
al. 2000), demostrando que las hembras mutantes son estériles y que sus ovocitos, a pesar
de unir espermatozoides, son incapaces de fusionarse con los mismos. De acuerdo a estos
resultados, CD9 seria una de las moléculas del ovocito responsable del proceso de fusién con
el espermatozoide. Estos estudios fueron los primeros en identificar a una molécula del

ovocito esencial para la fusiéon de gametas y para la fertilidad femenina.

Por otra parte, los animales KO para proteinas del ovocito unidas al oolema via GPI
también presentan ovocitos con la fusogenicidad altamente afectada (Alfieri et al. 2003). En
este sentido, se ha identificado a la proteina receptor de folato 4 (JUNO), anclada a la
membrana del ovocito por GPIl, como esencial para la fertilizacion (Bianchi et al., 2014). Los
autores observaron que la presencia de anticuerpos anti-JUNO bloqueaba la fertilizacion de
ovocitos de ratdén sin ZP. Asimismo, las hembras KO para esta proteina resultaron infértiles y
sus ovocitos presentaron fallas en la interaccién con la membrana del espermatozoide.
Ademas, se observo que JUNO es liberada rapidamente del ovocito fertilizado contenida en
vesiculas, contribuyendo al mecanismo de bloqueo de polispermia (Bianchi et al. 2014). En
este sentido, en los ovocitos activados partenogenéticamente mediante la exposicion a
compuestos farmacoldgicos tales como el Sr2+, no se produce la salida de JUNO del interior

celular.

Respecto a las moléculas del espermatozoide implicadas en fusion hasta el momento solo
IZUMO1 resulté ser completamente esencial para la fusiéon. La proteina 1ZUMO1,
corresponde a un miembro de expresidn testicular de la familia de inmunoglobulinas IgSF
localizado en el acrosoma del espermatozoide (Inoue et al. 2005). La relevancia de esta
proteina para la fertilidad y su rol en el proceso de fusién fueron confirmados mediante el
analisis de los animales KO para IZUMO mostrando que los machos mutantes son estériles
debido a que tienen comprometida la capacidad fusogénica de sus espermatozoides (Inoue
et al. 2005). En este sentido, resultados utilizando ratones KO para Tssk6 (testis-specific
serine kinase 6) mostraron que sus espermatozoides eran incapaces de fusionarse con el
ovocito debido a que la proteina IZUMO no se redistribuia correctamente (Sosnik et al.
2009). Estudios posteriores identificaron a la proteina recién mencionada JUNO como

receptor de IZUMO1 en la membrana del ovocito (Bianchi et al. 2014). La unién 1IZUMO1-
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JUNO estaria conservada en distintas especies de mamiferos tales como humano y cerdo. La
interaccion entre estas dos proteinas seria de baja afinidad y ocurriria en los primeros pasos
del proceso de fusién, que iniciaria la formacién de un agregado molecular o clustering de
alta afinidad y robusto entre ambas membranas formado por CD9 e IZUMOL. Por lo tanto, la
correcta interaccién entre las moléculas JUNO-IZUMO1 estaria fortalecida por Ia
tetraspanina CD9 (Chalbi et al. 2014), la cual fue propuesta previamente como organizadora
de las microdominios implicados en la fusién de membranas (Hemler 2005). Mds aun, se ha
demostrado que la proteina IZUMO de espermatozoides humanos tiene la capacidad de
interactuar con la molécula JUNO presente en ovocitos de hamsters, siendo este el posible
mecanismo por el cual los ovocitos de dicha especie pueden ser penetrados y fusionarse con
espermatozoides humanos (Bianchi & Wright, 2015). Luego de ocurrida la fusién, se observa

una pérdida progresiva de la marca correspondiente a IZUMO1 (Satouh et al. 2012).

Si bien, como se ha explicado, se han descripto proteinas de ambas gametas que son
relevantes y/o esenciales para la etapa de fusién de gametas, ninguna de ellas es suficiente
como para inducir la fusién de membranas (Wright and Bianchi 2016). Recientemente se ha
identificado a HAP2 de plantas como el primer fuségeno sexual, formando parte de una
super-familia de proteinas conservadas a lo largo de la evolucion denominadas Fusexinas
(fusion proteins essential for sexual reproduction and exoplasmic merger of plasma
membranes) (Valansi et al. 2017) abriendo la posibilidad de que el fuségeno aun no

identificado en mamiferos pertenezca a dicha familia.

Mas alld del par 1IZUMO-JUNO, se han descripto varias proteinas del espermatozoide
involucradas en el proceso de fusién (Cuasnicu et al. 2016) entre las cuales se encuentran las

proteinas CRISP que se describen en detalle en la proxima seccion.
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ACTIVACION DEL OVOCITO Y DESARROLLO PREIMPLANTATORIO

Luego de la fusiéon con el espermatozoide, el ovocito inicia una serie de eventos
morfolégicos y bioquimicos que involucran el reinicio de la actividad del mismo. Luego de
este proceso denominado activacidn, le sigue el desarrollo embrionario preimplantatorio, el
cual en una primera etapa ocurre bajo silencio transcripcional, e involucra la migracién y
fusién de los pronucleos materno y paterno, la reprogramacién genética y epigenética, la
activacion del genoma embrionario y una serie de divisiones mitéticas que resultan en la
formacion de una moérula compacta, que luego dard origen al blastocisto (Ramathal, Reijo
Pera, and Chavez 2014). De forma mas detallada, unos segundos luego de que la fusién ha
ocurrido se produce un aumento transitorio de los niveles de Ca** citoplasmatico en el
ovocito (Yanagimachi 1994) desencadenando la activacién del mismo. Los indicadores mas
visibles de la activacion son la exocitosis de los granulos corticales y el reinicio de la meiosis.

En la region cortical del ovocito maduro, por debajo de la zona de microvellosidades,
se encuentran los granulos corticales, pequefias organelas esféricas rodeadas de
membrana que contienen mucopolisacaridos y diversas enzimas (Ducibella 1991). Pocos
minutos luego de producida la fusién, mas del 95% de los granulos corticales han sido
expulsados por exocitosis (Ducibella 1991; Hoodbhoy and Dean 2004). Su funcidn es
modificar la ZP, como asi también el oolema de forma tal de prevenir la polispermia. En
este sentido, se ha descripto que la proteina ovastacina presente en estos granulos,
estaria involucrada en el clivaje de ZP2, generando en consecuencia, la modificacién en la
ZP (Burkart et al. 2012) mientras que, como se mencionara anteriormente, la proteina

Juno se liberaria de la membrana plasmdtica del ovocito (Bianchi et al. 2014).

En paralelo, ocurre el reinicio de la meiosis, razén por la cual es liberado el segundo
corpusculo polar y el complemento haploide se transforma en el pronucleo femenino. A su
vez, el nucleo del espermatozoide se decondensa y se transforma en el prondcleo masculino.
Una vez que los pronucleos han completado su desarrollo, migran al centro del ovocito, sus
envolturas nucleares se desintegran y los cromosomas se unen (singamia) para dar lugar a la

primera divisién mitética.

La mitosis continla durante el desarrollo preimplantatorio hasta que ocurre la

compactacién (en el estadio de 8 6 16 células en el ratén o el humano, respectivamente)
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para formar la morula (Mulnard and Huygens 1978), siendo la primera indicacién
morfoldgica de una disrupcidn en la simetria radial durante el desarrollo. Una vez ocurrida la
compactacién y polarizacion, las divisiones subsecuentes y el destino de las células hijas
estan determinados por la orientacién del plano de clivaje (Johnson and Ziomek 1981;
Sutherland, Speed, and Calarco 1990). A través de divisiones simétricas y asimétricas se
generan a continuacién dos poblaciones celulares distintivas: las células interiores formaran
el macizo celular interno (MCI), mientras que las exteriores contribuiran al trofectodermo.
Este proceso termina con la formacion del blastocisto que comprende una cavidad llena de
liquido denominada blastocele y el MCI rodeado de células del trofectodermo (Figura 18).
Mientras que el MCI dard lugar al embridn, el trofectodermo formara las porciones fetales
de la placenta mas tarde en el desarrollo (Edwards et al. 1981). Finalmente, como parte de la
preparacion para su implantacién en el Utero, el blastocisto eclosiona de la ZP, permitiendo
asi el crecimiento y desarrollo del embrién, y el acceso de las células del trofectodermo al

epitelio uterino para su adhesion.

Figura 18 Desarrollo embrionario preimplantatorio. Microfotografias correspondientes a
embriones humanos de una (A), dos (B), cuatro (C) y ocho (D) células, mérulas (E) y
blastocistos (F). MCl: Macizo celular interno. Los estadios mostrados son representativos de
los mamiferos en general.
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LAS PROTEINAS CRISP Y SU ROL EN LA REPRODUCION

Como se mencionara anteriormente, una de las familias de proteinas propuestas como
mediadoras del proceso de fertilizacion es la familia CRISP. Las CRISP (Cysteine-Rich
Secretory Proteins), como su nombre lo indica, son proteinas secretorias ricas en cisteinas
gue se caracterizan por tener 16 cisteinas conservadas, 10 de las cuales se encuentran en el
dominio C-terminal de la molécula (Gerard M Gibbs, Roelants, and O’Bryan 2008). Estudios
de cristalografia indican que todos los miembros de la familia presentan una estructura
general caracterizada por la presencia de dos dominios definidos: el domino C-terminal
denominado CRD (Cysteine Rich Domain), de aproximadamente 6 kDa, y el N-terminal
llamado Pathogenesis Related 1 (PR-1) o dominio CAP de aproximadamente 21 kDa (Gibbs et
al. 2006; Gerard M Gibbs et al. 2008; Guo et al. 2005). El CRD, a su vez, estd compuesto por
dos regiones: el Hinge y el ICR (lon Channel Regulator). De acuerdo a las evidencias
obtenidas hasta el momento, se ha sugerido que cada uno de los dos dominios tendria
funciones bioldgicas independientes. Mientras se ha encontrado que el dominio CRD de
varias proteinas CRISP, a través de su regién ICR, presentaria la capacidad de regular canales
idnicos (Ernesto et al. 2015; Gibbs et al. 2006, 2011; Guo et al. 2005), las evidencias indican
gue el dominio N-terminal participaria en la interaccidon entre membranas (Ellerman et al.
2006; Maeda, Nishida, and Nakanishi 1999). Por otra parte, el dominio CRD se conecta a
través del Hinge con el PR-1, no existiendo ningun otro contacto ente el PR-1y el ICR (Gerard

M Gibbs et al. 2008). (Figura 19).

Dominio PR-1 Dominio CRD
Hinge ICR
Interaccion con membranas Regulacion de canales

Figura 19 Estructura de las CRISP. Representacion esquemadtica de los dominios
estructurales de las proteinas de la familia CRISP y su relacién con las funciones propuestas.
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Las familia CRISP junto a otras dos familias denominadas AG5 (Antigen 5) y PR-1 (y PR-1
(Pathogenesis-Related Protein 1), conforman la superfamilia denominada CAP (CRISP, AG5,
PR-1) cuyos miembros tienen en comun al dominio PR-1, y estan presentes desde
procariotas hasta eucariotas, incluyendo hongos, plantas, y diversos grupos de animales
como insectos, reptiles y mamiferos (Abraham and Chandler 2017; Gerard M Gibbs et al.
2008) donde se ha propuesto que cumplen roles en reproduccion, en defensa contra

patégenos y en toxicidad (Gerard M Gibbs et al. 2008).

La familia de proteinas CRISP surgid a partir de la adicion del Hinge y del ICR al dominio
PR-1 ancestral y se encuentra presente en algunos invertebrados tales como los insectos asi
como en toda clase de vertebrados (Abraham and Chandler 2017). Hasta el momento, las
especies de mamiferos que han sido estudiadas presentan entre tres y cuatro genes distintos
gue codifican para proteinas CRISP. Dichos genes presentan un alto grado de conservacion
entre ellos en comparacién con sus homédlogos de reptiles (Sunagar et al. 2012). Si bien las
relaciones evolutivas entre las CRISP de mamiferos aun se encuentran en debate, en un
proyecto en colaboracion con el Dr. Eduardo Roldan (Espafia) hemos establecido parte de la

historia evolutiva de la familia (Arevalo et al. n.d.). (Figura 20).
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Figura 20 Relacion evolutiva entre proteinas CRISP en diferentes especies de mamiferos.
Esquema que indica la presencia de genes Crisp en diferentes especies de mamiferos, su
localizacién en el genoma y porcentajes de identidad entre algunas de ellos. Los diferentes
colores seialan los ortélogos directos (Arévalo et al., en revisidn).
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Las CRISP de mamiferos estdn presentes, mayoritariamente, en el tracto reproductor
masculino: CRISP1 sintetizada en el epididimo, CRISP2, de origen testicular, CRISP3, presente
en o6rganos reproductivos y no reproductivos, y CRISP4 también de origen epididimario
(Gerard M Gibbs et al. 2008). Las evidencias encontradas hasta el momento parecen indicar
qgue las proteinas CRISP “escoltarian” a los espermatozoides en todo momento desde su
produccidn en el testiculo, continuando con su maduracidn en el epididimo, su contacto con
las secreciones de las glandulas sexuales accesorias durante la eyaculacidn, su capacitaciéon
en el tracto femenino, su llegada al ovocito vy, finalmente, su participacion en las diferentes

etapas del proceso de fertilizacion.

A continuacidn, haremos una descripcion de cada una estas proteinas.

Proteina CRISP1

La proteina CRISP1, el primer miembro descripto de la familia, ha sido identificada,
caracterizada y purificada en nuestro grupo (Cameo and Blaquier 1976; Garberi et al. 1979;
Garberi, Fontana, and Blaquier 1982) utilizando a la rata como modelo experimental. CRISP1,
una de las principales glicoproteinas secretadas por el epididimo en dicha especie, es
sintetizada en forma andrégeno-dependiente (Kohane, Pifieiro, and Blaquier 1983) y se
asocia a los espermatozoides a medida que los mismos transitan por el epididimo (Kohane,
Cameo, et al. 1980). Resultados posteriores de nuestro grupo indicaron la existencia de dos
poblaciones asociadas a la superficie del espermatozoide con afinidades diferentes: una
poblacién mayoritaria que se asocia en forma débil, y una poblacién minoritaria que se
asocia con alta afinidad (Cohen, Rochwerger, et al. 2000). Ademds, otros resultados
permitieron comprender mejor los mecanismos por los cuales las dos poblaciones de CRISP1
se asociarian a la membrana del espermatozoide durante la maduracién epididimaria. La
proteina CRISP1 fuertemente unida provendria de la trasferencia de la misma desde los
epididimosomas a los espermatozoides del caput epididimario (Maldera et al., 2006), y a
medida que los mismos transitan por el epididimo, se expondrian a concentraciones cada
vez mayores de CRISP1 soluble presente en el lumen, la cual se uniria débilmente a la

gameta por un mecanismo que involucra la formacion de complejos entre la proteina y el
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zinc (Maldera et al. 2011) (Figura 21). De esta manera, el espermatozoide maduro

presentaria ambas poblaciones de CRISP1 en su superficie.
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Figura 21 Asociacion de CRISP1 al espermatozoide. Esquema de los mecanismos
involucrados en la asociacion de las dos poblaciones de CRISP1 al espermatozoide durante la
maduracién epididimaria y sus funciones. CAP: capacitacion; RA: Reaccién Acrosomal; SE:
Segmento Ecuatorial.

Nuestras evidencias indican que durante la incubacién de espermatozoides en
condiciones capacitantes, se produce la liberaciéon de una gran cantidad de CRISP1 (Cohen,
Rochwerger, et al. 2000; Kohane, Gonzalez Echeverria, et al. 1980), lo cual sugiere que esta
proteina podria actuar como un factor decapacitante. En este sentido, Roberts y
colaboradores (Roberts et al. 2003) han descripto que espermatozoides de rata capacitados
en presencia de CRISP1 presentan una inhibicidn tanto en la fosforilacién de proteinas en
residuos tirosina como en la ocurrencia de la RA inducida por progesterona, ambos
fendmenos asociados a la capacitacidn. Si bien una proporcidn de CRISP1 se libera durante la
capacitaciéon, estudios de microscopia electrénica detectaron la permanencia de una
poblacién de la misma en espermatozoides reaccionados (Cameo et al. 1986).
Posteriormente, se observd que, luego de la capacitacidon tanto in vitro como in vivo, la

proteina CRISP1 migra de la regién dorsal de la cabeza del espermatozoide hacia el
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segmento ecuatorial (Rochwerger and Cuasnicu 1992). Considerando que solo las proteinas
que permanecen en el espermatozoide luego de la capacitacion y/o RA pueden estar
involucradas en la interaccién con el ovocito, en nuestro laboratorio se realizaron diversos
estudios con el fin de investigar la posible participacién de CRISP1 en la interaccién de
gametas. La exposicion de espermatozoides de rata al anticuerpo anti-CRISP1 previo a la
inseminacion intrauterina produjo una disminucién significativa en los porcentajes de
ovocitos fertilizados (Cuasnicu et al. 1984). Este resultado constituyé la primera evidencia de
la posible participacion de CRISP1 en el proceso de fertilizacidon. Estudios posteriores
demostraron que la presencia de CRISP1 purificada durante la co-incubacion de
espermatozoides y ovocitos de rata sin ZP provocaba una disminucién significativa del
porcentaje de ovocitos penetrados. La presencia de CRISP1 no afectd, sin embargo, la unién
inicial de los espermatozoides al oolema, indicando que la proteina participaria en un evento
posterior a la unién de las gametas y conducente a la fusién de las membranas (Rochwerger
and Cuasnicu 1992). Estos resultados sugerian la existencia de sitios de union para CRISP1 en
la membrana del ovocito, los cuales fueron detectados mediante experimentos de
inmunofluorescencia indirecta (IFl) en toda la superficie del ovocito, exceptuando un area
negativa correspondiente a la membrana plasmatica que recubre el huso meiético y por la
cual raramente ocurre la fusién. Estudios posteriores, utilizando la proteina CRISP1 nativa
deglicosilada, la proteina recombinante expresada en un sistema procariético y una serie de
fragmentos recombinantes, indicaron no solo que los carbohidratos no serian esenciales
para el rol de la proteina en fusion (Ellerman et al. 2002) sino también que la regién
comprendida entre los aminodcidos 114-159 del dominio PR-1 mantendria la actividad
bioldgica de la proteina completa. Un hallazgo muy interesante fue el hecho de que esta
secuencia de 45 aminoacidos contuviera los dos motivos caracteristicos de la familia CRISP,
denominados Signature 1 y Signature 2. El uso de péptidos sintéticos correspondientes a
estos dominios (denominados P1y P2, respectivamente) en ensayos de IFl y de fertilizacién
in vitro indicd que P2, pero no asi P1, era capaz de unirse a la superficie del ovocito e
interferir con la fusién de gametas. En conjunto, estos resultados indicaron que CRISP1 se
uniria al ovocito a través de una regién de 12 aminodacidos altamente conservada de la

familia CRISP, correspondiente al Signature 2 (Ellerman et al. 2006).
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La proteina CRISP1 de ratdn no solo presenta alta homologia con la proteina CRISP1 de
rata (Haendler et al. 1993; Mizuki and Kasahara 1992), sino también, resultados de nuestro
laboratorio han demostrado que se encuentra presente en la superficie del espermatozoide
y participa en el proceso de fusiéon espermatozoide-ovocito (Cohen, Ellerman, and Cuasnicu
2000; Da Ros et al. 2008). Mas aun, ensayos de IFl mostraron la existencia de sitios
complementarios para la proteina en la regién fusogénica del ovocito murino, tal como
previamente se habia observado para la rata (Cohen, Ellerman, et al. 2000). Mas alla de la
participacién de CRISP1 en la etapa de fusion de gametas, estudios posteriores evaluando el
efecto de anti-CRISP1 y CRISP1 en el nimero de espermatozoides unidos por ovocito
indicaron que la proteina participaria en el paso inicial de unién del espermatozoide a la ZP.
Por otra parte, ensayos de IFl indicaron que mientras CRISP1 nativa era capaz de unirse al
oolemay ala ZP (Figura 22), la proteina recombinante solo se unia al oolema, sugiriendo que
la conformacién de CRISP1, y no su glicosilacidn, seria importante para su unién a ZP (Busso,
Goldweic, et al. 2007). En conjunto, estos resultados indicaron que CRISP1 cumpliria una
doble funcidn en la interaccién de gametas participando tanto en la etapa de fusién como en

la de interaccion espermatozoide-ZP a través de sitios complementarios en el ovocito.

Figura 22 Localizacion de los sitios complementarios a CRISP1 en el ovocito.
Microfotografias de un ovocito de ratén con ZP con marca fluorescente correspondiente a
los sitios de unidn de CRISP1 nativa (A y B) y de CRISP1 recombinante (C y D) tanto en la ZP
(punta de flecha) como en el oolema (flecha) (Busso, Cohen, et al. 2007).
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Por otro lado, se ha descripto una proteina humana denominada ARP o hCRISP1 (Hayashi
et al. 1996; Kratzschmar et al. 1996) con altos niveles de homologia con CRISP1 de roedor.
Resultados de nuestro grupo revelaron que hCRISP1 también se encuentra unida al
espermatozoide humano y participa en la unién del mismo a la ZP y en la fusidn de gametas
(Cohen et al. 2001; Maldera et al. 2014). Pese a que hCRISP1 seria en realidad el ortélogo
directo de CRISP4 de ratén y de rata, al momento de describir la proteina humana no se
habia identificado a CRISP4 de roedores por lo cual se le dio en nombre de hCRISP1. De
todos modos, las evidencias sugieren que hCRISP1 cumpliria el papel de homdlogo funcional
tanto de CRISP1 como de CRISP4 de roedores. Considerando que los humanos poseen solo
tres proteinas CRISP (hCRISP1, hCRISP2 y hCRISP3), se ha propuesto que hCRISP1, altamente
expresada en el epididimo, seria la equivalente a la combinacion de las proteinas

epididimarias de ratén CRISP1 y CRISP4 (Jalkanen, Huhtaniemi, and Poutanen 2005).

Ademas de su participacidn en el proceso de fertilizacion, CRISP1 resulté relevante para la
fertilidad de un individuo a juzgar por experimentos indicando que la inmunizacidn activa de
ratas machos y hembras con CRISP1 era capaz de producir anticuerpos especificos contra la
proteina como asi también una inhibicién significativa de la fertilidad en ambos sexos
(Martinez, Conesa, and Cuasnicu 1995). Estudios posteriores indicaron que dicho efecto
ocurriria a través de un mecanismo especifico que involucra la entrada de los anticuerpos al
tracto reproductivo, su asociaciéon a los espermatozoides, y la posterior inhibicién de su
capacidad fertilizante sin provocar efectos patoldgicos (Ellerman et al. 1998). Estos
resultados indicaron la relevancia de CRISP1 para la fertilidad de un individuo como asi
también el potencial uso de esta proteina para el desarrollo de métodos de regulacion de la
fertilidad. En este sentido, en nuestro grupo también evaluamos si la inmunizacién con
hCRISP1 recombinante generaba una respuesta inmune especifica en primates no humanos,
observandose una respuesta inmune especifica en monos de ambos sexos. Los sueros
inmunes fueron capaces de reconocer a la proteina nativa de mono tanto en extractos
proteicos de espermatozoides por WB como sobre espermatozoides frescos por IFl. Ademas,
ensayos de ELISA e IFl indicaron que los anticuerpos anti-hCRISP1 no solo se encontraban
presentes en el plasma seminal sino también unidos a los espermatozoides provenientes de

animales inmunizados con hCRISP1, sin observarse efectos sobre el nimero, morfologia y
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motilidad de dichos espermatozoides, excluyendo asi posibles efectos deletéreos de la
inmunizacion (Ellerman et al. 2010). Estos resultados sugieren que los anticuerpos anti-
hCRISP1 podrian estar involucrados en inmuno-infertilidad abriendo la posibilidad de utilizar

a la proteina hCRISP1 para el desarrollo de métodos de regulacidn de la fertilidad.

Con el fin de investigar mas profundamente la relevancia de CRISP1 para la fertilidad, en
el laboratorio se generd una linea de ratones KO para dicha proteina mediante estrategias
de recombinacion homodloga. De esta manera, se logré establecer una colonia de animales
deficientes en CRISP1 con un fondo genético mixto (129/SvEvxC57B/6) que constituyeron los
primeros animales KO producidos para una proteina de la familia CRISP. El analisis del
fenotipo de los animales carentes de CRISP1 mostré que los mismos eran normales en
cuanto a su viabilidad y crecimiento, y no presentaban diferencias en su fertilidad respecto a
los animales control. Sin embargo, el analisis de diversos parametros funcionales de los
espermatozoides reveld que, si bien los mismos presentaban una motilidad, viabilidad y RA
normal, exhibian una marcada disminuciéon en el nivel de pTyr, evento clave dentro del
proceso de capacitacion (Da Ros et al.,, 2008) asi como en los porcentajes de HA (Weigel
Mufoz et al. 2018). Ademas, los machos de una nueva colonia KO para CRISP1 (KO C1) con
fondo genético homogéneo C57BL/6 presentaron defectos en otros parametros tales como

la motilidad y la RA inducida (Weigel Mufoz et al. 2018).

En relacion a la capacidad fertilizante, se observé que los espermatozoides de los
animales carentes de CRISP1, ya sea de fondo genético homogéneo o hibrido, fueron
capaces de fertilizar in vitro un porcentaje de ovocitos similar al de los espermatozoides
control cuando los ovocitos se encontraban rodeados de células de cimulus. Sin embargo, al
remover estas células, los espermatozoides KO mostraron una capacidad fertilizante
significativamente menor que los controles, sin acumulacién de espermatozoides en el
espacio perivitelino, apoyando la participacion de CRISP1 en la interaccién espermatozoide-
ZP. Mas aun, en concordancia con el rol propuesto para la proteina en la etapa de fusién de
gametas, los ensayos de fertilizacidn in vitro utilizando ovocitos sin ZP mostraron una
disminucién significativa en la capacidad fusogénica de los espermatozoides mutantes (Da
Ros et al. 2008). Para explorar la posibilidad de que otras proteinas CRISP estuvieran
compensando la ausencia de CRISP1 en el animal KO, se investigd el efecto inhibitorio in

vitro tanto de la proteina CRISP1 de rata como de otras proteinas CRISP en la capacidad
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fusogénica de espermatozoides KO. La idea de estos experimentos radicaba en que, si la
presencia de la proteina CRISP soluble inhibia aun mds la capacidad fusogénica del
espermatozoide KO, dicho espermatozoide se estaria uniendo, probablemente, al mismo
sitio complementario de CRISP1 en el oolema, pero a través de otra proteina del
espermatozoide. El hallazgo de que las proteinas CRISP1 y CRISP2 pero no asi la proteina
hCRISP1, redujeran significativamente aun mas la capacidad fusogénica de los
espermatozoides KO, apoy6 la idea de que otra proteina homéloga a CRISP1, y con un S2
muy similar tal como CRISP2 estaria involucrada en la fusidn de gametas, cooperando
funcionalmente con CRISP1. Tampoco se puede descartar que CRISP3 o CRISP4 se

encontraran también compensando la falta de CRISP1.

Posteriores resultados obtenidos mediante registros electrofisioldgicos en
espermatozoides de ratdon indicaron claramente que la proteina CRISP1 seria capaz de
regular los canales de calcio TRPM8 y CatSper (Ernesto et al. 2015), siendo de esta forma
CRISP1 el primer inhibidor fisiolégico descripto para el principal canal de Ca®** del
espermatozoide. Mas aln, se observaron menores niveles de Ca®" intracelular en
espermatozoides expuestos a CRISP1 a través de mediciones de microscopia en tiempo real
utilizando una sonda sensible a dicho ion (Ernesto et al. 2015), consistente con las evidencias
previas indicando que las CRISP de venenos de reptiles son capaces de regular una amplia
variedad de canales idnicos (Gerard M Gibbs et al. 2008). En conjunto, los resultados nos han
llevado a proponer que mientras la poblacién de CRISP1 fuertemente unida al
espermatozoide participaria en la interacciéon con el ovocito a través del dominio PR-1, la
proteina CRISP1 débilmente unida al espermatozoide que se libera durante la capacitacion
cumpliria un rol como factor decapacitante regulando canales de Ca’* TRPMS y CatSper, muy

probablemente, a través del dominio CRD.

Ademas de su presencia y funcién biolégica en el tracto reproductivo masculino, CRISP1
se encontraria presente a lo largo del tracto femenino incluyendo Utero, oviductos y ovarios
(Ernesto et al. 2015; Gerard M Gibbs et al. 2008). M4as aun, evidencias de nuestro laboratorio
indican que CRISP1 se expresaria en el cumulus oophorus que rodea a los ovocitos y
participaria en el proceso de fertilizacion cumpliendo un rol durante la etapa de penetracién
del cimulus a juzgar por la menor capacidad de los espermatozoides de penetrar y fertilizar

COC provenientes de hembras KO C1 (Ernesto et al. 2015). Mas especificamente, hemos
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observado que, al igual que lo reportado para la proteina CRISP homéloga en anfibios
denominada “allurina” (Burnett et al. 2012), CRISP1 actuaria como quimioatractante de
espermatozoides en mamiferos. Asimismo, la incubacién de espermatozoides en presencia
de CRISP1 provoca una disminucidén en los porcentajes de hiperactivacién probablemente
por la ya mencionada capacidad de CRISP1 de inhibir CatSper (Ernesto et al, 2015). Teniendo
en cuenta estos resultados, y evidencias que indican que para que un espermatozoide pueda
orientarse en respuesta a un quimiotractante debe bajar su HA (Armon and Eisenbach 2011;
Boryshpolets, Pérez-Cerezales, and Eisenbach 2015) postulamos que CRISP1 del cumulos
ejerceria su funcion quimioatractante a través de la modulacién de la HA de los
espermatozoides a medida que penetran el cumulus, guidndolos hacia el ovocito (Ernesto et
al. 2015). Por ultimo, existen evidencias en roedores acerca de la expresion de CRISP1 en
tejidos de secrecidn exocrina tales como las glandulas salivales y lacrimales (Eberspaecher et
al. 1995; Haendler et al. 1993, 1999) como asi también en drganos de importancia
inmunolodgica tales como el bazo y el timo (Gerard M Gibbs et al. 2008; Reddy, Gerard M
Gibbs, et al. 2008) lo cual se describird en detalle en ultima seccion acerca de las CRISP y el

sistema inmune.

Proteina CRISP2

En al afio 1987, se reportd la identificacion de una secuencia en el cromosoma 17 de
raton de expresion testicular (Kasahara, Figueroa, and Klein 1987), cuyo producto resulté
tener una alta homologia con la proteina de rata CRISP1 (Kasahara et al. 1989). La secuencia
codificante predecia una proteina secretoria rica en residuos Cys en su porcidon C-terminal a
la que se denomind Testicular Protein 1 (Tpx-1). Dada la similitud de Tpx-1 con CRISP1,
posteriormente se propuso denominarla CRISP2 (Haendler et al. 1993). A lo largo de los
afios, la proteina ha sido identificada en varias especies y con un alto grado de conservacién
de secuencia aminoacidica entre ellas (Giese et al. 2002; Hardy et al. 1988; Kasahara et al.
1989; O’Bryan et al. 1998). Mas aun, se ha demostrado que CRISP2 es la Unica CRISP que se
expresa mayoritariamente en el testiculo, no esta glicosilada y su expresidén no se encuentra

regulada por andrégenos (Gerard M Gibbs et al. 2008).

CRISP2 se encuentra en la superficie de las células espermatogénicas en el testiculo

(Maeda et al. 1998) y en el interior de los espermatozoides de distintas especies (cobayo:
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(Hardy et al. 1988; O’Bryan et al. 2001); ratén: (Busso, Goldweic, et al. 2007) y humano:
(Busso et al. 2005). Mas especificamente, se localiza dentro del acrosoma, en la pieza
conectora del cuello y en las fibras densas externas de la cola (rata y raton: (Gerard M Gibbs
et al. 2008; O’Bryan et al. 1998, 2001)). Estudios de estructura-funcién demostraron que
mientras el dominio N-terminal de la molécula exhibe actividad de unién entre células
germinales y células de Sertoli (Maeda et al. 1999), la region C-terminal es capaz de regular

el flujo del Ca®* a través de los canales rianodinicos (Gibbs et al. 2006).

A lo largo de los ultimos anos, nuestro grupo ha realizado diversos estudios con el fin de
investigar la posible participacidon de CRISP2 en la interaccion de gametas. Mediante ensayos
de extraccion proteica y de IFl, se observd que, tanto en el ratén como en el humano, CRISP2
es una proteina acrosomal que se mantiene asociada al segmento ecuatorial del
espermatozoide luego de la RA (Busso et al. 2005; Nimlamool, Bean, and Lowe-Krentz 2013).
En concordancia con la localizacién de CRISP2 en el segmento ecuatorial, nuestro grupo
mostro que esta proteina también participa en el proceso de fusidon de gametas en roedores
y en humano (Busso et al. 2005; Busso, Goldweic, et al. 2007; Mufioz et al. 2012) y en ambos
casos a través de su union a sitios complementarios en el ovocito. Mas aun, se observd que
CRISP2 se uniria a los mismos sitios en el ovocito a los que se une CRISP1 (Busso, Goldweic,
et al. 2007). La participacién de CRISP2 en fusion fue luego confirmada utilizando un modelo
de ratones KO para CRISP2 (KO C2) desarrollado por nuestro laboratorio en colaboracién con
el grupo del Dr Okabe (Universidad de Osaka, Japon) (Brukman et al. 2016). Ademas de
presentar deficiencias en su capacidad de fusidn al ovocito, los espermatozoides carentes de
CRISP2 tuvieron dificultades para penetrar la ZP asociadas a defectos en el desarrollo de la
HA durante la capacitacion. En este sentido, otro trabajo recientemente publicado donde
utilizan animales KO C2 reveld que los espermatozoides de estos animales tendrian defectos
de motilidad asociados a una rigidez de la pieza media del espermatozoide (Lim et al. 2019).
Un andlisis mas minucioso reveld que la falta de CRISP2 generaba alteraciones en los niveles
de Ca* intracelular esperméaticos que podrian explicar los defectos observados en la
capacitacién (Brukman et al. 2016). A pesar de su relevancia en varios procesos, los animales
KO C2 resultaron fértiles en condiciones de apareo normales. Sin embargo, cabe mencionar
gue se observd una bajada significativa en el porcentaje de ovocitos fertilizados in vivo

cuando los machos KO C2 se apareaban con hembras superovuladas, lo cual representa una
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condicion mas demandante que el apareo con hembras en estro. Mas aun, cuando los
animales eran sometidos a una vasectomia unilateral como modo de generar otro tipo de
condicion de exigencia, observamos que los machos KO C2 exhibian una subfertilidad no
observada en los animales Wild type (WT) vasectomizados (Brukman et al. 2016), poniendo
de manifiesto la relevancia de CRISP2 para la fertilidad. Ademas de nuestras observaciones
en roedores, diferentes trabajos sugieren que CRISP2 también seria relevante para la
fertilidad humana a juzgar por la presencia de anticuerpos anti-CRISP2 en pacientes inmuno-
infértiles con anticuerpos anti-espermatozoides en el plasma seminal (Domagata et al. 2007).
Por otro lado, se han encontrado rearreglos cromosdmicos en la regién donde se ubica el
gen de Crisp2 asociados con infertilidad en tres hermanos y en otros tres hombres no
relacionados (Olesen 2001; Paoloni-Giacobino et al. 2000). Mas aun, se hallaron menores
niveles de la proteina CRISP2 y alteraciones en su localizacion en hombres infértiles con
azoospermia o oligo-astenoteratozoospermia (Du et al. 2006) o astenozoospermia (Jing et al.
2011). Mas recientemente, un estudio retrospectivo demostré que una disminucién en la
expresiéon de CRISP2 correlacionaba con una menor motilidad progresiva y una mala
morfologia de los espermatozoides (Zhou et al. 2015). En conjunto, estas evidencias sugieren
qgue los defectos en fertilidad de los pacientes con expresion aberrante de CRISP2 podrian

ser consecuencia de una menor funcionalidad de los espermatozoides.

Proteina CRISP3

El tercer miembro de la familia CRISP fue originalmente identificado en la glandula
salival del ratén, donde se observé que el promotor del gen presentaba dos elementos de
respuesta a andrégenos (Schwidetzky, Haendler, and Schleuning 1995). A continuacidn,
se describié la expresidon del mensajero de CRISP3 en las células linfoides pre-B en el
raton (Pfisterer et al. 1996) y, se detectd su expresidn en dérganos tanto reproductivos
(proéstata, utero) como no reproductivos (timo, bazo) (Evans et al. 2015; Reddy, Gerard
M. Gibbs, et al. 2008). Posteriormente, se identific6 una glicoproteina de
aproximadamente 28 kDa homdloga a CRISP2 en la matriz de los granulos de los
neutréfilos humanos (Udby, Calafat, et al. 2002; Udby, Cowland, et al. 2002). Casi
simultdneamente, se caracterizd la expresion y distribucién de los mensajeros que
codifican para CRISP1, CRISP2 y CRISP3 en los tejidos humanos, observandose que CRISP3

se expresaba predominantemente en glandula salival, pancreas y préstata, y en menor
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proporcién en el epididimo, ovario, timo y colon (Krdtzschmar et al. 1996). A pesar de
gue las nuevas evidencias indican que CRISP3 humana seria mds cercana a CRISP1 de
ratén, el hecho de que CRISP3 de ambas especies compartieran un patron de expresion
mas amplio, que involucra dérganos del sistema inmunoldgico, llevé a considerarlas

homologas funcionales.

En el caballo se ha observado que CRISP3, originalmente denominada HSP-3, es una
proteina abundante del plasma seminal (aproximadamente 1 mg / ml) la cual se produce,
principalmente, en la ampolla del conducto deferente y en las vesiculas seminales
(Magdaleno et al. 1997). CRISP3 equina no se encuentra glicosilada y se localiza en la regién
post-acrosomal y pieza media de los espermatozoides (Magdaleno et al. 1997). Asimismo, la
existencia de polimorfismos en el gen de Crisp3 asociados a diferencias en la fertilidad de los
caballos que presentan estos polimorfismos indica la relevancia de la proteina para la

fertilidad en esta especie (Ferlin et al. 2007).

En el humano, CRISP3 se encuentra en altas concentraciones en saliva y plasma seminal, y
en menor medida en plasma sanguineo y sudor (Udby, Cowland, et al. 2002). En todos los
fluidos, se encuentran dos formas de la proteina madura, una N-glicosilada que presenta un
peso molecular aparente de entre 29-31 KDa, y otra no glicosilada con un peso molecular
aparente de entre 27-29 KDa (Udby, Cowland, et al. 2002). Se ha observado que, tanto en
plasma sanguineo como en el plasma seminal, CRISP3 se encuentra formando un complejo
con las proteinas alPglicoprotein y B-microseminoprotein (MSP), respectivamente (Udby
2005; Udby et al. 2004). Si bien la importancia de dichas interacciones se desconoce, se ha
observado la existencia de una interaccion especifica de alta afinidad entre MSP y el dominio
PR-1 de la proteina CRISP3 (Gerard M Gibbs et al. 2008). Por otra parte, se ha descripto la
expresion de CRISP3 en el epitelio secretor de todo el tracto reproductor masculino, desde el
testiculo hasta la prdstata. Curiosamente, si bien se detecté una altisima expresién en el
cauda epididimario, no se encontraron diferencias en la concentracion de CRISP3 en el
plasma seminal de los pacientes vasectomizados respecto a los controles por lo cual los
autores sugieren que la mayor fuente de CRISP3 del plasma seminal provendria de los
dérganos que se encuentran rio abajo del epididimo (Udby 2005). Asimismo, posteriores
evidencias aportadas por nuestro laboratorio indican que CRISP3 se encuentra presente en

los espermatozoides humanos eyaculados y se mantiene unida a los mismos incluso después
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de la RA (Da Ros et al. 2015). Pese a que estas evidencias sugieren que la proteina hCRISP3
también podria estar participando en el proceso de fertilizacion como fuera mencionado
anteriormente para hCRISP1 y hCRISP2, no se ha logrado inhibir la fusion de gametas al
incubar a los espermatozoides humanos con un anticuerpo anti-CRISP3 (Da Ros et al. 2015).
Por otro lado, si bien el rol de CRISP3 en la unién de los espermatozoides a la ZP aun no ha
sido estudiado, se ha propuesto que la proteina MSP, que interactia con CRISP3, participaria

en esta etapa de la fertilizacién (Franchi et al. 2008; Manaskova-Postlerova et al. 2011).

Con respecto al ratdn, las evidencias son aun mas escasas. y se limitan a la descripcion de
la presencia de CRISP3 en algunos dérganos del aparato reproductor masculino y femenino
tales como préstata y utero (Evans et al. 2015; Reddy, Gerard M Gibbs, et al. 2008), no

habiéndose generado aun KO para esta proteina.

Proteina CRISP4

CRISP4 es el ultimo miembro descripto de la familia, habiéndose identificado en ratéon y
rata en los afios 2005 y 2006, respectivamente (Jalkanen et al. 2005; Nolan et al. 2006). Al
igual que CRISP1, la proteina CRISP4 se expresa predominantemente en el epididimo de
forma andrégeno-dependiente y se une a los espermatozoides durante la maduracién
epididimaria (Jalkanen et al., 2005; Nolan et al., 2006). A diferencia de las otras CRISP, el gen
que la codifica en ratén se encuentra localizado en el cromosoma 1 lejos del cluster que
contiene a Crisp1, Crisp2 y Crisp3 en el cromosoma 17. Por lo tanto Crisp4, segrega de
manera independiente del resto de los miembros de la familia, y no asi Crisp1, Crisp2 y
Crisp3, que al encontrarse a menos de 200kb de distancia, las mismas segregan
practicamente como si fueran un Unico gen, siendo las probabilidad de recombinacion
homologa casi nula. Este hecho es particularmente relevante en esta Tesis ya que se trabajo

con animales multiples KO para las proteinas CRISP.

La informacién disponible hasta el momento acerca de CRISP4 es menor en comparacién
a la disponible para CRISP1 y CRISP2. Dos grupos de investigadores desarrollaron, en forma
independiente, animales KO para esta proteina (Gibbs et al. 2011; Turunen et al. 2012)
obteniendo las primeras evidencias de la participacion de CRISP4 en el proceso de
fertilizacion. El analisis fenotipico de los machos KO para Crisp4 (KO C4) mostré que los
mismos producian espermatozoides con una deficiente capacidad para unirse a la ZP y sufrir
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la RA en respuesta a progesterona (Gibbs et al. 2011; Turunen et al. 2012). La importancia de
CRISP4 para la capacidad fertilizante del espermatozoide ha sido demostrada mas
recientemente en ensayos in vitro en los que el agregado de CRISP4 recombinante a
espermatozoides WT de animales obsesos con menores niveles de CRISP4 revirtié defectos
de fertilizacion que presentaban los animales (Borges et al. 2017). En este trabajo, los
autores asocian la infertilidad de ratones en un modelo de obesidad producida por una dieta
rica en grasas, con una reduccidn en los niveles de CRISP4 y la capacidad fertilizante de sus

espermatozoides.

Al igual que CRISP1, CRISP4 es capaz de inhibir canales de Ca®* del tipo TRPMS8 (Gibbs et
al. 2011). Los estudios realizados sobre CRISP4 indicarian que la capacidad de modular
canales de Ca’' estaria delimitada al extremo C-terminal de la proteina, tal como se observé
para otras CRISP. Ademds, se observd que el agregado de CRISP4 recombinante a
espermatozoides WT es capaz de revertir el efecto inhibitorio del mentol, inductor del canal
TRMPS, sobre la RA inducida por progesterona (Gibbs et al. 2011). En este sentido, la
regulacion de TRPMS8 pareceria ser el mecanismo de accion por el que CRISP4 modula la RA.
Sin embargo, a pesar de las evidencias recién mencionadas, y tal como ocurriera con los KO

individuales de CRISP1 y de CRISP2, los animales que carecen de CRISP4 son fértiles.

En conjunto, las distintas evidencias recopiladas en esta seccion muestran que las CRISP
participan en mas de una etapa del proceso de fertilizacion y que en cada una de estas
etapas participa mas de una proteina CRISP, apoyando la existencia de una redundancia
funcional y de una cooperacion entre proteinas CRISP homologas para asegurar el éxito de la

fertilizacion y la fertilidad del individuo. (Figura 23).

70



INTRODUCCION

CRISP1
Epididimo

Cumulus

CRISP4 'L
Y

clmulus  — ® r{" ‘LV

T
) Q C)a,, Kl Q/x

Qolema
Penetracion .. .. Fusion de
de cumulus Union a ZP Penetracion de ZP gametas

CRISP2

CRISP3 — - o e e = 2 o e A

Figura 23 Participacion de las proteinas de la familia CRISP en el proceso de fertilizacion.

LAS PROTEINAS CRISP Y EL SISTEMA INMUNE

Como fuera mencionado anteriormente, existen numerosas evidencias indicando que las
proteinas CRISP, principalmente, CRISP1 y CRISP3, se expresan no solo en el tracto
reproductivo sino también en dérganos y células del sistema inmune. Mas aun, para el caso
de CRISP1, las evidencias indican que la misma estaria asociada al desarrollo de la Alopecia
Areata, una enfermedad autoinmune que afecta el foliculo piloso (Peterson et al. 2005;
Sundberg et al. 2014). CRISP3, por su parte, ha sido identificada como una proteina que
modifica su expresién en diversas patologias. Sin embargo, no se conoce si esta
caracteristica es causa o consecuencia de dichas enfermedades. Es asi que si bien CRISP3 se
expresa en bajos niveles en el tejido prostatico normal, es una de las proteinas que mas
aumenta su expresién en pacientes con cancer prostatico (Bjartell et al. 2006, 2007; Kosari
et al. 2002) y relacionada con una mayor tendencia a la recidiva y un peor prondstico (Al
Bashir et al. 2014; Grupp et al. 2013). Por el contrario, la expresion de MSP (posible ligando
de CRISP3) se encuentra disminuida en este tipo de cédncer (Chan et al. 1999). Se ha
reportado ademas que CRISP3, que normalmente se expresa en forma andrdégeno-

dependiente en las glandulas salivales y lacrimales en ratén y en humano, se encuentra

71



INTRODUCCION

disminuida en mujeres que padecen la enfermedad auto-inmune conocida como sindrome
de Sjogren. Esta enfermedad se caracteriza por presentar modificaciones en la distribucion y
en la funcién de un canal idnico (acuaporina-5) con lo cual se cree que podria existir, como
ocurre en otras CRISP, una actividad reguladora de canales en el ICR de CRISP3 involucrada
en la enfermedad (Laine et al. 2007). Asimismo, se ha observado una modificacion en la
expresion de CRISP3 en pancreatitis y en cancer de lengua (Friess et al. 2001; Ko et al. 2012;
Liao et al. 2003; Ye et al. 2008) como asi también en metdstasis en ganglios linfaticos y hueso

(Al Bashir et al. 2014; Grupp et al. 2013).

Teniendo en cuenta todas las evidencias apoyando el posible rol inmunoldgico de las
proteinas CRISP, nuestro laboratorio inicio hace unos afios, una colaboraciéon con el grupo
del Dr G. Rabinovich (IBYME), reconocido a nivel internacional por su contribucion al estudio
de las galectinas y el sistema inmune. En ese sentido, al igual que las galectinas, las CRISP
son también proteinas secretorias que se expresan en células inmunes y tumorales, y
presentan una expresion modificada en ciertos tipos de canceres y enfermedades
autoinmunes tal como se acaba de describir. Los resultados obtenidos en colaboracion
indican que CRISP1 y CRISP3 se expresan en una importante célula del sistema inmune tal
como lo es la CD, apoyando que las CRISP podrian estar cumpliendo un rol importante en la
regulacion del sistema inmune. En ese sentido, es importante recordar que las CD, junto a
los neutrdfilos, eosindfilos, macréfagos y células asesinas naturales (natural killers), estan
involucradas en la llamada inmunidad innata y se caracteriza por ser la primer barrera de
defensa del organismo que se manifiesta con rapidez y de forma poco especifica. Por el
contrario, la inmunidad adaptativa emplea como sistema de reconocimiento un repertorio
amplio, variado y muy especifico de receptores antigénicos distribuidos en células

especificas denominadas linfocitos T (LT) y Linfocitos B (LB) (Janeway, C, 2005).

Actualmente, esta establecido que la inmunidad innata orienta el perfil inmunoldégico de
la respuesta adaptativa y, en este contexto, cobran especial relevancia las CD, dado que son
las Unicas con la capacidad de estimulas LT virgenes q iniciar una respuesta inmune primaria
(Steinman 1991). Las CD presentan dos estadios en los cuales difieren sustancialmente en su
fenotipo y funcionalidad: las CD inmaduras (CDi) y las CD maduras (CDm). Las células en su
estado inmaduro, en ausencia de procesos inflamatorios y de respuesta inmune, se

encuentran recorriendo y censando los tejidos periféricos, el sistema circulatorio y linfatico y
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los érganos linfoides secundarios (Guermonprez et al. 2002) y tienen una alta capacidad
endocitica y de procesamiento antigénico. Por otro lado las CDm son denominadas de este
modo ya que, una vez que reconocen un patégeno, cuerpo extraino o sefial de dafio, inician
un programa de diferenciacion llamado maduracion a través del cual se convertirdn en
células presentadoras de antigenos profesionales capaces de activar LT virgenes y, en
consecuencia, desencadenar la respuesta inmune adaptativa. Durante el proceso de
maduracién, las CD reduciran su capacidad endocitica a través de una disminucion en la
expresiéon de receptores antigénicos y se incrementara la expresion de receptores de
guimioquinas, moléculas expresadas por las células de los érganos linfaticos secundarios
donde ocurrira el encuentro entre la CD y los LT virgenes y, en consecuencia, la presentacion
de antigeno y activacion de los LT. La interaccién de CD con LT virgenes puede perfilar la
respuesta inmune hacia diferentes fenotipos o incluso inducir tolerancia dependiendo el
subtipo de CD, los receptores estimulados, del tipo y dosis del antigeno, la via de

inmunizacion y el microambiente circundante de la CD (Guermonprez et al. 2002).

Teniendo en cuenta el importante rol de las CD en la respuesta inmune, la expresion de
CRISP1 y CRISP3 en dichas células apoya fuertemente el rol de las CRISP en la regulacion del

sistema inmune.

ANIMALES GENETICAMENTE MODIFICADOS

En los ultimos afios, el empleo de animales modificados genéticamente, en particular los
animales KO ha sido una de las principales herramientas utilizadas para el estudio de Ia
funcién y relevancia de las proteinas para diversos procesos bioldgicos. La posibilidad de
utilizar esta herramienta surgid, en la década del 80, a partir de que se describieran las
células madres embrionarias de la masa interna del blastocisto (Robertson et al., 1986) y se
demostrara que un gen especifico puede ser interrumpido por medio de recombinacién

homologa (Capecchi 1989, 2005).

Hasta hace unos anos, la principal técnica utilizada para la generacién de ratones KO,
involucraba la recombinacidon homologa. Esta técnica, consistia en transfectar in vitro células

embrionarias con un vector cuya expresién tiene como objetivo modificar al gen blanco y
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producir la mutacién deseada a través de la recombinacion homdloga. Luego, aquellas
células que presenten la modificacidon, obtenidas utilizando alglin agente de seleccién, son
inyectadas dentro de blastocistos, los cuales son transferidos a hembras receptoras. De las
crias quiméricas nacidas, solo en algunas de ellas la linea germinal habra sido originada por
las células embrionarias modificadas. Por lo tanto, luego de realizarse algunos apareos
pertinentes, es posible obtener una colonia de ratones con deficiencia en el gen de interés.
Sin embargo, todo este proceso puede llevar varios meses o incluso anos. Actualmente, la
revolucionaria técnica biotecnolégica denominada CRISPR/Cas9, desarrollada a principios del
2013, es una de las mas utilizadas ya que permite la modificaciéon del genoma de una forma
mucho mas rdpida y sencilla (Wang et al. 2013). Mas aun, la misma es aplicable a diversas
especies (Hsu, Lander, and Zhang 2014) a diferencia de la tradicional técnica por
recombinacién homologa. Este novedoso método es un sistema de edicién génica adaptado
del sistema de defensa contra patégenos de la bacteria Streptococcus pyrogenes para poder
ser utilizado en células de mamiferos (Gasiunas et al. 2012). CRISPR (Clustered Regulatory
Interspaced Short Palindromic Repeats) funciona en conjunto con una endonucleasa Cas9
(CRISPR-associated 9) (Young, Aitken, and lkawa 2015). El sistema adaptado esta compuesto
por la endonucleasa y un ARN guia (sgARN) compuesto principalmente por la secuencia de
20 nucledtidos homoéloga al sitio que se desea mutar (Spacer), otorgandole la especificidad al
sistema, seguido de la secuencia que recluta la Cas9. Para el disefio del sgRNA debe tenerse
en cuenta que la secuencia de 20 nucledtidos seleccionada debe tener a continuacion la
secuencia consenso (NGG) o PAM (protospacer adjacent motif) que sera reconocida por la
Cas9 y es necesaria para su actividad de endonucleasa, es decir para realizar el corte de la
doble hélice de ADN (Mali et al., 2013). Tanto el sgARN como el ARNm correspondiente a la
Cas9 son transcriptos in vitro y microinyectados en el citoplasma de cigotas. Una vez
sintetizada la enzima, el complejo sgRNA/Cas9 recorre el genoma hasta encontrar el sitio
homologo donde producirad un corte de la doble hebra del ADN (Wang et al. 2013). Este dafio
es corregido por los sistemas de reparacion endégeno de la célula introduciendo pequefias
inserciones o deleciones (InDels) al azar, las cuales pueden producir cambios en el marco de
lectura del gen y la aparicién de codones stop prematuros (Ran et al. 2013). (Figura 24).
Finalmente, las cigotas son transferidas a hembras receptoras analizandose el genotipo de
las crias. Debido a la eficiencia de la mutagénesis, se pueden obtener animales KO incluso en

la primera generacion. Sin embargo, dado que los animales obtenidos de la microinyeccién
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pueden tener diferentes grados de mosaiquismo (Zhu et al. 2014), resulta prudente trabajar

con animales de generaciones subsiguientes.

SgRNA

+
Complejo
sgRNA/Cas9

Unién al ADN ‘
i

+PAM
Corte de la
doble hélice de ADN

Reparacion y
generacion de InDels

-
¢
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WU UL Insercion
TR Delecion

Figura 24 Representacion esquematica del funcionamiento del sistema CRISPR/Cas9.

Hasta el desarrollo de la técnica de CRISPR/Cas9, la obtencion de animales deficientes en
mas de una proteina era posible mediante la cruza de los animales simples KO. Sin embargo,
esta metodologia tiene el impedimento de que si los genes de interés se encuentran muy
cercanos en el cromosoma, tal como ocurre con Crispl, Crisp2 y Crisp3, la frecuencia de
recombinacién entre ellos sera muy baja y, por lo tanto, muy baja la probabilidad de obtener
los animales multiples KO. Actualmente, es posible mutar mas de un gen en simultaneo de
forma mas sencilla y rapida, mediante CRISPR/Cas9 (Wang et al. 2013). En resumen, la
técnica de CRISPR/Cas9 representa una revolucionaria metodologia no solo para la
generacidn de ratones KO para el estudio de la funcién de genes sino, para establecer la

interaccion existente entre varios genes.
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OBIJETIVOS

Con el fin de continuar nuestros estudios destinados a esclarecer la relevancia de las
proteinas CRISP como reguladores tanto de la fertilidad como del sistema inmune de un

individuo, en la presente Tesis se plantearon los siguientes objetivos:

Tal como se mencionara anteriormente, evidencias obtenidas por nuestro grupo indican
que la proteina CRISP1 presente tanto en el espermatozoide como en las células del
cumulus que rodean al ovocito participa en el proceso de fertilizacion y exhibe capacidad de
regular a CatSper, el principal canal de calcio del espermatozoide, esencial para la fertilidad
masculina. En base a ello, el primer objetivo de esta Tesis consisti6 en continuar
investigando la actividad de CRISP1 como regulador de CatSper y mediador del proceso y
explorar su posible empleo para el desarrollo de un método anticonceptivo masculino no

hormonal. (CAPITULO I)

La normal fertilidad de los machos simples KO para las proteinas CRISP1, CRISP2 y CRISP4
generados en nuestro laboratorio, junto a la recientemente observada subfertilidad de los
machos carentes de dos proteinas CRISP (CRISP1 y CRISP4) simultaneamente, apoyan la
existencia de mecanismos de compensacién entre los diferentes miembros de la familia
CRISP. En base a ello, y considerando la no disponibilidad del ratén simple KO para la
proteina CRISP3, el segundo capitulo de esta Tesis, estuvo enfocado al desarrollo y
caracterizacion tanto del animal KO para CRISP3 como de animales muiltiples KO para

diferentes CRISP a través del empleo de la técnica CRISPR/Cas9. (CAPITULO I1)

Finalmente, numerosas evidencias indican que las proteinas CRISP estarian involucradas
en la regulacién no solo del sistema reproductivo sino también del sistema inmune a juzgar
por su expresién en organos y células de importancia inmunoldgica y su expresién
diferencial en diversas patologias con base inmunolégica. En base a estas evidencias y a
observaciones de nuestro grupo indicando la presencia de CRISP1 y CRISP3 en una
importante célula del sistema inmune como lo es la célula dendritica, el tercer objetivo de
esta Tesis consistié en investigar el rol inmunoregulador de las proteinas CRISP1 y CRISP3

a través del empleo de animales KO para ambas proteinas. (CAPITULO lil)
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Animales

Los ratones utilizados para los distintos estudios descritos en esta Tesis fueron
mantenidos en el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME) bajo
ciclos de 12 hs de luz y 12 hs de oscuridad y con acceso a alimento y agua ad libitum. En
todos los casos, los experimentos con animales fueron llevados a cabo siguiendo la “Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals” publicada por Nacional Institutes of Health
(NIH, EEUU). Los protocolos empleados cuentan con la aprobacion del Comité de Bioética

del IBYME.

Para la mayoria de los experimentos se utilizaron tanto machos como hembras adultas de
2 a 5 meses, a excepcidn de algunos ensayos en particular donde se utilizaron hembras
prepuberes de 25-40 dias de edad. La linea KO para CRISP1, generada en un fondo genético
homogéneo C57BL/6N, ya se encontraba disponible en el laboratorio al momento de
comenzar la Tesis. La linea que da origen a triples KO (TKO) y cuadruples KO (CKO) fue
generada en el laboratorio en animales con un fondo genético mixto C57BL/6N y DBA/2)
(B6D2) en paralelo a la generacion de las dos lineas que formaron parte de la presente Tesis.
Cabe aclarar que algunos animales de la colonia TKO y CKO son ademas transgénicos para el
gen de EGFP fusionado al péptido sefial de pro-acrosina bajo el control del promotor de
actina, razon por la cual los espermatozoides intactos pueden visualizarse bajo microscopio
de epifluorescencia. Los animales KO para CRISP3 y doble KO (DKO) para CRISP1 y CRISP3
fueron generados en un fondo genético homogéneo C57BL/6N. Las mismos se generaron
utilizando la técnica CRISPR/Cas9, en colaboracion con el Dr. Marcelo Rubinstein, tal como se

detalla mas adelante en esta seccidn.

Materiales especificos

Inhibidores y drogas: NNC 55-0396 (Inhibidor de canales de Ca2+), HC-056456 (inhibidor
de CatSper, VitasMLab), 4-AP (Activador canales de Ca2+, Sigma), H89 (inhibidor de PKA,
Calbiochem), ionéforo de Ca2+ (A23187, Sigma), progesterona (inductor de la RA, Sigma), ,
Fluo 3-AM vy Fluo 4- AM (sensor de Ca2+, Invitrogen) GM-CSF (Factor de diferenciacién de

granulocitos y macréfagos, Peprotech), CFDA SE Cell Tracer Kit (Invitrogen)
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Anticuerpos: Anticuerpos primarios: Suero anti-ARP (hCRISP1) (1/250) anti-fosfotirosina
(a-pY, 1/4000, clone 4G10, Upstate Biotechnology), anti-tubulina (1/5000, clone D66,
Sigma), anti-actina (1/2000; Santa Cruz sc-8432), anti-CRISP1 (1/1000; #AF4675; R&D), anti-
CRISP1 (1/500, anticuerpo policlonal desarrollado en el laboratorio mediante la
inmunizacidon de conejos con la proteina epididimaria de rata CRISP1 purificada., anti-CRISP2
(1/1000, Proteintech), anti-CRISP4 (1/1000; #AF5017; R&D), anti-CD11c-PE (1/10; BD Becton-
Dickinson, clon HL3), anti-CD86-FITC (1/10; BD Becton-Dickinson, clon GL1), anti- IgG 2b1 k-
FITC (1/10; BD Becton-Dickinson); anti- IgG-PE (1/10;BD Becton-Dickinson), anti-CD4-FITC
(0,25 mg/tubo; eBioscience, clon RM4-5); anti-CD25-PE (0,2 mg/tubo, BDPharmigen, clon
PC61.5);, anti-Foxp3-APC (1 mg/tubo, eBioscience, clon FJK-16s), anti-CD3 (5g/ml,
eBioscience). Como anticuerpos secundarios se utilizaron: anti-lgG de conejo acoplado a
peroxidasa (1/4000, Vector Laboratories), anti-lgG de ratén acoplado a peroxidasa (1/4000,
Vector Laboratories), anti-IgG de cabra acoplado a peroxidasa (1/4000, Santa Cruz) y anti-IgG

de oveja acoplado a peroxidasa (1/4000, Sigma).

Mutagénesis de Crisp1 y Crisp3 a través de CRISPR/Cas9

Se disefiaron los sgARN dirigidos contra Crispl y Crisp3 utilizando el soporte
bioinformatico disefiado por el grupo del Dr. Zhang (MIT, EEUU) (http://crispr.mit.edu/)
tanto para la determinacion de las secuencias como para la verificacion de los posibles sitios

off-targets. Las secuencias correspondientes a los sgARN utilizados fueron:
12 tanda. Crisp3 exdn 5:
5’-GAATCCAAAGGTCTTATATT-3’
29 tanda: Crisp1/3 exén 2:
(1): 5’-CAGCACAAGCATTAATGCCA-3’
(1): 5’-GTTATCTTGAAGAAGGGATG-3’

Los oligonucledtidos mencionados se obtuvieron mediante sintesis (Genbiotech,

Argentina) clonandose, luego, en el plasmido DR274 (www.addgene.org/42250/). Dichos
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sgARNSs, junto al ARNm que codifica para la endonucleasa Cas9 (contenido en el plasmido
MLM3613 (www.addgene.org/42251/)), fueron obtenidos mediante transcripcién in vitro
utilizando el kit comercial MEGAshortscript™ T7 Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific)

segun las instrucciones del proveedor.

Por otra parte, se colocaron en apareo hembras pre-puberes estimuladas
hormonalmente con machos ambos del fondo genético homogéneo C57BL/6N,
recuperandose los embriones del oviducto al dia siguiente. Se realizé una microinyeccion de
aproximadamente 1 pl de una solucién de 50 ng/ul de cada uno de los sgARNs y 80 ng/ul del
ARNm Cas9 en agua en el citoplasma de las cigotas en estadio de pronucleos. Para dicha
microinyeccién se utilizaron micropipetas de sujecién y de inyeccidn preparadas a partir de
capilares de borosilicato mediante un estirador vertical de micropipetas (Vertical
PipettePuller, Model 720, KOPF, David Kopflnstruments, EEUU), y un micromanipulador
manual (Leica, Alemania) acoplado a un microscopio con Optica de contraste de
interferencia diferencial (FS Labovert, Leica, Alemania). Los embriones microinyectados se
mantuvieron en medio M2 a 37 2Cy 5 % v/v de CO2 hasta ser transferidos al oviducto de

hembras pseudoprefiadas por apareo con machos vasectomizados.

La presencia de las mutaciones en los animales obtenidos de las microinyecciones se
analizé a través de PCR (ver primers en Tabla 1) a partir de ADN gendmico obtenido de
muestras de orejas, y el producto sometido a electroforesis en gel de poliacrilamida 15 %
m/v. Para ello, el producto de PCR fue incubado a 942C por 5 min induciendo la
desnaturalizacidon del ADN, seguido de una re-naturalizacion lenta a temperatura ambiente.
Luego, la formacién de estructuras secundarias en el ADN debido a la presencia de
mutaciones fue evaluada por medio de electroforesis en gel de acrilamida 15 % m/v (Zhu et
al.,, 2014). Finalmente, las mutaciones fueron confirmadas por secuenciacién mediante el
método Sanger (Macrogen, Corea del Sur). Evaluandose la formacion de estructuras
secundarias en el ADN debido a la presencia de mutaciones (Zhu et al., 2014). Finalmente,
las mutaciones fueron confirmadas por secuenciacion mediante el método Sanger

(Macrogen, Corea del Sur).
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Tabla 1: Secuencia de los primers utilizados para la determinacion del genotipo de los
animales obtenidos mediante la técnica de CRISPR/Cas9.

Tamarfio
Gen | Exon del Primers Foward (5'-3") Primers Reverse (5'-3")

[ producto | |
Crisp3| 5 682 pb [ TCCCTCACACGTTTTCACAC GGCTCTATTTGACAGTGGCC

[ 229 pb | TGCTTTGTATAGCCCCTCCC | CCTGAGTATGATGTCCAACCAC
crisp1| 2 | 202 pb | TTGTGTTTCTCTGAACCCAATG | GCTCATAACCCTCGTAGCTG |

612 pb | ATGGAAATAACTGGAAGCTATTGG | GCTACAAGTTCTTTTGCCACAAC
Crisp3 > | 214 pb | CGTCTCAGAGAATTTGTAGGTGTG | GCCTTCATACCAGCATAAATTG

[ 594 pb | TGGTAATAACTGGAAGCCCTTG | TGACAAGTTCTTTTGCCACAAC

Se detallan las secuencias de los diferentes pares de primers para amplificar los diferentes
exones de Crisp1 o Crisp3, indicandose ademas, el tamafio del producto obtenido.

Una vez establecida la colonia a partir de animales con las mutaciones deseadas, se
analizé de forma rutinaria el genotipo de los ratones, sometiendo a electroforesis en gel de
agarosa 2% el producto de PCR obtenido a partir de ADN gendmico utilizando los primers

correspondientes a cada gen detallados anteriormente.

Genotipificacion de ratones KO

Extraccion de ADN gendmico: A partir de muestras de orejas de los animales, se extrajo
el ADN gendmico por la técnica HotSHOT (Truett et al. 2000). Brevemente, el tejido fue
sumergido en 75 pl de una solucién de lisis (25 mM de NaOH, 0,2 mM de EDTA, pH 12) y
calentado a 952C por 30 min, agregandole, luego, 75 pl de una solucién de neutralizacién (40

mM de Tris-HCI, pH=5). Las muestras fueron guardadas a 42C hasta su utilizacion.

PCR (reaccion en cadena de la polimerasa): El genotipo de los animales fue determinado
por la técnica de PCR. La reaccidn fue realizada en un buffer conteniendo 1,5 mM de MgCl2,
0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM de cada primer especifico y 1 U de la polimerasa GoTaq (Promega,
EEUU) en un volumen final de 20 ul (pH=8,5). Las secuencias de los primers utilizados para

cada colonia de animales KO fueron los siguientes:
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Colonia KO para CRISP1:

Crisp1

Fwd: 5’- AGACAAAGAGACCACCAACAGATT -3’

Rvs WT: 5°- AGTACAGCAGCCAAGAAGAACAG -3’

Rvs KO: 5°- CTACCCGCTTCCATTGCTC -3’

Tamano del producto: Alelo salvaje, 894 pb. Alelo mutado, 611 pb.

Colonia KO CRISP3

Crisp3
Fwd: 5 -CGTCTCAGAGAATTTGTAGGTGTG-3’
Rvs: 5 -GCCTTCATACCAGCATAAATTG-3’
Tamano del producto: Alelo salvaje, 214 pb. Alelo mutado, 178 pb

Colonia DKO CRISP1/CRISP3:

Crisp1

Fwd: 5'-TTGTGTTTCTCTGAACCCAATG-3’

Rvs:  5°- GCTCATAACCCTCGTAGCTG -3’

Tamano del producto: Alelo salvaje, 202 pb. Alelo mutado, 147 pb.
Crisp3

Fwd: 5-CGTCTCAGAGAATTTGTAGGTGTG-3’
Rvs:  5-GCCTTCATACCAGCATAAATTG-3’
Tamano del producto: Alelo salvaje, 214 pb. Alelo mutado, 141 pb.

Colonia TKO y CKO:

Crisp1
Fwd: 5-ATGGAAATAACTGGAAGCTATTGG-3’
Rvs: 5°-GCTACAAGTTCTTTTGCCACAAC-3’
Tamano del producto: Alelo salvaje, 612 pb. Alelo mutado, 451 pb

Crisp2
Fwd: 5-GTCTTCTGTAAGCATGTGTCAAGC-3’
Rvs WT: 5-CATGTGGGAGATATGCACTTGAATAAGC-3’
Rvs KO: 5°-CACAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC-3’
Tamano del producto: Alelo salvaje, 380 pb. Alelo mutado, 540 pb

83



MATERIALES Y METODOS

Crisp3
Fwd: 5°-CGTCTCAGAGAATTTGTAGGTGTG-3’
Rvs: 5 -GCCTTCATACCAGCATAAATTG-3’
Tamafo del producto: Alelo salvaje, 214 pb. Alelo mutado, 142 pb

Crisp4
Fwd: 5°-ACCCTCACCTATCCTTGCTGGCAG -3’
Rvs WT: 5'-CTTTAGAATACCATGATACCCGCA -3°.
Rvs KO: 5°- CACAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC -3".
Tamano del producto: Alelo salvaje, 470 pb. Alelo mutado, 650 pb

Para todos los casos, las condiciones de amplificaciéon fueron las siguientes:
desnaturalizaciéon inicial por 2 minutos a 952C y 35 ciclos de: 30 segundos a 942C, 30
segundos a 609C, 1 min a 722C y extension final por 5 minutos a 729C, a excepcién de los
primers de Crispl de la colonia TKO y CKO donde los 35 ciclos fueron: 30 segundos a 949C,
30 segundos a 592C, 1 min a 729C. En todos los casos, el resultado de la PCR fue analizado

por electroforesis en gel de agarosa 2 % m/v y tincién con bromuro de etidio (0,02 mg/ml).

Evaluacion de la fertilidad

Para los ensayos de fertilidad se colocaron en una jaula el macho o la hembra a evaluar
con su pareja control durante cuatro noches controlando todas las mafianas la presencia de
tapon vaginal como indicador de la ocurrencia exitosa de apareo. Una vez transcurrido el
tiempo de gestacion, se determinaron diferentes parametros asociados a la fertilidad tales

como el numero de crias por camada y el porcentaje de prefiez.

Determinacion del ciclo estral de las hembras y superovulacion

El estadio del ciclo estral en ratones hembra fue determinado a través del anadlisis de
extendidos vaginales (Caligioni 2009). Las células epiteliales de la vagina fueron colectadas
en aproximadamente 30 pl de PBS, transferidas a portaobjetos y examinadas bajo
microscopio 6ptico. Los diferentes estadios (proestro, estro, metaestro y diestro) fueron
clasificados basados en la proporcién de los distintos tipos celulares (leucocitos y células
epiteliales cornificadas o nucleadas).
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Para la estimulacion de la ovulacién, las hembras adultas fueron tratadas con una
inyeccion intraperitoneal de 5 Ul de gonadotrofina coridnica equina (PMSG, Syntex) en
cualquier estadio del ciclo seguida, a las 48-72 hs, por una inyeccién de 5 Ul de
gonadotrofina coriénica humana (hCG, Syntex). Alternativamente, hembras pre-puberes
fueron sujetas al mismo protocolo de superovulacién para los estudios en los que se

especifica el uso de las mismas.

Ensayos de fertilizacién in vivo y desarrollo embrionario in vitro

Cada ratén a ser evaluado, ya sea macho o hembra, fue colocado en apareo por una
noche con su pareja control. El uso de hembras en estro natural o estimulado
hormonalmente se detalla en cada caso. Para los ensayos con hembras en estro, las mismas
fueron colocadas en apareo la noche del pro-estro (Nakamura et al. 2011), mientras que en
el caso del uso de hembras superovuladas, las mismas se colocaron en apareo luego de la
inyeccién con hCG. La mafiana siguiente, una vez confirmado el éxito del apareo por
presencia de tapon vaginal, los ovocitos/cigotos fueron recuperados del oviducto (por
puncion) en medio KSOM (Erbach et al. 1994) e incubados in vitro, por 18 hs a 37°Cy 5% v/v
CO2 en una estufa con gaseo automadtico, permitiendo el desarrollo de los ovocitos
fertilizados a dos células. El porcentaje de fertilizaciéon fue determinado, utilizando una lupa
esteresocoépica (x20 - x60) (Nikon), como el nimero de embriones de dos células sobre el
total de ovocitos incubados. En los casos donde se evalud el desarrollo embrionario, los
ovocitos recuperados de la ampulla y que alcanzaron el estadio de dos células in vitro,
continuaron su incubacién durante 4 dias en medio KSOM a 37°Cy 5% v/v CO2 en una estufa
con gaseo automatico para determinar el porcentaje de embriones que alcanzan el estadio

de blastocisto.

Ensayos de migracion de espermatozoides dentro del tracto reproductor femenino

Machos provenientes de la colonia transgénica para EGFP, ya sea control o mutados,

fueron apareados con hembras control GFP negativas superovuladas de forma tal de poder
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observar los espermatozoides intactos (conteniendo a EGFP en el acrosoma) dentro del
oviducto, tal como fuera descripto previamente (La Spina et al. 2016). Brevemente, 12 h
después de la inyeccién de hCG, la hembra fue colocada en apareo con el macho a evaluar.
Pasados 30 minutos, se comprobd el éxito del apareamiento mediante la presencia del
tapon vaginal y se separaron los animales. Luego de 4 hs, se recuperaron los tractos
reproductores femeninos, los oviductos fueron lavados en medio capacitante (Fraser and
Drury 1975), se montaron entre portaobjetos y cubreobjetos y se observaron
inmediatamente bajo un microscopio confocal (Olympus IX83 motorizado con moddulo
Confocal por Disk Spinning Unit (DSU). El nimero de espermatozoides fluorescentes dentro
del oviducto se evalud subjetivamente. Por otra parte, se recuperaron los espermatozoides
del Utero cortando el 6rgano y dejando caer el fluido uterino en un portaobjetos, el cual, sin
diluir, fue observado bajo microscopio éptico para evaluar la presencia y la motilidad de los

espermatozoides.

Obtencion y capacitacion de espermatozoides

Ratdn: Para la obtencion de espermatozoides epididimarios, los animales adultos fueron
sometidos a eutanasia por dislocacién cervical y los epididimos expuestos a través de un
corte efectuado en la region escrotal. Una vez liberados de grasa y sangre, los caudas
epididimarios fueron sumergidos en una gota de 300 ul de medio en una cdpsula bajo aceite,
cortados en 3 puntos e incubados por un periodo de 10 min a 37°Cy 5 % v/v CO2 para

permitir la dispersién de las células (swim out).

La capacitacién de espermatozoides de ratén se realizéd en el medio de Fraser y Drury
(Fraser and Drury 1975), suplementado con 0,3 % m/v BSA. La misma fue llevada a cabo en
gotas de 300 ul de medio bajo aceite a una concentracion final de 0,1-1,0 x 10’
espermatozoides/ml, durante un periodo de incubaciéon de 90 min a 37°Cy 5 % v/v CO2 en

una estufa con gaseo automatico.

Humano: Los espermatozoides humanos se obtuvieron de muestras de semen de
donantes sanos (cuyas caracteristicas seminales iniciales concordaban con el criterio de

normalidad de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2010). En todos los casos, se
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solicitd un periodo de 48 hs de abstinencia sexual previo a la donacién de la muestra y la

firma del consentimiento informado.

Inseminacion intrauterina

Para los ensayos de inseminacién intrauterina, se superovularon hembras pre-puberes tal
como fuera mencionado anteriormente. Una vez transcurridas 8 hs de la inyeccién de hCG,
las hembras fueron anestesiadas mediante una inyeccion intraperitoneal de
xilacina/ketamina (10:100 mg/kg). Una vez dormido el animal, se realizé una incisién en el
abdomen exponiéndose ambos cuernos uterinos. Con una jeringa se tomaron 50 ul de una
suspensién de  espermatozoides recuperados del cauda epididimario (1x10’
espermatozoides/ml), la cual habia sido expuesta previamente a HC 10 uM durante 0, 30 o
60 min. Los espermatozoides fueron introducidos en uno de los cuernos uterinos seguido
inmediatamente del ligado del mismo. El cuerno contralateral se utiliz6 como control
inyectando espermatozoides incubados en DMSO. Luego de aproximadamente 15 hs, se
recuperaron los ovocitos de la ampulla, los cuales fueron tefiidos con 10 ug/ml de Hoescht
33342 y montados en portaobjetos. Los ovocitos se consideraron fertilizados cuando se
observé al menos una cabeza de espermatozoide decondensada o dos pronucleos en el
citoplasma evaluado bajo microscopio de epifluorescencia Nikon Optiphot (Nikon) (x200). El
porcentaje de fertilizacidn se calculé como el nimero de ovocitos fertilizados sobre el total

de ovocitos examinados.

Ensayos de fertilizacion in vitro

Los ensayos de fertilizacidn in vitro se realizaron tal como se describié anteriormente (Da
Ros et al.,, 2008). Los COC de raton fueron obtenidos de hembras estimuladas
hormonalmente mediante punciéon de la ampulla en el medio de capacitaciéon. Para los
ensayos con ovocitos sin cumulus, los COC fueron tratados con hialuronidasa 0,1 % m/v
(type IV) a temperatura ambiente mientras que para la obtencién de ovocitos sin ZP, los

ovicots libres de cumulus fueron incubados durante apenas 20 segundos con una solucién
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acida Tyrode (pH=2,5). Los COC y los ovocitos sin cimulus pero con ZP fueron inseminados
con espermatozoides capacitados (concentracion final: 1-5 x 10° células/ml) y las gametas
co-incubadas en medio de capacitacién por 3 hs a 372Cy 5 % v/v CO; en una estufa con
gaseo automatico. Para los ensayos de fusidén, ovocitos sin ZP fueron co-incubados con
espermatozoides capacitados (concentracion final: 1-5 x 10* células/ml) por 1 h a 372C en
una atmodsfera de 5 % v/v CO2 5 % v/v en una estufa con gaseo automatico. Una vez
transcurrido el tiempo de co-incubacién, los ovocitos fueron fijados en paraformaldehido
(PFA) 2 % v/v en PBS, lavados, expuestos a 10 pg/ml de Hoescht 33342 y montados en
portaobjetos. Los ovocitos fueron considerados fertilizados cuando se observd al menos una
cabeza de espermatozoide decondensada o dos pronucleos en el citoplasma evaluado bajo
microscopio de epifluorescencia Nikon Optiphot (Nikon) (x200). En algunos casos, se evalud
la fertilizacion por la formacion de embriones de dos células luego de una incubacion de 18
hs, utilizando una lupa esteresocdpica (x20 - x60) (Nikon). El porcentaje de fertilizacion se

calculé como el niumero de ovocitos fertilizados sobre el total de ovocitos recuperados.

Obtencion de ADNc y transcripcion reversa (RT)

El ARN total de las distintas muestras, ya sean tejidos o células, se aislé utilizando Trizol
(Gibco) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Con el fin de generar ADNc, 2ug
del ARN total se incubé a 65°C durante 5 min, y luego en hielo. Por otro lado, una mezcla de
reaccion conteniendo 300U de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega); 2,5 uM de
un oligonucledtido de timidinas (oligo dT), utilizado como “primer”; 80 Ul de un inhibidor de
RNasas (Promega) y 0,3 mM de dNTPs (Invitrogen), se llevé a un volumen final de 15 ul con
el buffer otorgado por el fabricante de la enzima. La mezcla de reaccion, junto con el ARN, se

incubd durante 10 min a temperatura ambiente, seguido por 1 h a37°Cy 5 min a 94°C.

Estudio de la expresion génica por PCR y PCR en tiempo real (qQPCR)

Para estudiar la expresién del ARN mensajero (ARNm) de distintos genes se utilizaron las

técnicas de PCR convencional o gPCR, segln corresponda, utilizando el ADNc obtenido tal
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como fuera mencionado en el punto anterior. Las condiciones de amplificacién fueron las
siguientes en todos los casos: desnaturalizacidn inicial por 10 min a 942C, 35 ciclos de, 15 seg
a 949C, 30 seg a 60°C, 30 seg a 722C y extension final por 7 min a 722C. El producto obtenido
por PCR convencional fue sometido a electroforesis en gel de agarosa 2%. Los estudios de
gPCR se realizaron utilizando el FastStart Universal SYBR Green Master (Sigma-Aldrich) en un
ciclador térmico iCycler (Bio-Rad). La expresidon del gen a estudiar se cuantificé comparando
el ciclo umbral (CT) con el de la ciclofilina mediante el uso del método de CT comparativo

(AACT).

Para evaluar los distintos genes se utilizaron los siguientes primers de secuencias
complementarias a diferentes exones:

Crispl humana: Fwd: 5'-GTGAAGCCTGCCCAAGTAAC-3' Rvs: 5'-GGTTGCATCCCAGATAATGG-3’
Crisp3 humana: Fwd: 5'-TTCACCCTTCTTCCCAAATCA-3’ Rvs: 5-CCTCCTTGAGTGGAGGGTATT-3’
Gapdh: Fwd: 5'-GCGACTTCAACAGCAACTC-3" Rvs: 5'-GGTCCAGGGTTTCTTACTCC-3'

Crispl ratén: Fwd: 5'-CATGGCATTAATGCTTGTGCT -3’ Rvs: 5'-GGTTGAAAGTTTCTCAAGACG-3'
Crisp3 ratén: Fwd: 5-GGCCCAAAGCAAAATGTTAG-3" Rvs: 5-AAGCTAGGTATGGCCTGCTTG-3'
Ciclofilina: Fwd: 5’-GACCCTCCGTGGCCAACGAT-3’ Rvs: 5'-ACGACTCGTCCTACAGATTCATCTC-3’

Obtencion de extractos proteicos

Las muestras provenientes ya sea de dorganos o de células del cimulus humano, fueron
homogeneizados en buffer de lisis frio (5 mM de EDTA, 1 % v/v de IGEPAL CA360, 0,5 % m/v
de deoxicolato de sodio, 0,1 % m/v de SDS, 1 % v/v de Tritén X-100, 5 mM de MgClI2, 10 mM
de HEPES, 0,2 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) en PBS, pH 7,2). Luego de 30
min de incubacién a 4°C, las muestras fueron centrifugadas a 15000 x g por 20 min a 49C, y
su concentracion determinada por la técnica de Bradford (Bio Rad). Para el posterior andlisis
por electroforesis y WB, se tomaron alicuotas del sobrenadante y se diluyeron en buffer de
siembra (Tris-HCI 50 mM pH 6,8 conteniendo 10% v/v glicerol, 2% m/v SDS y azul de
bromofenol) (Laemmli 1970). Los espermatozoides de ratén (1-2x10° células/ml) fueron
lavados con PBS y resuspendidos en buffer de siembra (Laemmli 1970). En todos los casos,
las muestras en el buffer de siembra fueron hervidas y centrifugadas a 5000 x g por 5
minutos para la posterior recuperacién del sobrenadante. Para la determinacién de la
fosforilacién de proteinas en tirosina, los sobrenadantes fueron hervidos por segunda vez en

presencia de 70 mM de B-mercaptoetanol.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida y WB

Para llevar a cabo la separacidn electroforética de las proteinas, se utilizaron geles de
poliacrilamida con SDS de 1,5 mm de espesor al 7,5% -15% m/v segun el caso, preparados
siguiendo la técnica descrita por Laemmli (Laemmli 1970). La corrida se realizd bajo
condiciones de corriente constante (25 mA por gel) a temperatura ambiente. Una vez
finalizada la separacién electroforética, las proteinas fueron electrotransferidas a
membranas de nitrocelulosa siguiendo la técnica descrita por Towbin y colaboradores
(Towbin, Staehelin, and Gordon 1979). La transferencia fue realizada en buffer Tris 25 mM,
Glicina 192 mM, 20 % v/v metanol, a voltaje constante (15V) durante 1 h. Previo al WB, las
membranas fueron tefiidas con rojo Ponceau para visualizar la correcta transferencia de las
proteinas. Para ello, las membranas fueron incubadas durante 5 min en Ponceau 0,1 % m/v
en acido acético 5% v/v y el exceso de colorante removido mediante lavados con agua
deionizada. Para la deteccién inmunoldgica de las proteinas mediante la técnica de WB, las
membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con una solucion de leche en polvo
descremada 2% m/v en PBS 0,1 % v/v Tween 20 (PBS-Tween), seguida de una incubacidn con
anticuerpo primario en PBS-Tween a la correspondiente dilucidén en agitacién durante 18hs a
4°C. Luego de 3 lavados con PBS-Tween, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo
secundario correspondiente anti-IgG de la especie en la que se produjo el anticuerpo
primario, acoplado a peroxidasa y diluido 1/4000 en PBS-Tween con agitacidon durante 1-2 hs
a temperatura ambiente. Finalizada la incubacién, las membranas fueron lavadas
nuevamente, eliminando luego el Tween 20 mediante 1 lavado adicional con PBS. Por
ultimo, las bandas reactivas fueron visualizadas por quimioluminiscencia utilizando el kit
comercial ECL prime (GE Healthcare) y G:BOXGENI (Syngene, Synoptics) segun las

instrucciones del fabricante.

Evaluacion del nimero y la viabilidad de los espermatozoides

El nimero de espermatozoides fue determinado bajo microscopio éptico utilizando una
camara de Neubauer. Con el fin de evaluar la viabilidad de los espermatozoides de ratdn,
alicuotas de 10 pl de las suspensiones obtenidas fueron dispuestas sobre portaobjetos

mantenidos a 37°C. A continuacion, se agregd un volumen de 0,5 % m/v de eosina en
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solucidn fisiolégica. Mientras que los espermatozoides vivos excluyen el colorante y no se
colorean, los espermatozoides muertos incorporan el colorante y se tifien de rosa. El
porcentaje de viabilidad se evalué por microscopia dptica (x400) sobre un minimo de 200

células.

Evaluacion de la RA

Para evaluar la RA, los espermatozoides fueron recuperados vy fijados en PFA 4 % m/v en
PBS durante 15 min a temperatura ambiente, lavados 3 veces con acetato de amonio 0,1 M
pH:9 por centrifugacién, y extendidos sobre portaobjetos. Los mismos fueron luego lavados
por inmersidn sucesiva en agua, metanol y agua (5 min en cada uno), y posteriormente,
incubados durante 5 min en una solucién de 0,22 % m/v Coomasie Brillant Blue en 50% v/v
metanol y 10% v/v acido acético. Por ultimo, los portaobjetos fueron lavados con agua,
montados con glicerol y examinados inmediatamente bajo el microscopio éptico (x400). Los
espermatozoides fueron cuantificados como intactos cuando presentaban una coloracién
azul intensa en la regién acrosomal, y como reaccionados cuando la regién no presentaba

color (Da Ros et al. 2008).

La induccion de la reaccién acrosomal se realizd por exposicion de los espermatozoides
de ratén a 15uM progesterona o 10uM de ionéforo de calcio A23187 (Sigma-Aldrich), 15 min

antes del final de la capacitacion

Evaluacion de la motilidad de los espermatozoides

Alicuotas de 15 pl de las suspensiones de espermatozoides fueron colocadas entre
portaobjetos y cubreobjetos (22 x 22 mm, para crear una camara de 30 um de profundidad)
precalentados a 372C. El andlisis subjetivo de motilidad se realizé contabilizando el nimero
de espermatozoides moétiles progresivos y los no progresivos utilizando un microscopio
6ptico en un aumento de 400x. El analisis objetivo fue realizado utilizando sistema ISASw
(Integrated Semen Analysis System) v1.2 CASA (computer-assisted sperm analysis) system

(Proiser R&D, S.L., Espafia). Se analizaron por lo menos 200 células por muestra distribuidas
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en 20 campos distintos tomdndose 30 imdgenes a 60 Hz para cada medicién. Los pardmetros
analizados fueron los siguientes: velocidad promedio de la trayectoria (average path
velocity, VAP, um/s), velocidad curvilinea (curvilinear velocity, VCL, um/s), velocidad en linea
recta desde el inicio al final de la trayectoria (straight line velocity, VSL, um/s), linealidad
(linearity, LIN, %, VSL/VCL), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (amplitude of
lateral head displacement, ALH, um), rectilineidad (straightness, STR, %, VSL/VAP), y
frecuencia de batido de la cabeza (beat cross frequency, BCF, Hz). Los espermatozoides
fueron considerados métiles cuando presentaban VCL > 0, y con motilidad hiperactivada
cuando mostraban VCL > 271, LIN < 23,6 % y ALH > 5. Estos puntos de corte fueron
obtenidos para nuestras condiciones experimentales basados en recomendaciones

reportadas previamente (Bray et al. 2005).

Orientacidn espermatica

Los ensayos se realizaron en una cdmara Zigmond modificada que consta de dos pocillos
separados por una pared de 2 mm la cual forma un puente entre ambos pocillos (Fabro et al.
2002). Uno de los pocillos fue cargado con los espermatozoides capacitados mientras que el
segundo fue cargado con el medio solo o conteniendo el compuesto al cual se quiere evaluar
su actividad quimioatractante. Luego de 15 minutos de incubacion, tiempo suficiente para
gue se genere el gradiente en el puente entre ambos pocillos, se registré el movimiento de
los espermatozoides en el puente a 30 cuadros/s durante 4 minutos con una camara Coolpix
L20 (Nikon) adosada al microscopio (Eclipse TS100, Nikon). Las trayectorias de los
espermatozoides se analizaron luego con el software Imagel (versiéon 1.38; National
Institutes of Health) y el complemento Mtrack). El porcentaje de "espermatozoides
orientados" se calculd para 200 trayectorias analizadas por tratamiento con el software
SpermTrack (version 4.0, Universidad Nacional de Cérdoba). La orientacién hacia el pocillo
gue contenia el compuesto se calculé como una relaciéon entre las distancias recorridas
sobre los ejes X e Y (AX / | AY |). Cuando el valor de la relacion fue> 1, el espermatozoide se

considerod orientado.
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Medicién de Ca®* intracelular

Espermatozoides de ratén por citometria de flujo: Los espermatozoides fueron
incubados durante 90 minutos en medio Whitten (Wertheimer et al. 2008) en condiciones
capacitantes o no capacitantes (sin bicarbonato y sin BSA) conteniendo 2uM Fluo-4 AM
(sonda sensible a Ca**, Invitrogen) y 0,05 % v/v acido plurénico (Pluronic F-127, Invitrogen)
durante los ultimos 30 min, seguido de lavados con medio fresco libre de BSA para eliminar
el exceso de sonda (Mata-Martinez et al. 2013). Los espermatozoides cargados con la sonda
Fluo 4-AM fueron expuestos a 2,5ug/ml de ioduro de propidio, y la fluorescencia evaluada
inmediatamente por citometria de flujo utilizando un equipo BD FACSCantoTM Il. La emisién
de la fluorescencia de Fluo 4-AM se detectd por el canal de FITC (516nm) mientras que la del
ioduro de propidio se hizo por el canal PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein Complex,
675nm). Los resultados fueron evaluados utilizando el programa FlowJo v10 (FlowlJo LLC,

EEUU).

Espermatozoides humanos por microscopia en tiempo real: Los espermatozoides
humanos fueron incubados con la sonda Fluo-3 AM 2 uM y acido plurdnico al 0,05% durante
30 minutos en medio fueron fijados por la cabeza sobre cubreobjetos tratados con laminina
(1mg/ml), permitiendo el movimiento del flagelo. El cubreobjetos se montd en una camara
de 500ul (aparato Hardvardmib) y se colocé en la platina de un microscopio invertido
(Eclipse TE 300; Nikon). EI LED se monté en un ensamblaje FlashCube40 con un espejo
dicroico (M40-DC400; Rapp Opto Electronic; anchos de banda: excitaciéon, 450-490 nm;
espejo dicroico de 505 nm; y emisién, 520-560 nm). La salida de LED se sincronizé con la
sefial de Exposicidn de salida de una camara CCD iXon 888 a través de la caja de control para
producir un solo flash de 2 ms de duracién por exposicion individual. El tiempo de exposicion
de la cdmara se ajusto a la duracion del flash (2 ms). Las imagenes se recogieron cada 500 ms
utilizando el software iQ (Andor Technology) y analizadas mediante el programa Imagel. Al
final de cada medicién se realizé un tratamiento con ionomicina 20 uM seguido de otro con
MnCl, 5 mM para obtener la fluorescencia maxima y minima, respectivamente. La viabilidad
de los espermatozoides fue determinada por la motilidad del flagelo y por la capacidad de

responder a ionomicina al final de las mediciones.
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Obtencion de CD de ratén

Las CD se diferenciaron a partir de precursores mieloides de médula dsea. Brevemente, se
obtuvo la médula dsea de fémures y tibias de ratones hembras, tanto control como KO,
entre 6-14 semanas de edad. El tejido fue disgregado mediante suaves pasajes a través de
una aguja de 21 G en solucidn fisioldgica y posteriormente los gldbulos rojos fueron lisados
con buffer ACK (NH4CI 0,15 M, KHCO3 10 mM, Na2EDTA 0,1 mM, pH 7,2-7,4). Las células
obtenidas se cultivaron en una concentracién de 2x10° células/ml en medio RPMI completo
[RPMI 1640 GLu + suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) v/v (todo de Gibco),
Penicilina-Estreptomicina (1/100, Sigma), 50 uM 2b-mercaptoetanol y 10 mM HEPES]
suplementado con el factor de diferenciacién de monocitos GM-CSF 20 ng/ml (Peprotech),
durante 7 dias con 2 agregados de medio y un cambios completos de medio. La maduracion

de las CD se efectud exponiéndolas a 1pug/ml de LPS de E.Coli (cepa 0111:B4; Sigma) por 18h.

Citometria de flujo

Las células se centrifugaron y se resuspendieron en PBS suplementado con SFB 1% v/v
(PBS/SFB1%). Para realizar la marcacion de superficie, las células se incubaron durante 30
min a 4 °C con los anticuerpos monoclonales (o sus controles de isotipo) conjugados a sus
respectivos fluorocromos, los cuales fueron detallados anteriormente. Luego, las células se
lavaron dos veces con PBS/SFB 1% y se resuspendieron en p-formaldehido 1% en PBS hasta

su analisis en el citdmetro FACS CANTO (BD Biosciences) uyilizando el software FlowJo.

Deteccion de citoquinas por ELISA

Se utilizaron sets de ELISA de captura comerciales de acuerdo a las instrucciones del
proveedor. En lineas generales, se incubaron (18 h a 4 °C) placas de 96 pocillos (Costar) con
el anticuerpo de captura disuelto en buffer carbonato pH 9,6 o buffer fosfato pH 6,5. Luego
las placas se lavaron 3 veces con PBS pH 7,4; 0,01% Tween-20 (PBS-T 0,01%) y se incubaron
con buffer de bloqueo (PBS/10% SFB) durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacion,

se incubaron las muestras y la curva estandar por duplicado (18 h; 4 °C). Se realizaron 4
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lavados con PBST 0,01% y se agregd la solucidn de deteccién conteniendo el anticuerpo
secundario biotinilado junto a la estreptavidina-HRP (2 h; temperatura ambiente).
Finalmente, se realizaron 6 lavados con PBS-T 0,01% y se procedié al revelado con una
solucién del sustrato tetrametilbenzidina (TMB) y 0,03% de H,0, en buffer fosfato-citrato
(0,1 M &cido citrico; 0,1 M Na,H PQy). La reaccién se detuvo con H,SO4 2N, determinando la
absorbancia a una longitud de onda de 450 nm en un espectrofotometro de placa

(Labysistems Multiskan).

Co-cultivo de células dendriticas y esplenocitos

Obtencidon de esplenocitos: Los esplenocitos fueron obtenidos a partir del procesamiento

en esterilidad de bazos provenientes de ratones C57BL/6.

Proliferacion esplenocitos: Se evalué la proliferacién de los esplenocitos en co-cultivo con
CD por analisis de la dilucion del colorante CFDA SE, utilizando el Vybrant CFDA SE Cell Tracer
Kit. Este compuesto difunde pasivamente dentro de las células, quedando retenido dentro
de las mismas para luego ser heredado por las células hijas luego de la mitosis, donde cada
una de ellas recibe la mitad de marca fluorescente. Para llevar a cabo el marcado de los
esplenocitos, las células fueron resuspendidas en PBS con una concentracion 1,5 uM de
CFDA SE e incubadas durante 7 minutos a 37°C. Luego, fueron lavadas y sembradas junto con
las CD (en una relacién 4:1) en una placa de 96 pocillos con fondo en U la cual habian sido
pre-incubadas con anticuerpo anti-CD3 en 40 pl de PBS 1x por 2hs a 372C en cdmara
himeda. El medio de cultivo utilizado fue RPMI suplementado con SFB 10% v/v, en un
volumen final de 200 ml por well durante 3 dias a 37°C. La proliferacién celular se determiné
a partir de la dilucién de CFDA SE al tercer dia del cultivo por citometria de flujo utilizando el
citémetro FACS CANTO (BD Biosciences) y la herramienta de proliferacion del software
FlowJo. Ademads del estudio de proliferacion por dilucién de la sonda CFDA SE, se estudi6 el
porcentaje de LT regulatorios diferenciados y los indices de proliferaciéon de los linfocitos T
CD4 y CD8 marcando las células con anticuerpos especificos previo al pasaje de las mismas
por el citdbmetro. Los protocolos para la identificacién de las distintas poblaciones de LT

fueron los siguientes:
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LT regulatorios: se incubaron las células con los anticuerpos de superficie anti-CD4-FITC y
CD25-PE. Posteriormente, se procedié a la fijacion y permeabilizacidon de los LT utilizando el
Fixation/Permeabilization Buffer (eBioscience), incubando las células durante 30 min-18 hs a
4°C en camara humeda. A continuacion, se realizé la marcacién intra-citoplasmatica de
Foxp3 incubando las células por 1 h a 42C con anti-Foxp3-APC en Permeabilization Buffer

(eBioscience).

LT CD8: se incubaron las células con los anticuerpos de superficie anti-CD8-APC y anti-

CD3-PE. Las células fueron incubadas durante 30 min 42C previo a la fijacion.

LT CD4: se incubaron las células con los anticuerpos de superficie anti-PE y anti CD3 FITC.

Las células fueron incubadas durante 30 min 42C previo a la fijacion.

Por ultimo, una vez que las células fueron marcadas, las mismas se fijaron y se
resuspendieron en 200 ul de PFA 1% v/v hasta su posterior analisis por citometria de flujo
(BD FACS Canto). Los medios condicionados fueron colectados para el posterior analisis de

citoquinas.

Células Tumorales

La linea celular MA-10 de tumores de leydig de ratén (Ascoli 1981) fue generosamente
cedida por el laboratorio del Dr. Omar Pignataro (IBYME CONICET) quien previamente los
recibié del Dr Mario Ascoli (University of lowa, lowa City, IA, USA). Esta linea celular es
singénicas con ratones C57BL/6 y fue mantenida en cultivo con medio DMEM/F12 (Gibco)
suplementado con 4.76g/L de HEPES, 1.2g/L de bicarbonato de sodio, 1ml/L de geneticina
(en solucidn, Gibco, Invitrogen) y 15% suero de caballo, en estufa a 372C y a una atmdsfera

de 5% CO2.

Inyeccion tumores

Las células tumorales de la linea MA-10 (1x10* células), fueron inyectadas de forma

subcutanea en el flanco izquierdo de los animales. Al cabo de 15 dias, se inicié el monitoreo
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del crecimiento tumoral dia por medio midiendo los didmetros perpendiculares de la masa
tumoral con un calibre métrico. El volumen tumoral fue estimado a través de la siguiente
formula (d2 x D x 0,5), en donde d es el diametro menor y D el mayor del tumor evaluado.
Por razones éticas los animales se sacrificaron cuando los tumores alcanzaron un volumen >

2,5cm.

Medicion de Ca2+ intracelular en CD

Las CD tanto inmaduras como maduras fueron incubadas con 2 uM Fluo-4, AM vy 0,05 %
v/v acido plurénico por 30 minutos en solucion de Kreb’s [145 mM NaCl ; 5 mM KCl; 1 mM
Na2HPO4; 5 mM glucose; 1 mM CaCl2; 0.5 mM MgCI2; 10 mM HEPES; 0.1% (p/v) BSA; pH
7.4]. Posteriormente, las células fueron lavadas con medio fresco (soluciéon de Kreb’s) para
eliminar el exceso de sonda y colocadas en placas de 96 well y la fluorescencia de la sonda
Fluo 4-AM detectada a través de un espectrofluorimetro. Las concentraciones de Ca2+
intracelular se obtuvieron de la siguiente ecuacion: [Ca2+]=Kd(F-Fmin)/(Fmax—F), donde Kd
= 354 nM. Las fluorescencias Fmax y Fmin se determinaron para cada muestra luego del

agregado de ion6foro de Ca®* o Mncl,, respectivamente.

Analisis estadistico

Los datos se muestran como la media + SEM de al menos tres experimentos
independientes. Todos los calculos fueron realizados usando el programa Prism 6.0
(GraphPad, EEUU). Los resultados de experimentos con dos grupos experimentales fueron
evaluados por la prueba t de Student. Para aquellos experimentos que involucraron mas de
2 grupos se utilizé la prueba ANOVA de una via y el post-test de Fisher’s LSD para comparar
con el control. Al compararse dos factores se utilizé la prueba ANOVA de dos vias y el post-
test de Bonferroni para comparaciones multiples. Para el analisis de correlacién se utilizé el
test de Pearson. Finalmente, los analisis de contingencia se realizaron mediante el test
Fisher’s LSD. En todos los casos la significancia estadistica se indica en la leyenda de las

figuras y un valor de p<0,05 fue considerado como significativo.
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Capitulo |

Estudio del rol de CRISP1 como regulador de CatSper y su potencial empleo para el

desarrollo de un método anticonceptivo

Como fuera mencionado en la introduccién, numerosas evidencias de nuestro grupo
indican que la proteina CRISP1 asociada a los espermatozoides durante la maduracién
participaria en diferentes etapas del proceso de a través de sitios complementarios
localizados en el ovocito (Rochwerger et al, 1992, Cohen et al, 2000, 2001, Busso et al 2007,
Da Ros et al, 2008, Maldera et al., 2014, Weigel et al, 2018). Sumado a ello, recientes
evidencias muestran que CRISP1 se expresaria no solo en el epididimo sino también a lo
largo del tracto femenino incluyendo las células del cimulus que rodean a los ovocitos. Mas
especificamente, hemos observado que CRISP1 actuaria como quimioatractante de
espermatozoides modulando su HA, muy posiblemente a través de su capacidad de regular
CatSper (Ernesto y Weigel Muioz et al, 2015), el principal canal de calcio del espermatozoide
esencial para la fertilidad. En base a ello, el primer objetivo de esta Tesis consistié en
continuar explorando el rol de CRISP1 como regulador de CatSper y explorar su potencial

empleo para el desarrollo de un método anticonceptivo no hormonal.

Si bien los resultados obtenidos hasta el momento en ratén indicaban que CRISP1 era
capaz de quimioatraer y orientar a los espermatozoides como asi también de inhibir a
CatSper, restaba asociar estos dos conceptos y confirmar nuestra hipétesis de que la
capacidad orientadora de espermatozoides de CRISP1 estaba mediada por su capacidad de
inhibir al canal CatSper. Por esta razén, en primer lugar, realizamos un estudio en el cual se
evalué el efecto tanto de un antagonista de CatSper como lo es el NNC 55-0396 (NNC), como
del agonista 4-aminopiridina (4-AP), sobre la capacidad quimioatractante de
espermatozoides, utilizando la cdmara de Zigmond modificada (Figura I.1 A) empleada en
nuestros estudios previos. La premisa de este experimento consistia en que, si
efectivamente la inhibicion de CatSper por CRISP1 disminuia la HA de los espermatozoides,
aumentando asi su capacidad de ser orientados (Eisembach), un antagonista del canal podria
replicar dicho efecto y lograr orientar a los espermatozoides. De ese modo, uno de los dos

pocillos de la cdmara de Zigmond fue cargado con los espermatozoides capacitados mientras
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gue el segundo pocillo fue cargado con el medio conteniendo el compuesto a evaluar. Luego
de 15 minutos de incubacién, tiempo suficiente para que se genere el gradiente en el puente
entre ambos pocillos, se capturaron imagenes durante 4 minutos a través de una camara de
video adosada al microscopio. Utilizando el complemento Mtrack]) del image J, se analizaron
las trayectorias y la orientacion de los espermatozoides de manera tal que si los mismos
estuvieran orientados al azar, la distribucion entre los diferentes cuadrantes de la camara
(Figura 1.1 B) seria equitativa (25% aproximadamente) mientras que la detecciéon de un
desvio hacia el cuadrante cercano al pocillo conteniendo el compuesto, indicaria la

existencia de una quimioatraccion u orientacion de los espermatozoides.

Camara Zigmund @
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@‘T S

E
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Cubre objetos

Quimioatractante Espermatozoides

Figura 1.1 Metodologia utilizada para medir orientacion espermatica. A. Esquema de una
camara de Zigmond utilizada para medir quimiotaxis. El circulo rojo sefiala el puente entre
ambas pocillos. B. Divisién en cuadrantes del campo observado por microscopia.

Los resultados mostraron que mientras que el inhibidor NNC fue capaz de quimioatraer a
los espermatozoides al igual que CRISP1, el agonista 4-AP no tuvo actividad, apoyando la
idea de que la quimioatraccidn inducida por CRISP1 se encontraria mediada por la inhibicién

de CatSper (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Estudio de la capacidad quimioatractante de un agonista y un antagonista de
CatSper. Los espermatozoides capacitados se colocaron en un pocillo de la cdmara Zigmond
mientras que el segundo pocillo fue cargado con NNC (1 uM) o 4-AP (2 mM) , utilizando
medio libre de compuestos como control negativo y CRISP1 (10 uM) como control positivo.
Después de 15 minutos, se analizaron las trayectorias de los espermatozoides y se calculd el
porcentaje de espermatozoides orientados hacia los compuestos. En todos los casos, los
resultados representan la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes en los
gue se analizaron > 150 trayectorias de espermatozoides por experimento. *, p<0,05; ***,
p<0.005 vs. Medio.

Las evidencias encontradas hasta el momento confirman la capacidad de CRISP1 de
regular a CatSper, molécula clave para la fertilidad masculina (Ren et al. 2001). De este
modo, el hecho de haber detectado la expresion de CRISP1 en el tracto femenino apoya la
importancia de continuar estudiando el rol de CRISP1 de la hembra para la fertilizacién y la
fertilidad femenina. Al respecto, y tal como fuera mencionado anteriormente, si bien los
ensayos de fertilizacion in vitro utilizando COC KO para CRISP1 habian mostrado la
participacion de esta proteina en la etapa de penetracidon del cimulus (Ernesto et al, 2015),
la fertilidad de las hembras KO para CRISP1 resulto normal. Con el fin de investigar mas
profundamente estas observaciones, llevamos a cabo ensayos de fertilizacion in vitro bajo
dos esquemas experimentales diferentes en ambos de los cuales se co-incubaron COC
provenientes de hembras KO para CRISP1 (KO C1) o control con espermatozoides control. En
un caso, los ovocitos fueron recuperados a las 3 hs de co-incubacién, lavados por pipeteo
para separarlos de los espermatozoides, e incubados in vitro durante toda la noche para
determinar el porcentaje que habia alcanzado el estadio de dos células. En el otro caso, las

gametas continuaron la co-incubacion hasta el dia siguiente, evaludndose también el
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porcentaje de ovocitos en dos células. Los resultados mostraron que mientras los ovocitos
separados de los espermatozoides a las 3 hs de co-incubacién presentaban una bajada
significativa en el porcentaje de fertilizacion respecto al control (Figura 1.3 A), la co-
incubacién de las gametas hasta el dia siguiente conducia a porcentajes de fertilizacién no
significativamente diferentes a los controles (Figura 1.3 B). Estos resultados indicaban que los
defectos en fertilizacion observados a tiempos cortos de co-incubacidon podian ser
compensados por un mayor tiempo de co-incubacidn de las gametas. Si bien estos
resultados podian explicar la normal fertilidad que se observa para las hembras KO C1
debido al mayor tiempo de exposicién de las gametas in vivo, existia la posibilidad que los
defectos de los COC KO C1 observados in vitro pudieran evidenciarse in vivo bajo una
condicion mas demandante tal como lo es el apareo con hembras superovuladas (Brukman
et al, 2016). En base a ello, con el fin de analizar esta posibilidad, hembras superovuladas
tanto KO C1 como control fueron apareadas con machos control. Al dia siguiente, en
aquellas hembras en las cuales se confirmd el éxito del apareo por presencia de tapon
vaginal, los ovocitos fueron recuperados de la ampulla e incubados in vitro durante toda la
noche para determinar el porcentaje de los mismos que habia alcanzado el estadio de dos
células. Como se muestra en la Figura |.3 C, los resultados revelaron una bajada significativa
en el porcentaje de fertilizaciéon correspondiente a las hembras KO C1 respecto al control,
confirmando la relevancia de la proteina CRISP1 femenina para el proceso de fertilizacion in

vivo.
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Figura 1.3 Efecto de la ausencia de CRISP1 del tracto reproductor femenino sobre la
fertilizaciéon. A y B. Porcentaje de fertilizacion de COC provenientes de hembras KO C1 o
controles que fueron incubados in vitro con espermatozoides de ratén control durante 3 hs
(lavados) (A) o durante toda la noche (sin lavar) (B). FIV: Fertilizacion in vitro. C. Porcentaje de
ovocitos fertilizados recuperados de hembras KO C1 o control apareadas con machos control.
En todos los casos, los resultados representan la media + SEM de al menos 3 experimentos
independientes. *, p<0,05 vs. Control.

Habiendo confirmado la relevancia de la proteina CRISP1 femenina para la fertilizacion en
un modelo de ratdn, resultaba de interés investigar si estas observaciones podian
extenderse al modelo humano. Para ello, decidimos estudiar la expresion de CRISP1 en el
cumulus oophorus que rodea al ovocito humano a partir de células de granulosa humanas
provenientes de material de descarte provistas por la Lic. F. Raffo del centro de fertilizacion
asistida Fertilab. Dichas muestras fueron utilizadas para la preparacién de un extracto
proteico y posterior andlisis de la presencia de CRISP1 por WB, utilizando un anticuerpo
contra CRISP1 humana (hCRISP1). Sin embargo, luego de numerosos intentos, no logramos
detectar a CRISP1 mediante esta técnica (Figura 1.4 A). Teniendo en cuenta que resultados
previos en el modelo de ratéon indicaban que CRISP1 se expresa en bajos niveles en las
células del cumulus, existia la posibilidad de que la falta de deteccién de CRISP1 en las
muestras humanas se debiera a una muy baja expresién de la misma sumado a un problema
de baja deteccién del anticuerpo. En base a ello, el resto de las muestras fueron utilizadas
para la extracciéon de ARNm de forma tal de analizar la presencia del mensajero de Crispl
por RT-PCR. El empleo de esta aproximacién, sin embargo, tampoco fue exitosa (Figura 1.4

B). Por tal razén, dada la alta homologia en secuencia entre CRISP1 de ratén y CRISP3

103



RESULTADOS |

humana como asi también que se ha descripto la expresién de CRISP3 en tejido ovarico
humano (Krdtzschmar et al. 1996), nos plantemos la posibilidad de que fuera CRISP3 la
proteina que se estuviera expresando en las células del cimulus humano. Los resultados
obtenidos por RT-PCR (Figura 1.4 C), la secuenciaciéon de la banda obtenida mediante el
método Sanger (Macrogen, Corea del Sur) (Figura I.5), y el posterior estudio de Blast con la
base de datos del NCBI (Figura 1.6) confirmaron la presencia del mensajero de Crisp3 en

extractos de cumulus humanos.
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Figura 1.4 Estudio de la expresion de las CRISP en células de cimulus humano. A. Extractos
proteicos de muestras de células de cimulus humano fueron sometidos a electroforesis en
geles de poliacrilamida y analizados por WB utilizando un suero anti-CRISP1 humana y
muestras de plasma seminal como control positivo. By C. El RNA total de células de cimulus
fue utilizado como molde para determinar la presencia de Crispl (B) o Crisp3 (C) por RT-PCR,
utilizando primers especificos para cada uno de los genes. En el caso de Crispl, se utilizd
como control positivo de la funcionalidad de los primers, un vector cargado con el cDNA de
Crispl humana (pMal-hCRISP1) mientras que el control positivo para Crisp3 fue RNA
proveniente de células de sangre humana. D. Control de carga de las muestras de células de
cumulus y de sangre utilizando primers especificos contra Gapdh. Las figuras son
representativas de al menos 3 repeticiones.
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Figura 1.5 Secuenciacién del producto de PCR obtenido de muestras de cDNA de células de
cumulus humano mediante el método Sanger (Macrogen, Corea del Sur), utilizando primers
especificos contra Crisp3.
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Score Expect Identities Gaps

1640 bits(888) 0.0 908/917(99%) 4/917(0%)
Query 700  ATATG-TCCCTTATGAACAAGGAGCACCTTGTGCCAGTTGCCCAGATAACTGTGACGATG 758

Frerr rerrrrrrr e e
Sbjct 11 ATATGTTCCCTTATG-AC-AGGAGCACCTTGTGCCAGTTGCCCAGATAACTGTGACGATG 68

Query 759 GACTATGCACCAATGGTTGCAAGTACGAAGATCTCTATAGTAACTGTAAAAGTTTGAAGC 818

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrerr e e e e e e e e e e
Sbjct 69 GACTATGCACCAATGGTTGCAAGTACGAAGATCTCTATAGTAACTGTAARAGTTTGAAGC 128

Query 819 TCACATTAACCTGTAAACATCAGTTGGTCAGGGACAGTTGCAAGGCCTCCTGCAATTGTT 878

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrerr e e e e e e e e e e
Sbjct 129  TCACATTAACCTGTAAACATCAGTTGGTCAGGGACAGTTGCAAGGCCTCCTGCAATTGTT 188

Query 879 CAAACAGCATTTATTAAATACGCATTACACACCGAGTAGGGCTATGTAGAGAGGAGTCAG 938

Frrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 189  CAAACAGCATTTATTAAATACGCATTACACACCGAGTAGGGCTATGTAGAGAGGAGTCAG 248

Query 939 ATTATCTACTTAGATTTGGCATCTACTTAGATTTAACATATACTAGCTGAGAAATTGTAG 998

Frrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 249  ATTATCTACTTAGATTTGGCATCTACTTAGATTTAACATATACTAGCTGAGAAATTGTAG 308

Query 999 GCATGTTTGATACACATTTGATTTCAAATGTTTTTCTTCTGGATCTGCTTTTTATTTTAC 1058

FErrrrrrrrrerrrerrrrr e e e rr e e e e e e e e e e
Sbjct 309  GCATGTTTGATACACATTTGATTTCAAATGTTTTTCTTCTGGATCTGCTTTTTATTTTAC 368

Query 1059 AAAAATATTTTTCATACAAATGGTTAAAAAGAAACAAAATCTATAACAACAACTTTGGAT 1118

FErrrrrrrrrrrrrrrrr e e et re e e e e e e e e rrn
Sbjct 369  AAAAATATTTTTCATACAAATGGTTAAAAAGAAACAAAATCTATAACAACAACTTTGGAT 428

Query 1119 TTTTATATATAAACTTTGTGATTTAAATTTACTGAATTTAATTAGGGTGAAAATTTTGAA 1178

FErrrrrrrrrrrrrrrrr e e et re e e e e e e e e rrn
Sbjct 429  TTTTATATATAAACTTTGTGATTTAAATTTACTGAATTTAATTAGGGTGAAAATTTTGAA 488

Query 1179 AGTTGTATTCTCATATGACTAAGTTCACTAAAACCCTGGATTGAAAGTGAAAATTATGTT 1238

FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 489  AGTTGTATTCTCATATGACTAAGTTCACTAAAACCCTGGATTGAAAGTGAAAATTATGTT 548

Query 1239 CCTAGAACAAAATGTACAAAAAGAACAATATAATTTTCACATGAACCCTTGGCTGTAGTT 1298

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 549  CCTAGAACAAAATGTACAAAAAGAACAATATAATTTTCACATGAACCCTTGGCTGTAGTT 608

Query 1299 GCCTTTCCTAGCTCCACTCTAAGGCTAAGCATCTTCAAAGACGTTTTCCCATATGCTGTC 1358

FEEEEEEErr e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 609  GCCTTTCCTAGCTCCACTCTAAGGCTAAGCATCTTCAAAGACGTTTTCCCATATGCTGTC 668

Query 1359 TTAATTCTTTTCACTCATTCACCCTTCTTCCCAATCATCTGGCTGGCATCCTCACAATTG 1418

FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e et e et e e e e
Sbjct 669  TTAATTCTTTTCACTCATTCACCCTTCTTCCCAATCATCTGGCTGGCATCCTCACAATTG 728

Query 1419 AGTTGAAGCTGTTCCTCCTAAAACAATCCTGACTTTTATTTTGCCAAAATCAATACAATC 1478

Frerrrrrrrrerrrrrrerrrrrrerr e e e e e e e e e e e
Sbjct 729  AGTTGAAGCTGTTCCTCCTAAAACAATCCTGACTTTTATTTTGCCAAAATCAATACAATC 788

Query 1479 CTTTGAATTTTTTATCTGCATAAATTTTACAGTAGAATATGATCAAACCTTCATTTTTAA 1538

Frerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e
Sbjct 789  CTTTGAATTTTTTATCTGCATAAATTTTACAGTAGAATATGATCAAACCTTCATTTTTAA 848

Query 1539 ACCTCTCTTCTCTTTGACAAAACTTCCTTAAAAAAGAATACAAGATAATATAGGTAAATA 1598

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr e rerr e e e er rel
Sbjct 849  ACCTCTCTTCTCTTTGACAAAACTTCCTTAAAAAAGAATACCAGATAATATAGGT-AATA 907

Query 1599 CCCTCCACTCAAGGAGG 1615

[ e O A
Sbjct 908 CCCCCCCCCCGAGGAGG 924

Figura 1.6 Alineamiento de la secuencia obtenida anteriormente (Figura I.5) y de la secuencia
del mensajero de Crisp3 humana que se encuentra en la base de datos del NCBI.
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El hecho de que en el modelo de ratdn la proteina CRISP1 nativa y no asi la recombinante
bacteriana tenga capacidad de orientar a los espermatozoides, y que la proteina nativa
desnaturalizada tampoco sea capaz de regular CatSper en experimentos de electrofisiologia
(Ernesto et al. 2015) apoyan la idea de que el correcto funcionamiento de CRISP1 depende
de la conformacion de la proteina. Estas observaciones indican la necesidad de contar con la
proteina CRISP3 humana nativa purificada o bien expresada en un sistema eucariota para
llevar a cabo los estudios funcionales en el humano. No disponiendo por el momento de
dicho material y en colaboracién con el Dr. Alberto Darszon (UNAM, México), exploramos la
posibilidad de que la proteina CRISP1 nativa de rata tuviera algun efecto inhibitorio sobre la
entrada de Ca®* inducida por progesterona a través de CatSper en espermatozoides
humanos. Para ello, los espermatozoides fueron incubados con la sonda Fluo 3-AM para
luego medir, por microscopia, la intensidad de fluorescencia emitida por las células antes y
después del agregado de progesterona, en presencia o ausencia de distintas
concentraciones de CRISP1. Los resultados mostraron que la entrada de Ca®* por CatSper en
espermatozoides humanos no se vio afectada por la presencia de CRISP1 de roedor (Figura
I.7), probablemente debido a la baja identidad de secuencias aminoacidicas (41%) entre
CRISP3 humana y de rata o bien a la diferente regulacién de la actividad de CatSper humano

gue puede ser estimulada por progesterona (Lishko et al. 2011).

107



RESULTADOS |

— Pg 3pM
—— CRISP10 pM + Pg 3 pM
CRISP 20 pM + Pg 3 pM

01 - |'Df'|:l 10 M
0.08 | e
w re
< o0 o
= i
|
o.04 | l
ooz 4 .'.|I h:"l—\_l
0 : .
0 100 200

Figura 1.7 Efecto de CRISP1 nativa de rata sobre la actividad de CatSper humano.
Espermatozoides humanos no capacitados fueron cargados con Fluo-3 AM, midiéndose la
intensidad de fluorescencia antes y después del agregado de progesterona (Pg) 3 uM en
presencia de dos concentraciones distintas de CRISP1 de rata (10 y 20 uM) o en ausencia de
la misma como control. La intensidad de fluorescencia fue medida por miscroscopia. La
ionomicina (IONO) 10 uM fue agregada como control de respuesta al calcio UAF: unidad
arbitraria de fluorescencia.

En conjunto, los resultados obtenidos hasta el momento en el modelo murino apoyan el
rol de la proteina CRISP1 tanto en la regulacién de CatSper como en el proceso de
fertilizacion mientras que la identificacion del mensajero de CRISP3 en células del cimulus
humanas apoyan la posibilidad de que las observaciones obtenidas en ratén puedan

extenderse al modelo humano.

Teniendo en cuenta que CatSper es indispensable para la fertilidad masculina y que
CRISP1 es un inhibidor natural del mismo, nos planteamos la posibilidad de desarrollar un
método anticonceptivo no hormonal basado en la actividad inhibitoria de CRISP1 sobre el
canal. Al respecto, cabe mencionar que nuestro laboratorio se encuentra desde hace afios
explorando activamente la posibilidad de utilizar a las proteinas CRISP como blancos o
modelos de estudio para el desarrollo de métodos de regulacién de la fertilidad tanto en
animales como en el hombre. Dado que uno de los inhibidores farmacolégicos de CatSper
utilizados por nuestro grupo, HC-056456 (HC), mostro tener una actividad inhibitoria muy

similar a la de CRISP1 en el modelo de roedor (Ernesto et al. 2015), nos propusimos llevar a
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cabo los estudios mencionados utilizando HC con el fin de obtener primeramente una

prueba de concepto de nuestra hipdtesis.

El primer paso consistié en analizar la capacidad de HC de inhibir la entrada de Ca** que
ocurre en el espermatozoide durante la capacitacién. Para ello, se incubaron
espermatozoides de ratén en condiciones capacitantes durante 90 minutos en presencia de
diferentes concentraciones de HC (1, 5, 10 y 20 uM), del vehiculo dimetilsulféxido (DMSO)
como control negativo de la inhibicion de Ca®*, o de H89 (inhibidor de PKA) como control
positivo de la inhibicidn. Al finalizar la incubacién, los niveles de Ca®* intracelular fueron
analizados mediante la técnica de citometria de flujo, utilizando la sonda Fluo 4-AM. Los
resultados mostraron que la exposicion de los espermatozoides a HC durante la capacitaciéon
produjo una bajada significativa y concentracion-dependiente de los niveles de fluorescencia
a partir de una concentracién 5 uM, siendo 10 uM la concentracién minima que producia el

maximo efecto (Figura 1.8).
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Figura 1.8 Efecto de HC sobre los niveles de Ca® intracelular de espermatozoides
capacitados en presencia del inhibidor. Niveles de Ca** intracelular medidos por citometria
de flujo como intensidad de fluorescencia media (MFI) del Fluo 4-AM en espermatozoides
incubados bajo condiciones capacitantes durante 90 minutos en presencia de distintas
concentraciones de HC (1, 5, 10 o 20 uM) o DMSO como control. Los resultados representan
la media £ SEM de al menos 3 experimentos independientes. *, p <0,05; **, p <0,005; ***,
p<0,0005 vs. DMSO.
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Una vez confirmada la capacidad de HC de inhibir la entrada de Ca?* a los
espermatozoides al estar presente durante la capacitacion, se analizé el efecto del HC sobre
distintos parametros espermaticos asociados a dicho proceso. Estos estudios mostraron que
la exposiciéon de espermatozoides a las distintas concentraciones de HC durante la
capacitacién no afectd la viabilidad de los mismos (Figura 1.9 A) pero produjo una fuerte
bajada en el porcentaje de motilidad progresiva analizada subjetivamente por observacién al
microscopio Optico (Figura 1.9 B). El analisis objetivo de la motilidad utilizando el sistema
computarizado CASA no solo confirmo el efecto de HC sobre la motilidad progresiva a 5 uM
yno a luM (HC 5uM 8,9 + 2,1; HC 1uM 31,3 * 1,0; DMSO 33,5 + 2,6, p<0,0001, n=6), sino
también reveld que la concentracién 5 uM producia una bajada significativa en el
porcentaje de espermatozoides hiperactivados (Figura 1.9 C). Este analisis no pudo realizarse
utilizando las mayores concentraciones de HC (10 y 20 uM) ya que el efecto de las mismas
sobre la motilidad de los espermatozoides descripto anteriormente (Figura 1.9B) no permitia
disponer del minimo de 200 células métiles progresivas que se requiere para llevar a cabo el

analisis por CASA.

Posteriormente, se realizd un estudio cinético para determinar en qué momento durante
la capacitacion, el HC era capaz de ejercer su efecto inhibitorio sobre la motilidad de los
espermatozoides. Para tal fin, los espermatozoides se incubaron bajo condiciones
capacitantes en presencia de la concentracion minima de HC que habia mostrado mayor
efecto inhibitorio sobre la entrada de Ca®* (10 uM), recuperandose alicuotas de
espermatozoides a distintos tiempos cuya motilidad fue analizada en forma subjetiva. Los
resultados mostraron una bajada significativa en la motilidad espermatica a partir de los 30
minutos de incubacidn, alcanzando niveles inferiores al 5% al final de la capacitacion (90

minutos) (Figura 1.9 D).

110



RESULTADOS |

HC (o DMSO) HC (o DMSO)

% 90min Omin ‘k\\ 90min

j
|

o
El
p=

80

100

Espermatozoides motiles
progresivos (%)

Espermatozides viables (%)
-3

s 0 &S
6‘90 o o\\§3'0,,\§§ & ._Po
A S S J ¥

Capacitados Capacitados

HC (o DMSO) HC (o DMSQ) ﬁl\\
Omin \ 90min Omin  15min 30min B60min Qomin
N Y ¥ Y ¥ Y
25+
-~ o 100 - DMSO
£ ¥ z _ -+ HC10
T ~ [
= - @ 5 ;
ES 22 \
£ 5 10 R 50 AR
2a * el )
I 5 o g’ \I kR
w §‘a 25 -..,___{-_ e
. £ -~ 3
0 & & 0 ————
Q@"-‘ SR 0 15 30 45 60 75 90
Tiempo (min)

Figura 1.9 Efecto de la presencia de HC durante la capacitacion sobre distintos parametros
espermaticos. A. Porcentaje de espermatozoides viables capacitados durante 90 min en
presencia de distintas concentraciones de HC (1, 5, 10 o 20 uM) o sin capacitar (frescos),
evaluado por tincién vital con eosina. B. Porcentaje de espermatozoides métiles progresivos
capacitados en presencia de distintas concentraciones de HC (1, 5, 10 o 20 uM) o sin
capacitar (frescos), analizado bajo microscopio éptico en un aumento de 400x. Barras con
letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos. C. Porcentaje de
espermatozoides hiperactivados al finalizar la capacitacion en presencia de HC 1 o 5 uM
analizado por CASA. D. Porcentaje de espermatozoides motiles progresivos a distintos
tiempos de capacitacion en presencia de HC 10 uM, analizado bajo microscopio éptico en un
aumento de 400x. En todos los casos, se empled DMSO como control y los resultados se
expresan como la media + SEM de al menos 3s experimentos independientes. *, p<0,05; ***,
p<0,005 vs. Control.
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Teniendo en cuenta el ampliamente descripto aumento de los niveles de fosforilacién en
residuos tirosina que tiene lugar durante la capacitacion, el cual se sabe es dependiente de
Ca®*, decidimos evaluar el efecto de HC sobre este parametro espermdtico. Para ello,
extractos proteicos obtenidos de espermatozoides capacitados durante 90 minutos en
presencia de diferentes concentraciones de HC (1, 5, 10 y 20 uM) fueron sometidos a una
corrida electroforética en gel de poliacrilamida y revelados por WB, utilizando un anticuerpo
anti-fosfotirosina. Los resultados mostraron una clara disminucion en los niveles de
fosforilacién a concentraciones superiores a 5 uM (Figura 1.10 A). Asimismo, el andlisis de
fosforilacién en tirosina a distintos tiempos durante la capacitacion, utilizando una
concentracion fija de HC (10 uM), reveld que el inhibidor producia su efecto a partir de los

30 minutos de incubacién (Figura 1.10 B).

Teniendo en cuenta que otro de los eventos que tiene lugar durante la capacitacién y que
es critico para diferentes etapas del proceso de fertilizacion es la ocurrencia de la reaccién
acrosomal (RA), el préoximo paso consistio en evaluar el efecto de HC sobre este evento
exocitotico. Dado que la RA puede ser tanto espontanea como inducida por agentes tanto

), los

fisiologicos (ej. progesterona) como farmacoldgicos (ej. iondéforo de Ca
espermatozoides fueron incubados bajo condiciones capacitantes en presencia de diferentes
concentraciones de HC, exponiendo a los mismos ya sea a progesterona o a ionéforo de Ca’
durante los ultimos 15 minutos de capacitacién. Los resultados indicaron que si bien el HC
no produjo efectos sobre la RA espontanea o inducida por ionéforo de Ca?* a ninguna

concentracién, el mismo afectd significativamente los niveles de RA inducida por

progesterona a partir de una concentracién de 5uM. (Figura 1.10 C).
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Figura 1.10 Efecto de HC sobre distintos parametros espermaticos asociados a la
capacitacion. A. Fosforilaciéon de proteinas en tirosina en espermatozoides capacitados en
presencia de distintas concentraciones de HC (1, 5, 10 o 20 uM) o DMSO como control, o sin
capacitar (frescos), analizada por electroforesis y WB utilizando un anticuerpo anti-
fosfotirosina. Se muestra una imagen representativa. B. Fosforilacidon de proteinas en tirosina
a distintos tiempos de capacitacidon en presencia de HC 10 uM o DMSO como control. C.
Porcentaje de espermatozoides que han sufrido la RA al ser capacitados en presencia de
concentraciones crecientes de HC (1, 5, 10 o 20 uM) y expuestos a progesterona (P4),
ionoforo de calcio (1) o DMSO (vehiculo) durante los ultimos 15 minutos de incubacion. La RA
fue evaluada por medio de tincidon con Coomassie Blue. Los resultados representan la media
+ SEM de al menos 3 experimentos independientes. Barras con letras diferentes indican
diferencias significativas entre grupos.
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Habiendo encontrado efectos de HC sobre diferentes pardmetros asociados a la
capacitacién tales como fosforilacién en tirosina, HA y RA inducida, a continuacion,
exploramos el efecto del inhibidor sobre la capacidad fertilizante de los espermatozoides a
través de ensayos de fertilizacién in vitro utilizando diferentes tipos de ovocitos. En primera
instancia, se co-incubaron COC con espermatozoides previamente capacitados en presencia
de las diferentes concentraciones de HC (1, 5, 10 y 20 uM). Tal como se esperaba, estos
experimentos mostraron porcentajes de fertilizacién significativamente menores que los
controles al emplear HC 5 uM y una completa inhibicién a 10 uM y 20 uM (Figura 1.11 A). Los

mismos resultados se obtuvieron al utilizar ovocitos sin cimulus ni ZP (Figura 1.11 B).
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Figura 1.11 Efecto de HC sobre la capacidad fertilizante de espermatozoides capacitados
en presencia del inhibidor. Complejos cumulus ovocitos (A) u ovocitos sin cimulus ni ZP
(B) fueron co-incubados con espermatozoides capacitados en presencia de distintas
concentraciones de HC (1, 5, 10 o 20 uM) o DMSO como control. Se consideraron
fertilizados aquellos ovocitos que presentaran dos pronucleos o nucleo descondensado en
el citoplasma al ser teflidos con Hoescht. En los esquemas la barra rosa indica presencia de
HC y la barra verde ausencia de inhibidor. Los resultados se expresan como la media %
SEM de al menos 3 experimentos independientes. ***, p <0,0005; ****, p <0,0001 vs.
DMSO.
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Habiendo observado que el HC era capaz de afectar la capacidad fertilizante de
espermatozoides que se capacitan en presencia del inhibidor, nos preguntamos si el mismo
efecto podria darse sobre espermatozoides ya capacitados, para lo cual el HC fue agregado
solo durante la co-incubacion de las gametas. Bajo estas condiciones, no se observaron
diferencias significativas en los porcentajes de fertilizacidn para ninguna de las condiciones
evaluadas (COC y ovocitos sin cumulus ni ZP) excepto para el caso de la co-incubacién de

COCy espermatozoides en presencia de la maxima concentracion de HC (Figura .12 Ay B).
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Figura 1.12 Efecto de HC sobre la capacidad fertilizante de espermatozoides expuestos al
inhibidor durante la co-incubaciéon de las gametas. Espermatozoides capacitados bajo
condiciones control fueron co-incubados con COC (A) por 3 hs o con ovocitos sin envolturas
por 1 hora (B) en presencia de distintas concentraciones de HC (1, 5, 10 o 20 uM),
determinandose el porcentaje de ovocitos fertilizados al finalizar cada incubacién. Se
consideraron fertilizados aquellos ovocitos que mostraron cabeza de espermatozoide
descondensada o dos pronucleos en el citoplasma por tincién con Hoescht. En los esquemas
la barra rosa indica presencia de tratamiento y la barra verde ausencia de inhibidor. Los
resultados representan la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes. ***,
p<0,0005 vs. DMSO.
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Si bien no se observaron efectos importantes sobre la fertilizacion, la motilidad de los
espermatozoides analizada subjetivamente parecia verse severamente afectada al final del
periodo de co-incubacién (180 minutos para COC o 60 minutos para fusion), razén por la cual
decidimos estudiar el efecto de HC sobre la motilidad. Nuestros resultados mostraron que
los espermatozoides capacitados por 90 minutos en condiciones control y luego expuestos a
HC 10 uM durante 60 minutos exhibian una motilidad significativamente menor a la de los
controles (Figura 1.13 A) y similar a la observada cuando los espermatozoides eran
capacitados en presencia del inhibidor (ver Figura 1.9 D). Estos resultados sugerian que la
ausencia de efecto sobre la fertilizacion a pesar del marcado efecto sobre la motilidad podia
deberse a la necesidad de un tiempo de exposicion de los espermatozoides al HC previo a
contactar con los ovocitos. Con el fin de evaluar esta posibilidad, espermatozoides ya
capacitados en condiciones control fueron incubados con HC 10 o 20 uM durante 30 minutos
previo a su co-incubacidn con los ovocitos también llevada a cabo en presencia de la misma
concentracion del inhibidor. Bajo estas condiciones, pudo observarse una bajada significativa
de la fertilizacion tanto para COC como para ovocitos sin ZP (Figura 1.13 B), apoyando la
necesidad de un tiempo de exposicion de los espermatozoides al inhibidor antes de

contactar con los ovocitos, ya sea durante o luego de la capacitacion.
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Figura 1.13 Efecto de la pre-incubacion con HC, luego de la capacitacion, sobre la capacidad
fertilizante de los espermatozoides. A. Espermatozoides capacitados bajo condiciones
control fueron luego expuestos a HC 10 uM o DMSO (control) durante 30 minutos,
analizandose la motilidad de los mismos a diferentes tiempos durante la capacitacion. El
analisis fue realizado subjetivamente por observaciéon bajo microscopio éptico a 400x B.
Espermatozoides capacitados bajo condiciones control fueron expuestos a HC 10 uM, 20 uM
o DMSO (control) durante 30 min y luego co-incubados con COC u ovocitos sin envolturas por
180 minutos o 60 minutos, respectivamente, en presencia del inhibidor. Se consideraron
fertilizados aquellos ovocitos que mostraron cabeza de espermatozoide descondensada o dos
pronucleos en el citoplasma por tincion con Hoescht. En los esquemas, la barra rosa indica
presencia de HC y la barra verde ausencia del inhibidor. Los resultados representan la media
+ SEM de al menos 3 experimentos independientes. ***, p<0,0005; **** p<0,0001 vs.
DMSO.
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Los resultados descriptos hasta el momento muestran los efectos de HC sobre los
espermatozoides al ser agregado tanto durante la capacitaciéon espermadtica como durante la
co-incubacién de las gametas, condiciones in vitro que representarian lo que podria ocurrir
in vivo en caso de usarse el HC como un anticonceptivo femenino. Teniendo en cuenta que
el objetivo de nuestros estudios era evaluar el potencial empleo de un inhibidor de CatSper
como un posible método anticonceptivo no hormonal principalmente masculino, decidimos
estudiar qué ocurriria en una condicién que simulara mejor la administracion del inhibidor
al macho. Para ello, espermatozoides epididimarios en concentracién 1x10’
espermatozoides/ml, que se sabe no es capacitante, fueron incubados durante una hora en
presencia de HC 10 uM, luego de lo cual una alicuota de esta suspension fue diluida 1/10 de
forma tal de obtener una concentracién espermatica capacitante y una concentracion final
del inhibidor que carece de efecto (1uM). Los resultados revelaron que durante la hora de
incubacién en presencia de HC, el porcentaje de espermatozoides motiles progresivos
decrecio hasta alcanzar un valor aproximado de 20%, el cual, luego de la dilucién, aumentd
hasta alcanzar valores similares al control (Figura 1.14 A). Si bien estas observaciones
indicaban que el efecto inhibitorio de HC sobre la motilidad progresiva podia revertirse, el
analisis de la capacidad fertilizante de estos espermatozoides in vitro en un medio libre de
HC mostro que la misma continuaba inhibida tanto al emplear COC como ovocitos desnudos

(Figura 1.14 B).
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Figura 1.14 Efecto de la pre-incubacion con HC (previa a la capacitacion) sobre la capacidad
fertilizante de los espermatozoides. A. Los espermatozoides fueron pre-incubados con HC 10
uM o DMSO (control) durante 60 minutos, luego capacitados en ausencia de HC durante 120
minutos, analizandose la motilidad espermatica a diferentes tiempos durante |Ia
capacitacion). El analisis de motilidad fue realizado por observacion al microscopio 6ptico
(400x). B. Los espermatozoides fueron pre-incubados con HC 10 uM o DMSO (control)
durante 60 minutos, capacitados por 120 minutos en ausencia de HC, y luego co-incubados
con COC u ovocitos sin envolturas por 180 6 60 minutos, respectivamente, evaluandose el
porcentaje de fertilizacién. Se consideraron fertilizados aquellos ovocitos que mostraron
cabeza de espermatozoide descondensada o dos pronucleos en el citoplasma por tincién con
Hoescht. En los esquemas la barra rosa indica presencia de HC y barra verde ausencia de
inhibidor. Los resultados representan la media £+ SEM de al menos 3 experimentos
independientes. **, p<0,005; ***, p<0,0005 vs. DMSO.

Una vez probada la efectividad de HC de inhibir la capacidad fertilizante de los
espermatozoides in vitro decidimos evaluar si el inhibidor era también capaz de afectar la
fertilizacion bajo condiciones in vivo. Para ello, espermatozoides recuperados del cauda
epididimario y en concentracién no capacitante (1x10’/ml), fueron expuestos a HC 10 uM
durante 0, 30 o 60 minutos, y luego introducidos en uno de los cuernos uterinos de hembras
prepuberes superovuladas, utilizando al cuerno contralateral con espermatozoides

incubados con DMSO como control. Luego de aproximadamente 15 hs, se recuperaron los
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ovocitos de la ampulla, y se evalud el porcentaje de fertilizacién a través de la tincidn de los
mismos con Hoescht. Estos experimentos mostraron una disminucion significativa en el
porcentaje de ovocitos fertilizados por espermatozoides tratados con HC durante 30
minutos y una fertilizacidon nula para aquellos tratados con el inhibidor durante 60 minutos
(Figura 1.15 A-C), indicando la capacidad de HC de ejercer su efecto también bajo
condiciones in vivo. El andlisis de la motilidad de los espermatozoides incubados a alta
concentracién (1x10’/ml) (que no permite la capacitacidn), y expuestos a HC volvié a
mostrar que la misma se veia afectada por el inhibidor siendo significativamente diferente

del control a partir de los 30 minutos de exposicién (Figura1.15 D).
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Figura 1.15 Efecto de HC sobre la capacidad fertilizante de los espermatozoides in vivo. A-C.
Porcentaje de ovocitos fertilizados recuperados de la ampulla de hembras superovuladas
inseminadas con espermatozoides pre-incubados in vitro por 0, 30 o 60 minutos (A, By C,
respectivamente) con HC 10 uM o DMSO como control. Se consideraron fertilizados aquellos
ovocitos que mostraron cabeza de espermatozoide descondensada o dos pronucleos en el
citoplasma por tincion con Hoescht. D. Porcentaje de espermatozoides epididimarios con
motilidad progresiva a distintos tiempos de exposicion a HC 10uM (o DMSO) incubados en
una alta concentracién (1x10’ /ml aproximadamente) no capacitante. Los resultados
representan la media £ SEM de al menos 3 experimentos independientes. *, p<0,05; ****,
p<0,0001 vs. DMSO.

En resumen, los resultados obtenidos indican que el inhibidor especifico de CatSper, HC,
es capaz de afectar tanto la motilidad progresiva como la capacidad fertilizante de los

espermatozoides independientemente de su estado de capacitacion, requiriendo un tiempo
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de accion sobre los espermatozoides previo a la exposicién de los mismos al ovocito. Dicha
inhibicidn no seria debida a un efecto tdxico del HC a juzgar por la normal viabilidad de los

espermatozoides tratados y la reversibilidad de los efectos sobre la motilidad.

En conjunto, los resultados de la primera parte de este capitulo apoyan el rol de CRISP1
en la regulacién de CatSper y de CRISP1 del cumulus en la fertilizacién abriendo, ademas, la
posibilidad de que la proteina CRISP3 cumpla dicho rol en el humano. Por su parte, los
resultados de la segunda parte de este capitulo muestran que el inhibidor de CatSper HC es
capaz de afectar la capacidad fertilizante de los espermatozoides tanto in vitro como in vivo,
representando una prueba de concepto a favor de la posibilidad de desarrollar un método
anticonceptivo masculino no hormonal basado en la actividad inhibitoria de CRISP1 sobre

CatSper.
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Capitulo I

Generacion y caracterizacion de animales carentes de CRISP3 y de mas de dos CRISP

simultaneamente

Si bien hasta el momento se encuentran disponibles los ratones KO para CRISP1 (Da Ros et
al, 2008), CRISP2 y CRISP4 generados y caracterizados tanto por nuestro laboratorio como
por otros grupos de investigacion (Brukman et al. 2016; Carvajal et al. 2018; Gibbs et al. 2011;
Lim et al. 2019; Turunen et al. 2012), adn no se ha desarrollado el animal KO para la proteina
CRISP3. Como se mencionara anteriormente, CRISP3 tiene una distribucion mas amplia que
las restantes CRISP, encontrandose presente en drganos y tejidos tanto reproductivos como
no reproductivos, algunos de los cuales son de importancia inmunoldgica. Los estudios de
fertilidad llevados a cabo en los KO simples para las diferentes CRISP mostraron que los
mismos exhibian una fertilidad normal a pesar de que los espermatozoides presentaran
defectos para fertilizar in vitro. Estos resultados, junto con el reciente hallazgo de que
machos deficientes en CRISP1 y CRISP4 (DKO C1C4) eran subfértiles (Carvajal et al. 2018)
respaldaron la existencia de mecanismos compensatorios entre los miembros de la familia.
En base a ello, el segundo objetivo de esta Tesis consistid no solo en la generacién y posterior
caracterizacion del ratén KO para la proteina CRISP3 a nivel reproductivo sino también en
continuar los estudios de la relevancia de las proteinas CRISP para la fertilidad masculina

mediante la caracterizacién de animales multiples KO.

Para la generacion de animales deficientes en la proteina CRISP3, decidimos utilizar la
novedosa técnica CRISPR/Cas9 (Wang et al. 2013). Brevemente, la misma consiste en
microinyectar en cigotas los sgRNA homologos al sitio que se desea mutar, junto con el
mensajero de la endonucleasa Cas9 la cual, una vez sintetizada, generara un corte de la
doble hélice de ADN al ser reclutada por los sgRNA. Este dafo es reconocido por los sistemas
endogenos de reparacion de la célula, produciéndose pequefas inserciones y deleciones al
azar (InDels). Las cigotas microinyectadas son luego transferidas a hembras pseudoprefiadas
Yy, una vez nacidas las crias, se identifica en las mismas la presencia de mutaciones en el ADN
gendmico por PCRy electroforesis (Figura Il.1). Si bien el disefio y la seleccién de los sgRNA a

utilizar se realizan mediante aproximaciones informaticas basadas, principalmente, en
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minimizar la posibilidad de que los mismos reconozcan otros lugares del genoma, la

eficiencia de mutagénesis de cada uno de los sgRNA debe ser probada experimentalmente.

SGARN o - i "

Cas9 mRNA N PCR-Electrophoresis
rrren ) indels = __\.

Figura 1.1 Esquema de la técnica CRISPR/Cas9 utilizada para generar ratones deficientes
en CRISP3. sgARN: ARN guia homologo al sitio que se desea mutar. Cas9 mRNA: mensajero
de la endonucleasa Cas9 responsable del clivado de la doble hélice de ADN. Indels:
abreviatura de inserciones y deleciones.

En nuestro caso en particular, teniendo en cuenta que los genes Crispl y Crisp3 de raton
presentan un alto grado de identidad en su secuencia, se disefd in silico un sgRNA capaz de
reconocer Unicamente a Crisp3, para lo cual se busco la regién con menor homologia entre
ambas secuencias y que corresponde al exéon 5 (Figura 11.2) Una vez disefiado el sgRNA, el
grupo dirigido por el Dr. Marcelo Rubinstein (INGEBI) fue el encargado de realizar la
transcripcion in vitro del mismo y del ARNm correspondiente a la enzima Cas9, como asi
también de la microinyeccion y transferencia a hembras pseudopreiadas de embriones WT
provenientes de apareos de animales C57BL/6. Nuestro laboratorio se encargg,
posteriormente, del analisis de la presencia de mutaciones en las crias nacidas como asi
también de los posteriores estudios funcionales destinados a caracterizar el modelo a nivel

reproductivo.
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A SgARN
Crisp3
Exdn 5
B

5" ATTTAAAATGTGGTGAGAATTTGTTCATGTCATCTTACCTTGTACCATGGTCTTCTGTAATCCAAGGATGGTATA... 3" EXON S5

5 ...ATGAATCCAAAGGTCTTATATITGGTGTGGGCCCAAAGCAAAATGTTAGTGTGGTTGGACATCATACTCAG 3" EXON5

Figura 1.2 Estrategia utilizada para generar ratones deficientes en CRISP3. A. Esquema del
gen Crisp3 indicando la regién hacia la cual estd dirigido el sgRNA utilizado. Las lineas
verticales representan los exones del gen y las lineas finas horizontales los intrones del
mismo. B. Secuencia del exén 5 del gen Crisp3 donde la linea negra marca la regién
homologa al sgRNA utilizado.

Se realizaron dos tandas de microinyeccion en las cuales se inyectaron un total de 280
cigotas, de las cuales 198 fueron transferidas a 10 hembras pseudoprefiadas. Luego de los 21
dias de gestacion, se obtuvieron un total de 37 crias vivas (FO) y se procedié a determinar la
presencia o ausencia de mutacion en estos animales a partir de ADN gendmico. Para ello, se
extrajo el ADN de muestras provenientes de las orejas de los animales y se realizé una PCR
con primers especificos que flanquearan la region homdloga al sgRNA. Luego de ello, el
producto de PCR fue sometido a una ronda de desnaturalizacién a 95°C y renaturalizacién a
temperatura ambiente de forma tal que, en caso de haber mutacién, la hibridacién de los
fragmentos no fuera perfecta y permitiera detectar un patrén de bandas distinto al control
al analizar las muestras por electroforesis en geles de poliacrilamida. El andlisis de estos
estudios reveld que ninguno de los 37 animales presentaba mutacidn en el gen de Crisp3

(Figura 11.3).
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1 23 456 78 910 M1112 13WT 14 15 16 17 18 19 20 M 21 22 23 24 25 26 WT

27 28 29 M 30 3132 33 3435 36 37 WT

Figura 1.3 Analisis de la presencia de mutaciones en el gen Crisp3 en los animales F0. PCR a
partir del ADN gendmico proveniente de las 37 crias nacidas producto de la transferencia de
las cigotas microinyectadas (FO), utilizando primers especificos que flanquean el exén 5 de
Crisp3, seguido por un ciclo de desnaturalizacién/renaturalizacion y electroforesis en geles
de poliacrilamida. Como control, se muestra un animal WT. M: marcador de peso molecular.

Dada la ausencia de resultados positivos, decidimos realizar algunas modificaciones con
respecto a la estrategia utilizada. Por un lado, en lugar de emplear un solo sgRNA, se
emplearon dos sgRNA separados por 41pb, aumentando asi considerablemente las
probabilidades de obtener una delecion mas grande y, por ende, deletérea. Por otro lado,
decidimos aprovechar el alto porcentaje de identidad entre Crisp1 y Crisp3 de forma tal que,
en una misma tanda de microinyeccion, podriamos obtener no solo KO simples para CRISP3
sino también animales dobles KO (DKO) para CRISP1 y CRISP3. Teniendo en cuenta estas dos
modificaciones, se disefiaron dos sgRNA que reconocian al exén 2 de ambos genes. Cabe
mencionar que uno de los sitios de clivaje de uno de los sgRNA se encontraba muy préximo
al sitio de inicio de la traduccidn, abriendo la posibilidad de que el mismo sea eliminado. En

la figura 11.4 se resume la estrategia descripta.
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A ATG
P 41 bp
Crisp1
Exdn 2
Crisp3
Exdn 2
B

5" CCATGGCATTAATGCTTGTGCTGTTCNTCCTGGCTGCTGTACTGCCCCCATCCCTTCTTCAAGATANCTCTCAG 3™ EXON 2

Figura 1.4 Segunda estrategia utilizada para generar ratones KO CRISP3 y DKO
CRISP1/CRISP3. A. Esquema de los genes Crispl y Crisp3 indicando las regiones de los
mismos hacia las cuales estan dirigidos los sgRNA utilizados. Las lineas verticales representan
los exones del gen y las lineas finas horizontales los intrones del mismo. B. Secuencia del
exon 2 de los genes Crisp1y Crisp3 donde las lineas negras marcan las regiénes homadlogas a
los sgRNA utilizados.

Una vez disefiados los sgRNA, se realizaron dos tandas de microinyeccion en las cuales se
inyectaron un total 259 cigotas, de las cuales 168 fueron transferidas a 9 hembras
pseudoprefiadas, obteniéndose un total de 34 crias vivas (F0). El analisis por PCR vy
electroforesis en poliacrilamida revelé que 2 de los 34 animales presentaban mutacion en
Crisp3, 7 en Crisp1, 12 en ambos genes, 9 no parecerian presentar mutacién alguna y 4 no
pudieron ser determinados (Figura 11.5). Dada la disponibilidad de la colonia de animales KO
para CRISP1, nos enfocamos en la obtencidon del animal KO simple para CRISP3 y DKO
CRISP1/CRISP3. Sabiendo que la técnica CRISPR/Cas9 conduce a un alto grado de
mosaiquismo (Mehravar et al. 2019; Mizuno et al. 2014; Oliver et al. 2015), los 2 ratones que
presentaban mutacién Unicamente en Crisp3 (#19 y #21 de la figura I1.5) y 4 de los 12
animales que presentaban mutacidén en ambos genes (#1 #27 #30 #33 de la figura II.5), se
colocaron en apareo con animales WT de forma tal de confirmar la presencia de la mutacién
en la linea germinal. El criterio de seleccidn de los 4 animales con mutacidon en ambos genes
se basd en que los mismos parecian presentar mutaciones de gran tamafio que podian ser

resueltas en un gel de agarosa, lo cual representaba una ventaja tanto técnica como
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econdmica. De este modo, la identificacién de las mutaciones en estas crias (F1) y la
posterior genotipificacion de los animales de la colonia fue llevada a cabo por PCR vy

electroforesis en gel de agarosa.

Crisp1 Crisp3

M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11121314

‘ww-- 1
oed -‘\-4

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112 13 14

A

15 16 17 x 18 34 19 20 21 22 32 M Agua WT

M 29 30 31 32 33 34AguaWT M 23 24 25 26 27 28 29 30 31 x 33

“--Ei-““- HEL T v

-“- Hwe o

15 16 17 18 19 20 21 M 22 23 24 25 26 27 28

'

Figura II.5 Andlisis de la presencia de mutaciones en los genes Crispl y Crisp3 en los
animales FO correspondientes a la segunda tanda de microinyeccién. PCR a partir del ADN
gendmico de las 34 crias nacidas vivas producto de la transferencia de las cigotas
microinyectadas (FO), utilizando primers especificos que flanquean el exén 2 de Crispl
(paneles izquierdos) o Crisp3 (paneles derechos), seguido por un ciclo de
desnaturalizacion/renaturalizacién y electroforesis en geles de poliacrilamida. Como control,
se muestra un animal WT.

Tal como se esperaba, el andlisis de las crias obtenidas mostré diferentes mutaciones
para Crispl y Crisp3, confirmando la presencia de un alto nivel de mosaiquismo en la linea
germinal de ratones FO. En la figura 1.6 A y B se muestran las imagenes correspondientes a la
corrida electroforética de las crias nacidas del animal #21 que presentaba mutacién
Unicamente en Crisp3 (A), y del animal #27 con mutacién en ambos genes (B). De estas crias,

se seleccioné el animal #6 del panel Ay el #5 del panel B para confirmar, por secuenciacion,
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gue las mutaciones fueran deletereas. En el caso del ratén #6, la secuenciacion reveld que,
efectivamente, el gen de Crisp3 presentaba una delecién de 27 pb y otra de 9 pb, las cuales
generaban un coddn stop prematuro (Figura 1.6 C), y confirmd que la secuencia de Crisp1 se
mantuvo intacta. En el animal #5, se detectd una delecién de 73 pb en Crisp3 y otra de 55 pb
en Crisp1 que, en ambos casos, incluian el sitio de inicio de la traduccién (Figura 1.6 D). Estos

animales fueron los seleccionados para establecer ambas colonias.

A B
12 3 4 5 6 78 910 N1
Alelo
Crisp1 Alelo Crisp1 wWT
WT
Alelo Alelo
Crisp3 WT Crisp3 wT

C Crisp1

WT TCTCTAGCCATGGCATTAATGCTTGTGCTGTTCTTCTTGGCTGCTGTACTGCCCCCATCCCTTCTTCAAGATAGCTCTCAGGTAT
KO TCTCTAGCCATGGCATTAATGCTTGTGCTGTTCTTCTTGGCTGCTGTACTGCCCCCATCCCTTCTTCAAGATAGCTCTCAGGTAT

Crisp3
WT TCTCTAGCCATGGCATTAATGCTTGTGCTGTTCTTCCTGGCTGCTGTACTGCCCCCATCCCTTCTTCAAGATAACTCTCAGGTAT
KO TCTCTAGCCATGGC. TGCTGTACTGCCCCCAT--==memmmuamee, AAGATAACTCTCAGGTAT
D Crispl
WT TCTCTAGCCATGGCATTAATGCTTGTGCTGTTCTTCTTGGCTGCTGTACTGCCCCCATCCCTTCTTCAAGATAGCTCTCAGGTAT
KO TCTCTAGC CTTCAAGATAGCTCTCAGGTAT
Crisp3
WT TCTCTAGCCATGGCATTAATGCTTGTGCTGTTCTTCCTGGCTGCTGTACTGCCCCCATCCCTTCTTCAAGATAACTCTCAGGTAT
KO TCTCT CAGGTAT

Figura 11.6 Andlisis de las mutaciones en Crisp1 y Crisp3 de los animales F1. A y B. PCR a
partir del ADN gendmico de las crias nacidas del apareo del animal #21 (A) (que presentaba
mutacién Unicamente en Crisp3), y del animal #27 (B) (que presentaba mutacién en ambos
genes) con un animal WT, utilizando primers especificos que flanquean el exén 2 de Crisp1 o
Crisp3, seguido por electroforesis en gel de agarosa. Cy D. Resultados de la secuenciacién de
ADN gendmico del animal # 6 del panel A (C) elegido para establecer la colonia simple KO de
CRISP3 y el animal # 5 del panel B (D), elegido para establecer la colonia DKO CRISP1/CRISP3.
El coddn de inicio de la traduccidn se encuentra subrayado y en rojo se sefiala el codén stop
prematuro formado por la delecion.
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El préximo paso consistié en estudiar la expresidn proteica de los distintos miembros de
la familia CRISP en los animales KO de ambas colonias. Para nuestra sorpresa, encontramos
gue tanto machos como hembras de ambas colonias no expresaban la proteina CRISP1
(Figura 1.7 A), lo cual era de esperar para la colonia DKO CRISP1/CRISP3 pero no asi para la
colonia simple KO para CRISP3. Por su parte, observamos expresion normal tanto de CRISP2
(Figura 1.7 B) como de CRISP4 (Figura I.7 C) en ambas colonias. Con respecto a la presencia
de la proteina CRISP3, se realizaron numerosos ensayos utilizando una serie de anticuerpos
comerciales contra la proteina CRISP3 tanto murina como humana sin lograr obtener
resultados positivos en ningun caso ya sea porque los anticuerpos no detectaban a la
proteina o porque los mismos presentaban una reaccién cruzada con otras proteinas que no
correspondian a CRISP3. De todos modos, dado que la confirmacién de la mutaciéon por
secuenciacion aseguraba que la expresion proteica de Crisp3 era practicamente imposible, el
proximo paso consistié en investigar el motivo de la ausencia de CRISP1 en estos animales
analizando la presencia del mensajero (ARNm) de Crisp1 por RT-PCR a partir de muestras de
tejido epididimario y glandula salival. Los resultados mostraron que, ademas de la falta de la
proteina CRISP1, el ARNm correspondiente a Crispl también se encontraba ausente (Figura
11.8A), sugiriendo que Crisp3 podria estar cumpliendo un rol regulatorio sobre la expresion
de CRISP1. Mas aun, la ausencia de expresion del ARNm de Crispl en los animales con
mutacién en ambos genes (Figura 1.8 B) indicaba que la regulacion de Crisp3 sobre la
expresion de Crispl no seria consecuencia de una mutacion especifica en la colonia que
presentaba solo mutacién en Crisp3. En conjunto, estos resultados indicaron que si bien
ambas colonias carecian de las proteinas CRISP1 y CRISP3, una de las mismas presentaba
mutaciones en ambos genes (DKO C1C3) mientras que la otra presentaba mutaciones solo

en Crisp3 y contenia el gen completo de Crisp1 (KO C3).
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Figura 11.7 Estudio de la expresion de la familia CRISP en los animales KO C3 y DKO C1C3.
Analisis de la presencia de CRISP1 (A), CRISP2 (B) y CRISP4 (C) en extractos proteicos de
distintos érganos de animales KO C3 y DKO C1C3 evaluada por WB, utilizando anticuerpos
anti-CRISP1, anti-CRISP2 y anti-CRISP4, respectivamente. Para cada uno de los anticuerpos se
utilizé como control positivo extractos de animales WT y como control negativo extractos de
animales KO simples para cada proteina analizada. Como control de carga se revelo la
muestra con un anticuerpo anti-Actina. Se muestran figuras representativas de al menos tres
animales distintos.

A Epididimo Gléndula salival B Gléndula salival

Ciclofilina- Ciclofilina

Figura 11.8 Estudio de la expresion del mensajero de Crispl en los animales KO C3 y DKO
C1C3. Analisis de la expresion de Crispl por PCR a partir de muestras de cDNA de distintos
tejidos de animales KO C3 (A) y DKO C1C3 (B), utilizando primers especificos contra el
mensajero de Crispl. WT: control positivo. SIN RT: control negativo de la RT-PCR, donde Ia
reaccion se llevd a cabo sin enzima, utilizando como molde muestras de RNA de tejidos de
animales WT. Agua: control negativo de la PCR. En todos los casos, para el control de carga
se utilizaron primers especificos contra el mensajero de ciclofilina. Se muestran figuras
representativas de al menos tres animales distintos.
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A continuacién, dado que CRISP1 y CRISP3 se expresan en el tracto reproductor masculino
y femenino (Ernesto et al. 2015; Evans et al. 2015; Reddy, Gerard M. Gibbs, et al. 2008),
decidimos estudiar la relevancia funcional de estas proteinas a nivel reproductivo en ambos
sexos. Los estudios de fertilidad se llevaron a cabo colocando en una jaula el macho o la
hembra a evaluar junto con su pareja control durante cuatro noches controlando, todas las
mananas, la presencia de tapdn vaginal como indicador de la ocurrencia del apareo. Una vez
transcurrido el tiempo de gestacion, se registraron el nimero de crias y el peso de las

mismas.

En el caso de los machos, los estudios revelaron que si bien los porcentajes de hembras
prefadas apareadas con los animales KO de ambas colonias no presentaban diferencias
significativas respecto a los controles, el promedio del nimero de crias por camada fue
significativamente menor para los animales KO que para los animales control en ambas
colonias, revelando una subfertilidad en los machos deficientes de las proteinas CRISP1 y

CRISP3 (Tabla I1.1).

Tabla Il.1 Estudios de fertilidad de machos KO C3 y DKO C1C3.

Control (n=20) KO C3 (n=6) DKO C1C3 (n=7)
Fertilidad (Nro crias/camada) 7,9+0,3 6,2+0,8* 57+0,7 **
Prefiez (%) 94,4 +5,6 100,0+0,0 86,0+9,1

La fertilidad de expresa como promedio de crias por camada donde cada macho fue
evaluado al menos dos veces. El porcentaje de prefiez corresponde al porcentaje de
hembras que, habiendo presentado tapdn vaginal, parieron al menos una cria. Los
resultados se expresan como la media + SEM. *, p <0,05; **, p <0,01 vs. Control.

Con el objetivo de investigar los mecanismos subyacentes a las menores tasas de
fertilidad encontradas para los machos de ambas colonias, se realizaron una serie de
ensayos in vivo e in vitro que se describen a continuacidn. Dado que ambas colonias carecian
de las dos proteinas, los estudios se llevaron a cabo utilizando solo los animales de la colonia

DKO C1C3 con claras mutaciones en ambos genes de modo tal de poder realizar una mejor
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interpretacion de los resultados. Para los estudios de fertilizacion in vivo, los machos
mutantes DKO C1C3 se pusieron en apareo durante toda una noche con hembras tanto en
estro natural (Figura 1.9 A) como superovuladas (Figura 11.9 B), siendo esta ultima una
condicidn mas exigente que permite evidenciar problemas en la capacidad fertilizante de los
espermatozoides que quedan enmascarados al emplear hembras en estro (Brukman et al.
2016; Vasen et al. 2015). A la manana siguiente del apareo (confirmado por presencia de
tapon vaginal), los ovocitos fueron recuperados de la ampulla e incubados in vitro durante
toda la noche, determindndose el porcentaje de fertilizacion como el nimero de embriones
de dos células sobre el total de ovocitos incubados. Para nuestra sorpresa, no se observaron
diferencias significativas en los porcentajes de fertilizacién respecto a los controles en
ninguna de las dos condiciones empleadas, indicando que la bajada en la fertilidad podria
deberse a problemas en eventos posteriores a la fertilizacion. Con el fin de estudiar esta
posibilidad, se repitié el esquema del estudio anterior con la diferencia que los ovocitos
recuperados de la ampulla incubados in vitro hasta alcanzar el estadio de dos células
continuaron su incubacién durante 4 dias mas con el fin de analizar su capacidad de
desarrollar a blastocistos. Los resultados mostraron que el porcentaje de desarrollo
correspondiente a los machos DKO C1C3 fue significativamente menor al del control (Figura
11.9 C) revelando, por primera vez, un posible rol de CRISP1 y/o CRISP3 en el desarrollo

embrionario temprano.
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Figura 11.9 Analisis de la capacidad fertilizante in vivo de los espermatozoides DKO C1C3 y
posterior desarrollo embrionario in vitro de los ovocitos fertilizados. A y B. Porcentaje de
ovocitos fertilizados recuperados de la ampulla de hembras control en estro (A) o
superovuladas (B) apareadas con machos DKO C1C3 o control. Los ovocitos recuperados al
dia siguiente del apareo fueron cultivados in vitro durante una noche, determinandose el
porcentaje de fertilizacion como el nUmero de embriones de dos células respecto al total de
ovocitos incubados. C. Porcentaje de embriones de dos células (provenientes de las
fertilizaciones in vivo) que llegan al estadio de blastocisto luego de 4 dias de cultivo in vitro
en medio KSOM. Los resultados se expresan como la media + SEM de al menos 5
experimentos independientes. *, p<0,05 vs. Control.

Las evidencias reportadas hasta el momento indican que existen diversos factores que
pueden afectar el desarrollo temprano de los embriones. En ese sentido, se han descripto
problemas de desarrollo debidos a un retraso en la llegada de los espermatozoides al
oviducto (factor masculino), lo cual puede, ademas, conducir a la fertilizacion de ovocitos
envejecidos (factor femenino) (Orgebin-Crist 1968; Orgebin-Crist et al. 1967; Orgebin-Crist
and Jahad 1977). Para evaluar esta posibilidad, llevamos a cabo ensayos de fertilizacién in
vivo en los cuales hembras superovuladas eran apareadas con los machos mutantes o
control 12-14 hs luego de la inyeccion de hCG (tiempo al cual ocurre la ovulacién),
recuperandose los ovocitos de la ampulla solo 4hs después del apareo. La premisa de este
experimento era que si, efectivamente, los espermatozoides presentaban un retraso para
llegar al oviducto, el analisis de los ovocitos recuperados a corto tiempo post-apareo deberia
mostrar un porcentaje menor de fertilizacidn para los animales DKO C1C3 que para los
controles. Los resultados revelaron una diferencia significativa en la tasa de fertilizacién in
vivo para los ratones DKO C1C3 en comparacion a los WT (Figura 11.10). Dado que los

porcentajes de fertilizacion in vivo luego del apareo durante toda la noche no diferian entre
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ambos genotipos (Figura 11.9 A y B), estas observaciones sugerian que los espermatozoides
DKO C1C3 necesitarian mas tiempo para alcanzar los ovocitos. Al momento de sacrificar las
hembras para recuperar los ovocitos, se recuperd también el fluido uterino conteniendo los
espermatozoides, el cual fue directamente analizado bajo microscopio con el fin de
examinar el estado de los espermatozoides. Los resultados mostraron que, mientras los
espermatozoides provenientes de machos control estaban en su mayoria motiles (Video 1),
aquellos provenientes de machos DKO C1C3 se encontraban mayoritariamente inmétiles
(Video 2). Mas aun, la incubacién de las suspensiones uterinas con eosina con el fin de
evaluar si los espermatozoides se encontraban muertos, revelo que los mismos se
encontraban atrapados en agregados viscosos en los que no lograba entrar el colorante

para el andlisis de la viabilidad espermatica.
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Figura 11.10 Analisis de la capacidad fertilizante in vivo de los espermatozoides DKO C1C3
durante las primeras 4 hs post apareo. Porcentajes de ovocitos fertilizados recuperados 4hs
después de confirmado el apareo por presencia de tapdn vaginal. Los resultados se expresan
como la media + SEM de al menos 4 experimentos independientes. *, p <0,05 vs. Control

Si bien estos resultados indicaban que las menores tasas de desarrollo embrionario
correspondientes a los animales DKO C1C3 podrian deberse a un retraso en la fertilizacidn
asociado a la baja motilidad de los espermatozoides en el Utero, no se podia descartar que
los espermatozoides presentaran, ademads, defectos en su capacidad fertilizante ya
reportados al menos para el animal simple KO para CRISP1 (Da Ros et al. 2008; Weigel

Mufioz et al. 2018). En base a ello, decidimos estudiar la capacidad fertilizante de los
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espermatozoides DKO C1C3 a través de ensayos de fertilizacién in vitro utilizando una vez
mas ovocitos rodeados o no de sus envolturas. Los resultados indicaron que si bien el
numero de espermatozoides recuperados del epididimo asi como la viabilidad y motilidad
progresiva de espermatozoides tanto frescos como capacitados eran normales (Tabla 11.2),
los espermatozoides DKO C1C3 presentaban ciertas deficiencias para fertilizar ovocitos
rodeados de cumulus y ZP, solo de ZP o libres de toda envoltura (Figura 11.11 A, By C,

respectivamente).

Tabla I1.2 Analisis de distintos parametros en espermatozoides epididimarios

de machos DKO C1C3.
Control DKO ci1c3
Frescos CAP Frescos CAP
Numero espermatozoides (10%/ ml) 48,35+3,83 - 59,87 +12,03 -
Espermatozoides vivos (%) 66,22 £5,25 61,04 £ 2,78 65,54 £ 2,29 58,21 +4,31
Espermatozoides moétiles progresivos (%) 63,99 +1,14 57,91 + 2,39 62,65+ 2,37 54,27 +3,19

El nimero de espermatozoides fue calculado utilizando una camara de Neubauer, la
viabilidad por tincién con eosina y la motilidad por observacion subjetiva al microscopio
Optico. El numero de espermatozoides capacitados no se incluye en ningln caso porque
corresponde a una suspension de concentracién fija. Los resultados se expresan como la
media £ SEM de al menos 5 experimentos independientes.
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Figura 11.11 Analisis de la capacidad fertilizante in vitro de espermatozoides DKO C1C3.
Espermatozoides capacitados de machos DKO C1C3 o control fueron co-incubados con COC
por 3 horas (A), ovocitos con ZP por 3 horas (B) u ovocitos sin ZP por 1 hora (C). Al final de
cada incubacidén, se determind el porcentaje de fertilizacidon analizdndose la presencia de al
menos una cabeza de espermatozoide decondensada o la presencia de dos prontcleos en el
citoplasma por tincién con Hoescht. Todos los resultados se expresan como la media + SEM
de al menos 5 experimentos independientes.*p<0,05 vs Control.

A continuacion, y tal como habia sido mencionado anteriormente, investigamos el rol
fisiologico de CRISP1 y CRISP3 en la fertilidad de las hembras. De la misma forma que para el
caso de los machos, los estudios de fertilidad se realizaron tanto en la colonia KO C3 como
en la DKO C1C3. Estos estudios mostraron que si bien los porcentajes de prefiez no
presentaron diferencias significativas respecto a los controles, las hembras de ambos
colonias eran subfértiles (Tabla I.4), mostrando, por primera vez, la relevancia de las CRISP

para la fertilidad femenina.
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Tabla 1.4 Estudios de fertilidad de hembras KO C3 y DKO C1C3.

Control (n=16) KO C3 (n=8) DKO C1C3 (n=17)
Fertilidad (Nro crias/camada) 7,9+04 57+1,1* 6,2+0,6*
Prefiez (%) 100,0 £0,0 83,2+10,6 81,3+9,2

La fertilidad de expresa como promedio de crias por camada donde cada hembra fue
evaluada al menos dos veces. El porcentaje de prefiez corresponde al porcentaje de hembras
gue, habiendo presentado tapdén vaginal, parieron al menos una cria. Los resultados se
expresan como la media + SEM. *, p <0,05; ** vs. Control.

Al igual que se describiera para el caso de los machos, los posteriores estudios realizados
con el fin de dilucidar el motivo de las menores tasas de fertilidad en las hembras mutantes,
fueron llevados a cabo utilizando Unicamente animales de la colonia que presentaba
mutacién en ambos genes. Para ello, hembras DKO C1C3 en estro fueron apareadas con
machos control, analizdndose el porcentaje de ovocitos fertilizados recuperados de la
ampulla. Los resultados indicaron que mientras el nimero de ovocitos recuperados no fue
significativamente diferente al de las hembras control (Figura 11.12 A), sugiriendo la ausencia
de defectos en la ovulacion, el porcentaje de ovocitos fertilizados in vivo recuperados de
hembras DKO C1C3 resultd significativamente menor que el de las hembras WT (Figura 11.12
B). Asimismo, cuando los ovocitos fertilizados por espermatozoides DKO C1C3 fueron
incubados in vitro por 5 dias, el porcentaje de los mismos que alcanzé el estadio de
blastocisto fue significativamente menor al de los controles, apoyando la idea de que la
subfertilidad de las hembras estaria dada por una combinacidn de defectos en la fertilizacién

in vivo y en el desarrollo embrionario temprano (Figura 11.12 C).
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Figura 11.12 Analisis de la fertilizacion in vivo en hembras DKO C1C3 y posterior desarrollo
embrionario in vitro de los ovocitos fertilizados. A. Numero de ovocitos ovulados
recuperados de la ampulla de hembras DKO C1C3 o control en estro. B. Porcentaje de
ovocitos fertilizados recuperados de la ampulla de hembras DKO C1C3 en estro apareadas
con machos control. Los ovocitos recuperados al dia siguiente del apareo fueron incubados
in vitro durante una noche, determinandose el porcentaje de fertilizacion como el niumero
de embriones de dos células respecto al total de ovocitos incubados. C. Porcentaje de
embriones de dos células (provenientes de las fertilizaciones in vivo) que alcanzaron el
estadio de blastocisto luego de 4 dias de cultivo in vitro en medio KSOM. Todos los
resultados se expresan como la media + SEM de al menos 7 experimentos independientes. *,
p<0,05 vs. Control.

En conjunto, nuestras observaciones indican que la ausencia de CRISP1 y CRISP3 afecta la
fertilidad tanto de los machos como de las hembras debido a una combinacion de defectos
en la fertilizacidn in vivo y posterior desarrollo embrionario temprano. La subfertilidad de los
machos DKO C1C3 descripta en esta Tesis junto a las ya reportadas subfertilidad de los
machos DKO C1C4 y normal fertilidad de los animales KO para cada CRISP, confirman la
existencia de mecanismos de compensacion entre los miembros de la familia CRISP. En base
a ello, nos propusimos estudiar la fertilidad de animales carentes de mas de dos proteinas
CRISP simultdaneamente, utilizando nuevamente la técnica de CRISPPR/Cas9. La estrategia
elegida consistié en microinyectar los mismos sgRNA utilizados para la generacién de los
DKO C1C3 pero esta vez en cigotas provenientes de animales DKO C2C4 generados en
nuestro laboratorio y que resultaron fértiles. Dado que CRISP1/CRISP2/CRISP3 se encuentran
muy cercanos en el mismo cromosoma segregando como si fueron un Unico gen, y que
CRISP4 se encuentra localizada en un cromosoma diferente, esta estrategia permitia generar

tanto a animales triples KO para CRISP1/CRISP2/CRISP3 (TKO) como cuadruples KO para los
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cuatro miembros de la familia (CKO). El desarrollo de esta colonia se realizé en colaboracién
con el laboratorio del Dr. M. Rubinstein (INGEBI) y constituyé parte de la Tesis Doctoral de
Dr. N. Brukman (2018), restando llevar a cabo la caracterizacidon reproductiva de estos

animales que fue realizada como parte de la presente Tesis Doctoral.

Los estudios de la fertilidad revelaron que los machos TKO y CKO eran practicamente
infértiles a juzgar por el nUmero de crias y porcentajes de prefiez significativamente menores
qgue los controles y la gran proporcién de animales estériles observada en cada caso (Tabla
11.5). Cabe destacar que, al igual que lo reportado para la colonia DKO C1C4 (Carvajal et al.
2018), una cierta proporcion de los animales TKO y CKO presentaban un fenotipo de
epididimo-orquitis con espermatozoides no viables en el cauda epididimario. Cuando se
realizd un nuevo anadlisis de fertilidad excluyendo los animales que presentaban dicha
patologia, observamos que tanto los machos TKO como los CKO continuaban siendo
practicamente infértiles a juzgar por un promedio de crias por camada menor a uno y la
presencia de un alto porcentaje de animales estériles a pesar de exhibir epididimos normales

conteniendo espermatozoides viables en el cauda. (Tabla I1.6).

Tabla 1.5 Estudios de fertilidad de machos TKO y CKO.

Control (n=18)

TKO (n=15)

CKO (n=20)

Fertilidad (Nro crias/camada) 6,98 £ 0,51 0,40 £ 0,23 **** 0,39 £ 0,19%***
Prefiez (%) 92,98 + 3,89 16,67 + 7,97%*** 10,49 £ 3,09%**x
Machos estériles (0 crias) 0 (0%) 11 (73,3%) 15 (75%)

La fertilidad se expresa como promedio de crias por camada donde cada macho fue
evaluado al menos dos veces. El porcentaje de prefiez corresponde al porcentaje de
hembras que, habiendo presentado tapdn vaginal, parieron al menos una cria. Se considerd
machos estériles a aquellos cuyas parejas no tuvieron crias. Los resultados se expresan como
la media £ SEM. **** p<0,0001 vs. Control.
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Tabla I1.6 Estudios de fertilidad de machos TKO y CKO que no presentaban

epididimo-orquitis.

Control (n=18) TKO (n=6) CKO (n=8)
|Ferti|idad (Nro crias/camada) 6,98 £ 0,51 0,92 £ 0,52%*** 0,94 + 0,42%***
Prefiez (%) 92,98 + 3,89 33,33 £16,67*%%*% | 27,77 £9,21%***
Machos estériles (0 crias) 0 (0%) 3 (50%) 4 (50%)

La fertilidad se expresa como promedio de crias por camada donde cada macho fue
evaluado al menos dos veces. El porcentaje de prefiez corresponde al porcentaje de
hembras que, habiendo presentado tapdn vaginal, parieron al menos una cria. Se consideré
machos estériles a aquellos cuyas parejas no tuvieron crias. Los resultados se expresan como
la media £+ SEM. **** p<0,0001 vs. Control.

Si bien resulta de sumo interés analizar las causas que originan el fenotipo de epididimo-
orquitis observado en nuestras colonias, decidimos enfocarnos a investigar los mecanismos
gue conducian a los defectos de fertilidad en aquellos animales que exhibian drganos

reproductivos normales conteniendo espermatozoides viables.

Consistente con la severa bajada en la fertilidad de los animales TKO y CKO, los
porcentajes de fertilizacion in vivo observados luego del apareo de estos animales con
hembras controles en estro fueron significativamente mas bajos que los controles (Figura
[1.13) y mostraron una correlacién positiva con los valores de fertilidad (Figura Il 14 A). Sin
embargo, el valor de la pendiente de la linea de correlacidn entre el nimero de crias nacidas
y el nimero de ovocitos fertilizados (0,58 + 0,05) sugeria que algun factor adicional a la
fertilizacion estaria influyendo en la fertilidad de los animales (Figura 11.14 A). En base a ello,
y teniendo en cuenta los defectos en desarrollo observados en los animales DKO C1C3,
decidimos analizar la posible existencia de defectos de desarrollo para los animales TKO y
CKO del mismo modo que lo habiamos llevado a cabo anteriormente para los machos DKO
C1C3. Tal como se observa en la Tabla II.7, los resultados mostraron una bajada significativa
en el porcentaje de ovocitos que alcanzaron el estadio de blastocisto respecto a los
controles y una correlacién con el nimero de crias mayor que la observada anteriormente

con el nimero de ovocitos fertilizados (0,88 + 0,11) (Figura 11.14 B).
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Figura 11.13 Analisis de la capacidad fertilizante in vivo de espermatozoides TKO y CKO.
Porcentaje de ovocitos fertilizados recuperados de la ampulla de hembras control en estro
apareadas con machos TKO, CKO o control. Los ovocitos recuperados al dia siguiente del
apareo fueron cultivados in vitro durante una noche, determinandose el porcentaje de
fertilizacion como el niumero de embriones de dos células respecto al total de ovocitos
incubados. Los resultados se expresan como la media + SEM de al menos 6 experimentos
independientes. **** p<0,0001 vs. Control.
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Figura 11.14 Analisis de la correlacion de la fertilidad con la fertilizacion in vivo y desarrollo
de machos CKO. A. Correlacién entre el nimero de crias nacidas y el nimero de ovocitos
fertilizados in vivo para cada macho CKO. B. Correlacién entre el nUmero de crias nacidas y el
numero de embriones que alcanzan el estadio de blastocisto para cada macho CKO.
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Tabla Il.7 Desarrollo in vitro de embriones provenientes de hembras apareadas con

machos TKO o CKO
Control TKO CKO
Blastocisto (Nro) 96 8 16
Total (Nro) 104 12 25
Desarrollo (%) 92.3 66.7 * 64.0 *¥**

Porcentaje de embriones que llegan al estadio de blastocisto luego de 4 dias de cultivo in
vitro en medio KSOM. Los resultados se expresan como porcentaje de blastocistos sobre el
total de la sumatoria de al menos 5 experimentos independientes. Test de Fisher. *, p<0,05;
*** p<0,005 vs. Control.

Si bien estos resultados apoyaban la idea de que los defectos de desarrollo embrionario
también contribuian a la bajada de fertilidad de los machos TKO y CKO, los severos defectos
en fertilizacidn in vivo indicaban que los mismos serian los principales responsables de los
defectos en fertilidad. Dado que las bajas tasas de fertilizacion in vivo podrian ser
consecuencia de defectos en los espermatozoides para alcanzar y/o fertilizar a los ovocitos,
estudiamos tanto el transporte de espermatozoides dentro del tracto femenino, como la
capacidad fertilizante de los mismos. Con el fin de estudiar el transporte de los
espermatozoides dentro del tracto reproductor femenino, los machos TKO y CKO fueron
apareados con hembras control estimuladas hormonalmente y, 4 horas luego de haberse
confirmado el apareo por presencia de tapdn vaginal, analizamos la motilidad de los
espermatozoides recuperados del Utero por observacidon bajo microscopio dptico y la
presencia de espermatozoides dentro del oviducto por microscopia de fluorescencia
aprovechando que los espermatozoides de esta colonia expresan la proteina fluorescente
EGFP en sus acrosomas. Como control, se analizaron los mismos pardmetros en hembras
apareadas con machos WT. La observacidon subjetiva de los espermatozoides uterinos
mostro que mientras aquellos provenientes de machos control (Video 3) se encontraban
mayoritariamente matiles, aquellos provenientes de machos TKO o CKO estaban en su
mayoria inmoétiles (Video 4) y atrapados en agregados o codgulos tal como se habia
observado anteriormente para los machos DKO C1C3. Asimismo, resulta interesante

mencionar que los pocos espermatozoides TKO y CKO que presentaban motilidad en utero
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exhibian, ademas, una rigidez en la pieza media no observada ni en los espermatozoides

control ni en los espermatozoides DKO C1C3.

El andlisis de los espermatozoides presentes en el oviducto realizado por microscopia de
fluorescencia revelé que mientras las hembras apareadas con machos control presentaban
una gran cantidad de espermatozoides métiles y fluorescentes en el lumen del oviducto
(Figura 11.15 B y C), aquellas apareadas con los machos TKO o CKO presentaban muy pocos
espermatozoides fluorescentes dentro del oviducto detectables solo en la imagen
amplificada (Figura 11.15 D y E), indicando la existencia de defectos en la migracién de los

espermatozoides TKO y CKO en el tracto femenino.
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Figura 11.15 Estudio de migracion al oviducto de espermatozoides TKO y CKO. A. Diagrama
representativo mostrando las diferentes regiones del oviducto. Hembras adultas
superovuladas fueron puestas en apareo con machos mutantes (TKO o CKO) o control y, 4
horas después del apareo se analizaron los espermatozoides dentro del oviducto por
microscopia de fluorescencia. El panel C es una ampliacion de la regién recuadrada en el
panel B correspondiente al isthmus medio y el panel E es una ampliacion de la regién
recuadrada en el panel D correspondiente al isthmus bajo Las figuras son representativas de
al menos 4 experimentos independientes.
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Mas alla de los defectos de migracion observados, no podiamos descartar que aquellos
espermatozoides TKO o CKO que pudieran llegar hasta la ampulla, no exhibieran, ademas,
deficiencias en su capacidad de interactuar con los ovocitos. En vista de ello, llevamos a
cabo ensayos de fertilizacidn in vitro utilizando COC, ovocitos rodeados solo por la ZP u
ovocitos denudados de ambas envolturas. Los resultados indicaron que si bien el niumero,
viabilidad y motilidad de los espermatozoides mutantes no fueron diferentemente
significativos respecto a los controles (Tabla 11.8), la capacidad fertilizante de los
espermatozoides TKO y CKO se encontraba severamente comprometida respecto a los

controles en todas las condiciones ensayadas (Figura Il 16), apoyando la influencia de dichos

defectos sobre la fertilidad.

Tabla 11.8 Analisis de distintos parametros en espermatozoides epididimarios

de machos CKO.
Control CKO
Frescos CAP Frescos CAP
INl.'lmero espermatozoides (10%/ ml) 29,36+ 5,22 - 27,17 £1,86 -
Espermatozoide vivos (%) 66,26 + 2,91 69,15+ 2,78 64,00+ 2,16 70,07 £ 4,07
Espermatozoides métiles progresivos (%) 59,90+ 2,19 64,23 +6,58 58,38+6,79 63,53+4,33

El nimero de espermatozoides fue calculado utilizando una camara de Newbauwer, la
viabilidad por tincién con eosina y la motilidad por observacidon subjetiva al microscopio
Optico. Los resultados se expresan como la media + SEM de al menos 4 experimentos
independientes.
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Figura 11.16 Analisis de la capacidad fertilizante in vitro de espermatozoides TKO y CKO.
Espermatozoides capacitados TKO o CKO fueron co-incubados con COC por 3 horas (A), con
ovocitos con ZP por 3 horas (B) o con ovocitos sin cumulus ni ZP por 1 hora (C). Al final de
cada incubacién, se determind el porcentaje de fertilizacion analizando la presencia de al
menos una cabeza de espermatozoide decondensada o la presencia de dos pronucleos en el
citoplasma. Todos los resultados se expresan como la media * SEM de al menos 4
experimentos independientes. **p<0,01; **** p<0,0005 vs Control.

Con el fin de comprender los mecanismos que conducen a los defectos de la capacidad
fertilizante in vitro de los espermatozoides TKO y CKO, el préximo paso consistio en analizar
la ocurrencia de la RA y el desarrollo de la HA en espermatozoides de esta colonia. Estos
estudios, realizados empleando los espermatozoides carentes de las cuatro proteinas CRISP,
revelaron que si bien los espermatozoides CKO fueron capaces de reaccionar
espontdneamente durante la capacitacién de igual forma que la poblacién control, los
mismos presentaron defectos para responder a la induccién con progesterona (Figura I1.17
A). Por su parte, el andlisis de la motilidad de los espermatozoides capacitados mediante el
sistema CASA, si bien no mostré diferencias en los porcentajes de motilidad general (CKO:
66,6 £ 6,2 % vs Control 57,0 + 4,4 % media £ SEM n=3; n.s.), reveld diferencias significativas
respecto a los controles en varios pardmetros espermaticos (Tabla 11.9) como asi también
una bajada significativa en el porcentaje total de espermatozoides hiperactivados (Figura

11.17 B).
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Figura 11.17 Estudio de la ocurrencia de reacciéon acrosomal y desarrollo de hiperactividad
durante la capacitacion de espermatozoides CKO. A. Espermatozoides CKO o control se
incubaron en condiciones capacitantes durante 90 minutos, evaluandose luego el porcentaje
de RA por tincion con Coomassie Blue en espermatozoides expuestos a progesterona (P4) o
DMSO solo (CAP) durante los ultimos 15 minutos de incubacion, o en espermatozoides sin
capacitar (Fresco). Los datos corresponden a la media + SEM de al menos 7 experimentos
independientes. *p<0,05; *** p<0,005; B. Porcentaje de espermatozoides con motilidad
hiperactivada evaluada por CASA. Los datos corresponden a la media * SEM de al menos 3
experimentos independientes. *p<0,05.

Tablas Il. 9 Analisis por CASA de la motilidad de espermatozoides CKO capacitados.

Capacitados vl vsl vap lin STR alh BCF
Control 1336+27 353+0,3 753+48 219+05 422 +36 29401 83106
CKO 1352+24 48,7 + 4,6™ 749+28 | 311+£29" | 549+42** | 30+£003 | 108+£05

Espermatozoides capacitados CKO o control fueron analizados por CASA, evaludndose
diferentes parametros de motilidad. VCL: velocidad curvilinea (um/s), VSL: velocidad en linea
recta desde el inicio al final de la trayectoria (um/s), VAP: velocidad promedio de la
trayectoria (um/s), LIN: linealidad (%), STR: rectilineidad (%), ALH: amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (um) y BCF: frecuencia de batido de la cabeza (Hz). Los
datos corresponden a la media £ SEM, n = 3.*p<0,05; ** p<0,01 vs Control.
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Dada la importancia del Ca** para la ocurrencia de la RA y el desarrollo de la HA y, por
ende, para la capacidad fertilizante de los espermatozoides, y teniendo la reportada
capacidad de las CRISP de regular diversos canales de Ca®" (Ernesto et al. 2015; Gibbs et al.
2006, 2011; Guo et al. 2005; Morrissette et al. 1995; Yamazaki, Brown, and Morita 2002), el
proximo paso consistié en analizar los niveles intracelulares de Ca?* en los espermatozoides
CKO mediante citometria de flujo utilizando la sonde Fluo 4-AM. Mientras que los
espermatozoides CKO frescos mostraron niveles de Ca®* no diferentemente significativos al
control, los espermatozoides CKO capacitados no exhibieron el caracteristico aumento en los
niveles de Ca** que ocurre durante la capacitacién (Figura 11.18), apoyando la relevancia de

. . 2+ .
las CRISP para la regulacién de la homeostasis del Ca“* intracelular.
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Figura 11.18 Analisis del Ca’" intracelular en espermatozoides CKO. Niveles de Ca**

intracelular medidos por citometria de flujo como intensidad de fluorescencia media (RMFI)
del Fluo4-AM en espermatozoides provenientes de animales CKO o control no capacitados
(NO CAP) y capacitados (CAP). Los resultados representan la media £ SEM. n=5. **, p<0,01.

En resumen, los resultados de este segundo capitulo indican que la ausencia de mas de
dos proteinas CRISP simultaneamente afecta severamente la fertilidad de los machos como
consecuencia de una combinacién de defectos en la migracion de los espermatozoides al
oviducto, en su capacidad fertilizante y en el posterior desarrollo embrionario temprano,

confirmando el rol esencial de las proteinas CRISP para la fertilidad masculina.
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Capitulo 1l
Estudio de la participaciéon de CRISP1 y CRISP3 en la regulacion del sistema inmune

Tal como se mencionara en la Introduccién, numerosas evidencias indican que las
proteinas CRISP1 y CRISP3 podrian estar involucradas en la regulaciéon del sistema inmune.
Apoyando esta idea, resultados de nuestro grupo, obtenidos en colaboracién con el grupo
del Dr. G. Rabinovich (IBYME), revelaron la expresion de CRISP1 y CRISP3 en una importante
célula del sistema inmune tal como lo es la célula dendritica. En base a ello, como ultimo
objetivo de esta Tesis Doctoral, nos propusimos estudiar la participacién de las proteinas

CRISP1y CRISP3 en la regulacion del sistema inmune.

Dado que la expresion de CRISP1 y CRISP3 en CDi y maduradas por estimulacion con
lipopolisacarido (LPS) habia sido determinada a través de la técnica de RT-PCR (Tesis
doctoral Weigel Mufioz), en primer lugar evaluamos la expresion de ambas proteinas a
través de ensayos de PCR cuantitativa. Los resultados mostraron que la expresion tanto de

CRISP1 como CRISP3 aumentaba significativamente luego del estimulo con LPS (Figura IIl.1).
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Figura IlIl.1 Expresion de Crispl y Crisp3 en células dendriticas. Niveles de expresion de
Crispl (A) y de Crisp3 (B), relativizado a ciclofilina medidos por PCR en tiempo real tanto en
CD WT inmaduras (CDi) como maduradas con LPS (CDm). Los resultados representan la media
+ SEM de al menos 3 experimentos independientes. *, p<0,05 vs. DCi.

Habiendo confirmado la expresiéon de CRISP1 y CRISP3 en CD, nos propusimos explorar el
rol funcional de ambas proteinas en dichas células, utilizando los animales deficientes en
CRISP1 (KO C1) ya disponibles en el laboratorio, como asi también los animales carentes de

CRISP1 y CRISP3 (DKO C1C3) cuya generacién fue descripta en el capitulo 2 de esta Tesis.
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Cabe destacar que los estudios se iniciaron con los animales KO para CRISP1 mientras que en

paralelo se generaba la colonia DKO C1C3.

Para poder llevar a cabo los estudios funcionales, las células hematopoyéticas
pluripotenciales provenientes de la médula ésea de ratones KO Cl1 y control fueron
cultivadas in vitro en presencia del factor estimulante de colonias de granulocitos vy
macroéfagos, GM-CSF. Luego del periodo de incubacién, se determind el porcentaje de
células diferenciadas evaluando la expresion del marcador molecular de superficie de CD de
ratén, CD11c, a través de la técnica de citometria de flujo (Figura 1ll.2). Al respecto, cabe
aclarar que el desplazamiento de la curva hacia mayores intensidades de fluorescencia indica
la existencia de una poblacion de células positivas para el marcador de superficie que se esta
analizando. Los resultados mostraron que tanto para los animales KO C1 como para los
animales control, el 70% de las células fueron capaces de diferenciarse a CDi (Figura 1ll.2),

indicando que CRISP1 no estaria involucrada en la diferenciacién de estas células.
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Figura 1ll.2 Efecto de la ausencia de CRISP1 sobre la diferenciacion de células de médula
dsea a CD. (A) Histogramas representativos de la expresion de CD11c en CD KO C1 o WT. (B)
Porcentaje de células control y KO C1 positivas para CD11c luego de su exposicién a GM-CSF
en cultivo durante 7 dias. Los resultados representan la media + SEM de 4 experimentos
independientes.

Asimismo, para caracterizar el fenotipo de superficie de las CD luego de la estimulacidn
con LPS, evaluamos el marcador CD86 (altamente expresado en las CD activadas) por

citometria de flujo. Los resultados mostraron que el LPS fue capaz de inducir la maduracién
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de las CDi sin observarse diferencias significativas en el fenotipo de superficie de ambos

genotipos (Figura lll.3).
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Figura lll.3 Efecto de la ausencia de CRISP1 sobre la maduracion de las CD. A. Histogramas
representativos de la expresiéon de CD86 en CD KO C1 (KO) o control (WT) tanto inmaduras
(CDi) como maduras (CDm). B. Porcentaje de CD WT y KO C1 tanto inmaduras como
maduradas por exposicion a LPS que resultaron positivas para CD86. Los resultados
representan la media + SEM de 4 experimentos independientes. *, p<0,05; **, p<0,01 vs.
CDi.

Con el fin de continuar la caracterizaciéon de las CD carentes de CRISP1, analizamos su
perfil inmunoldgico evaluando, por ELISA, la secrecidon de citoquinas al medio extracelular
correspondiente a las CDi y CDm de ambos genotipos. En este caso, pudimos observar que
la ausencia de CRISP1 alteraba el perfil secretorio de las CD a juzgar por las diferencias
significativas observadas en los niveles de IL-10 (citoquina inmunosupresora por excelencia)
de las CD KO C1 respecto a las CD control. Estas diferencias se observaron tanto para las CDi,
donde la concentracion de IL-10 en el medio de cultivo fue menor a la de las células control,
como para las CDm, donde la concentracidn se encontraba significativamente aumentada
(Figura 111.4 A), apoyando la participacion de CRISP1 en la fisiologia de la CD. Asimismo, se
evalué la producciéon de IL-12 (citoquina inmunoestimulatoria) e IL-27 (citoquina
inmunosupresora), no observandose diferencias significativas entre genotipos para ninguna

de estas dos citoquinas (Figura lll.4 B y C, respectivamente).
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Figura 111.4 Efecto de la ausencia de CRISP1 sobre la capacidad de secrecidn de citoquinas
de las CD. Concentraciéon de IL-10 (A), IL-12 (B) e IL-27 (C) medida por ELISA en el
sobrenadante de CDi y CDm de ambos genotipos. En todos los casos, los resultados
representan la media + SEM de al menos 4 experimentos independientes. *, p<0,05 vs.

Control.

Habiendo observado una diferencia en el perfil de citoquinas de las células KO C1 con
respecto a las células control, y teniendo en cuenta que la interaccidon de las CD con
linfocitos T virgenes define el tipo de respuesta inmune de los mismos, decidimos estudiar la

respuesta T inducida por CD carentes de CRISP1. Para ello, se realizé un co-cultivo in vitro de
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CD de ambos genotipos con esplenocitos provenientes del bazo de animales control, los
cuales fueron marcados previamente con la sonda CFSE con el fin de evaluar la proliferacién
celular. Luego de 3 dias de co-incubacidn, se analizaron tanto los indices de proliferacién de
LT CD4" y CD8" como la frecuencia de LT regulatorios (CD4* CD25" FoxP3"). Mas auln, se
estudid el perfil de la respuesta T desencadenada, analizando las citoquinas presentes en el
medio de cultivo luego de 5 dias de co-incubacidn. En particular, se evalud la produccién de
IL-10 e IFN-y ya que estas citoquinas dan indicio del tipo de respuesta que se desencadena.
Mientras una mayor expresion de IL-10 indica una respuesta de tipo tolerogénico, es decir
inhibitoria de la respuesta inmune, una mayor expresion de IFN-y indica una respuesta pro-
inflamatoria. Los resultados mostraron que si bien los indices de proliferacién de LT CD4" y
CD8" correspondientes al co-cultivo con CD KO C1 no presentaban diferencias respecto a los
controles (Figura Ill.5 A y B), se observaba un aumento significativo en la frecuencia de
linfocitos FoxP3" CD25"/CD4" positivos en la poblacién de LT co-cultivados con DC KO C1
respecto al control (Figura I11.5 C), sugiriendo que la ausencia de CRISP1 en las CD es capaz
de producir un desbalance en la respuesta inmune hacia un perfil tolerogénico. Mas aun, y
en concordancia con lo observado, los resultados obtenidos por ELISA revelaron que el
medio extracelular correspondiente al co-cultivo de esplenocitos con CD KO C1 presentaba
mayores niveles de IL-10 y menores niveles de INF-y respecto a los controles (Figura ll.5Dy

E, respectivamente).
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Figura II.5 Estudio del efecto de la ausencia de CRISP1 en la modulacién de la respuesta T.
Ay B: indice de proliferacién de linfocitos CD4" (A) y CD8" (B) luego de 3 dias de co-cultivo
con CD maduras. C. Frecuencia de linfocitos T regulatorios luego de 3 dias de co-cultivo con
CD maduras KO C1 o control. D y E. Concentracién de IL-10 (D) e INF-y (E) en el sobrenadante
del co-cultivo de esplenocitos co-incubados durante 3 dias con CD maduras KO C1 o control.
En todos los casos, los resultados representan la media £ SEM de al menos 3 experimentos
independientes. *, p<0,05 vs. Control.

Teniendo en cuenta la capacidad de las proteinas CRISP de regular canales de Ca**
(Ernesto et al. 2015; Gibbs et al. 2006, 2011), y dada la importancia del Ca®** para la
maduracién, activacidn, migracion y secrecién de citoquinas de las CD (Feske, Wulff, and
Skolnik 2015), decidimos analizar los niveles de Ca®* en las CD provenientes de animales KO
C1. Cabe destacar que la viabilidad de las CD en cultivo, a diferencia de lo que ocurre con los
espermatozoides, es mayor al 90%, lo cual nos permitié realizar la medicién del Ca**
intracelular mediante fluorimetria utilizando la sonda fluo 4-AM. Los resultados obtenidos

mostraron que mientras las CDm KO C1 presentaban los mismos niveles de Ca®" intracelular
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gue las CD control, las CDi KO C1 presentaban niveles significativamente mayores que los
controles (Figura 111.6), indicando que la ausencia de CRISP1 afectaria la homeostasis del

Ca** en dichas células.
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Figura 11I.6 Estudio del efecto de la ausencia de CRISP1 sobre los niveles de Ca*
intracelular de las CD. Niveles de Ca’" intracelular de CD tanto inmaduras (CDi) como
maduras (CDm) de animales KO C1 o control, medidos por fluorometria, utilizando la sonda
Fluo 4-AM. Los resultados representan la media + SEM de al menos 4 experimentos
independientes. *, p<0,05 vs. Control.

Como fuera mencionado anteriormente, en paralelo a los estudios realizados con los
animales KO C1, se llevd a cabo la generacién del animal DKO C1C3, modelo que resulta de
sumo interés para estudiar la participacion de las proteinas CRISP en el sistema inmune ya
gue los animales carecen simultdneamente de dos proteinas presentes en drganos y células
inmunes. Tal como se observo en las CD KO C1, el estudio de los marcadores moleculares de
superficie CD11c y CD86, por citometria de flujo, no mostré diferencias significativas en los
porcentajes de células CD11c’ y CD86" de las CD DKO C1C3 con respecto al genotipo control
(Figura 111.7), indicando que la ausencia simultanea de CRISP1y CRISP3 tampoco fue capaz de
alterar el fenotipo de superficie de las células tanto inmaduras como maduradas por LPS. Por
su parte, los co-cultivos realizados entre las CD DKO C1C3 vy los esplenocitos, revelaron la
ausencia de diferencias significativas entre los indices de proliferacién de LT CD4" y CD8" en
comparacion a los controles (Figura 111.8 A y B, respectivamente) como asi también una
marcada tendencia a un aumento en la frecuencia de linfocitos FoxP3*CD25*/CD4" positivos

en la poblacion de LT (Figura 1.8 C), similar a lo observado para las CD KO C1. Por ultimo, el
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estudio del Ca** intracelular por fluorometria revelé que mientras las CD DKO C1C3 activadas

con LPS no mostraban diferencias significativas en la concentracion intracelular del ion

respecto a los controles, las CDi DKO C1C3 exhibian un aumento significativo en los niveles

de Ca®" respecto al grupo control (Figura 111.9), tal como se habia observado para las CD KO

C1.
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Figura 111.7 Efecto de la ausencia simultanea de CRISP1 y CRISP3 sobre la diferenciacion y
maduracion de CD derivadas de médula 6sea. A. Histogramas representativos de la
expresion de CD11c en CD DKO C1C3 o WT. B. Porcentaje de células DKO C1C3 o control
CD11c’ luego de su exposicion a GM-CSF en cultivo durante 7 dias. C. Histogramas
representativos de la expresion de CD86 en CDi y CDm DKO C1C3 o control. D. Porcentaje de
células CD86'correspondientes a CDi y CDm DKO C1C3 o control. En todos los casos, los
resultados representan la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes. *,
p<0,05 vs. Control.

156



RESULTADOS Il

AT B < C
2 =) 60
* 30" + 4.0‘
-+ ©
9 Q 35 --— 3
O 55l _|_ O 391 s 50
c
S S 3.0- S ©
= | ©
s 20 8 25 O
4] E +
— — w
= 1.5- = 204 o 30
S 5 20 a
= £ 15l (&
o 1.0 @ 15 ™ 20
- © o
® o 1.0 -
L 05- o © 10
- T 0.5 L
£ =
0.0- T 0.0- . 0 v
Control  DKO C1C3 Control  DKO C1C3 Control DKO C1C3

Figura 111.8 Estudio de la ausencia simultanea de CRISP1 y CRISP3 en la modulacién de la
respuesta T. A y B: indice de proliferacién de LT CD4" (A) y CD8" (B) luego de 3 dias de co-
cultivo con CD maduras DKO C1C3 o control. C. Porcentaje de diferenciacién de linfocitos T
regulatorios luego de 3 dias de co-cultivo con CD maduras DKO C1C3 o control. En todos los
casos, los resultados representan la media + SEM de al menos 3 experimentos
independientes.
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Figura 11l.9 Estudio de los efectos de la ausencia simultanea de CRISP1 y CRISP3 sobre los
niveles de Ca®* intracelular de las CD. Niveles de Ca®" intracelular de CD tanto inmaduras
(iDC) como maduras (mDC) derivadas de médula 6sea de animales DKO C1C3 o control,
medido por fluorometria, utilizando la sonda Fluo 4-AM. Los resultados representan la
media £ SEM de al menos 3 experimentos independientes. *, p<0,05 vs. Control.
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Por ultimo, a fines de investigar la capacidad regulatoria de CRISP1 y CRISP3 en un
modelo in vivo con relevancia fisiopatolégica, los ratones KO C1 y DKO C1C3 fueron
desafiados con células tumorales, analizdndose el efecto de la ausencia de las proteinas
CRISP sobre la progresion tumoral. Para ello, células tumorales de la linea MA-10, derivadas
de un tumor de células de Leydig de ratdon fueron inyectadas de forma subcutanea en el
flanco izquierdo de los animales. Al cabo de 15 dias, tiempo aproximado de aparicién de los
tumores, se inicié el monitoreo del crecimiento de los mismos midiendo, dia por medio, los
didmetros perpendiculares de la masa tumoral con un calibre métrico. Los resultados
revelaron un mayor crecimiento tumoral en los animales mutantes que en los animales
control (Figura 111.10), apoyando la idea que la ausencia de las CRISP induciria un perfil mas

tolero génico tal como habia sido observado en los estudios in vitro.
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Figura 111.10 Estudio del efecto de la ausencia simultdnea de CRISP1 y CRISP3 sobre el
crecimiento tumoral. Crecimiento tumoral en ratones KO C1, DKO C1C3 o control inyectados
con 1x10* células tumorales de la linea MA-10, derivadas de un tumor de células de Leydig
de ratéon. Los resultados representan la media + SEM de al menos 3 experimentos
independientes. *, p<0,05; **, p<0,01; ****, p<0,0005 vs. Control.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la ausencia de las proteinas CRISP1 y
CRISP3 produce alteraciones en diferentes parametros asociados al funcionamiento de las

CD, confirmando la relevancia de estas proteinas para la regulacidn del sistema inmune.
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Capitulo |

Estudio del rol de CRISP1 como regulador de CatSper y su potencial empleo para el

desarrollo de un método anticonceptivo

Como se mencionara en la introduccién, existen numerosas evidencias indicando que las
proteinas CRISP se expresan principalmente en el tracto reproductor masculino,
encontrandose presentes en el espermatozoide. Para el caso particular de CRISP1, se ha visto
gue la misma no solo se expresa en el tracto reproductor masculino sino también a lo largo
del tracto reproductor femenino (Utero, oviducto y ovario) incluyendo las células del cimulus
donde participaria en el proceso de fertilizacion (Ernesto et al. 2015). Nuestros resultados
sugieren que CRISP1 es capaz de orientar a los espermatozoides hacia el ovocito durante la
penetracion del cimulus, muy posiblemente modulando su HA a través de su capacidad de
inhibir CatSper, el principal canal de calcio del espermatozoide, esencial para el desarrollo de
la HA y la fertilidad (Ren et al. 2001). Con el fin de confirmar esta hipodtesis, realizamos
estudios de orientacion en presencia de un agonista y un antagonistas de CatSper,
observando que mientras la exposicion de los espermatozoides a un gradiente de NNC 55-
0396, un inhibidor de CatSper y de la hiperactivacion espermatica (Alasmari, Barratt, et al.
2013), era capaz de aumentar la orientacion de los espermatozoides su exposicién a un
gradiente de un activador de CatSper (Navarro, Kirichok, and Clapham 2007) y de la
hiperactivacion (Chang and Suarez 2011b), tal como la 4-Aminopiridina, no logro orientar a
los espermatozoides. En conjunto, estas evidencias apoyan la idea de que CRISP1 orientaria
a los espermatozoides a través de su capacidad de inhibir CatSper y la HA espermatica.
Consistente con esta idea, los COC provenientes de hembras KO C1 co-incubados por 3 hs con
espermatozoides control, presentaron menores porcentajes de fertilizacion que los COC de
hembras control tal como fuera reportado por nuestro grupo previamente. Sin embargo,
cuando las gametas fueron co-incubadas durante toda la noche, los porcentajes de
fertilizacion no difirieron de los obtenidos para el control, indicando que el retraso en la
fertilizacion observado a tiempos cortos podia ser compensado por un mayor tiempo de co-
incubacién de las gametas. Estos resultados, en principio, podrian explicar la normal fertilidad
observada para las hembras KO C1 ya que los COC carentes de CRISP1 estarian expuestos por
tiempos mas largos a los espermatozoides contenidos en el tracto. Sin embargo, estudios

previos de nuestro grupo indican que el apareo de hembras en estro puede enmascarar
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ciertas deficiencias detectadas solo al emplear una condicidn mas demandante tal como lo es
el empleo de hembras superovuladas (Brukman et al. 2016). En base a ello, analizamos el
porcentaje de fertilizacién in vivo obtenido al aparear hembras KO C1 superovuladas con
machos control. Bajo estas condiciones, pudo detectarse una bajada en el porcentaje de
ovocitos recuperados de la ampulla que logro alcanzar el estadio de dos células, consistente
con los menores porcentajes de ovocitos en dos células observados bajo condiciones in vitro.
Estos resultados podrian deberse a los descriptos efectos de la superovulacion tanto sobre
los ovocitos como sobre el ambiente del tracto femenino (Van der Auwera 2001; Evans and
Armstrong 1984; Vogel and Spielmann 1992). Consistente con esta hipdtesis, se ha reportado
que las hembras fértiles de una cepa de ratones con mutaciones en distintos genes (T-stock)
presentan menores tasa de fertilizacién in vivo cuando son superovuladas, posiblemente
debido a defectos en las propiedades del ambiente uterino y oviductal (Zudova et al. 2004).
Mas aun, considerando que CRISP1 se expresa también en el Utero y en el oviducto (Ernesto
et al. 2015) donde podrian regular el transporte y la capacitacién espermatica, no podemos
descartar que su ausencia tenga un mayor impacto en las hembras KO C1 superovuladas que
en las hembras KO C1 en estro. En conjunto, estos resultados apoyan la participacion de la
proteina CRISP1 femenina murina en el proceso de fertilizacién, abriendo la posibilidad de

gue estas observaciones puedan extenderse al humano.

En ese sentido, se ha reportado que las proteinas CRISP humanas no solo se expresan en el
tracto reproductor masculino, sino también en tejidos del tracto reproductor femenino tales
como el endometrio (Horne et al. 2009) y el ovario (Kratzschmar et al. 1996). Sin embargo,
practicamente no existen evidencias acerca del rol funcional que podrian estar cumpliendo
las CRISP en el humano. En base a ello, nos planteamos extender nuestras observaciones en
raton al humano investigando la expresidon de CRISP1 en las células del cimulus humanas. Los
resultados obtenidos indicando la ausencia de la proteina CRISP1 en las muestras de células
de la granulosa humanas y la presencia del mensajero de CRISP3, sugieren que seria la
proteina CRISP3 y no la proteina CRISP1 la que se expresaria en estas células. Consistente con
estas observaciones, se ha reportado la expresiéon de CRISP3 en ovario humano (Henricksen
et al, 2012). Mas aun, mientras existen numerosas evidencias indicando que CRISP3 se
sobreexpresa en cdncer prostatico humano (Bjartell et al. 2006, 2007; Kosari et al. 2002),

recientes evidencias de nuestro grupo indican que una linea celular murina de cancer
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prostdtico expresa la proteina CRISP1 de ratén en lugar de expresar la proteina CRISP3 En
conjunto, estas evidencias sugieren que CRISP1 murina (mCRISP1) seria la proteina
funcionalmente homodloga a CRISP3 humana (hCRISP3). Al respecto cabe mencionar que,
segun el alineamiento de secuencias de la base de datos del NCBI, la identidad de secuencia
aminoacidica entre mCRISP1 y hCRISP3 (55%) es mayor que la existente entre mCRISP3 y
hCRISP3 (48%). Mas aun, en colaboracién con el laboratorio del Dr. Roldan, hemos llevado a
cabo un andlisis evolutivo de las proteinas CRISP que sugiere que el gen de Crisp3 de ratén
podria haber surgido de una reciente duplicacion del gen de Crisp1 (Arevalo et al. n.d.) tal
como también fuera sugerido por un trabajo recientemente publicado (Vicens and Trevifio
2018). De todos modos, no podemos descartar que en realidad sea la combinacién de CRISP1
y CRISP3 murinas la que represente el homdlogo de hCRISP3. Apoyando esta posibilidad, se
ha reportado que la glandula salival de ratdn expresa tanto CRISP1 como CRISP3 (Haendler et
al. 1993) mientras que la glandula salival humana solo expresa hCRISP3 (Kratzschmar et al.

1996).

El hecho de haber identificado a hCRISP3 en células de cimulus humano, junto a nuestras
observaciones en ratén, apoya la idea de que la misma sea la principal candidata dentro de la
familia CRISP para regular a CatSper y orientar a los espermatozoides humanos durante la
penetracion del cimulus. Teniendo en cuenta que la proteina CRISP1 nativa de rata, pero no
asi la recombinante bacteriana, fue capaz de regular CatSper en ratén, y no contando con la
proteina CRISP3 nativa humana purificada, como una aproximacién experimental evaluamos
el efecto de CRISP1 nativa de roedores sobre la entrada de Ca*" al espermatozoide humano
en colaboracién con el Dr Darszon (UNAM, México), reconocido investigador en el area de
electrofisiologia de espermatozoides de mamiferos tanto murinos como humanos. A
diferencia de lo observado en el ratdn, CRISP1 nativa de roedor no tuvo efectos sobre el
ingreso de Ca®* al espermatozoide humano, sugiriendo que esto podria deberse a las
diferencias en la secuencia entre ambas proteinas En este sentido, se ha descripto que la
actividad reguladora de canales idnicos de las CRISP presentes en el veneno de reptiles puede
verse fuertemente afectada por algunos cambios de aminoacidos en el dominio CRD (Gibbs
and O’Bryan 2007; Suzuki et al. 2008; Yamazaki et al. 2002). Asimismo, teniendo en cuenta
gue la regulacién de CatSper humano difiere en algunos aspectos al del canal de roedor, ya

gue solo el primero es activado por progesterona (Lishko et al. 2011; Strinker et al. 2011), no
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podemos descartar que la falta de actividad de la CRISP1 de roedores sobre el
espermatozoide humano se deba a los diferentes mecanismos de regulacién operando en
cada especie. La disponibilidad de una proteina CRISP3 nativa humana (ej. purificada de

plasma seminal o saliva) contribuira, sin dudas, a esclarecer estas diferentes posibilidades.

Los resultados obtenidos hasta el momento utilizando la proteina CRISP1 purificada
indican la capacidad de esta proteina de inhibir CatSper y la HA. Mientras CRISP1 uterina
podria contribuir a regular el proceso de capacitacion para evitar el desarrollo de la HA antes
de llegar al oviducto, CRISP1 del cumulus inhibiria CatSper y la HA, orientando a los
espermatozoides hacia el ovocito durante la fertilizacion. En el macho, la poblacién de
CRISP1 epididmaria unida débilmente al espermatozoide, estaria actuando como un factor
decapacitante, inhibiendo a CatSper para evitar el desarrollo de una HA prematura en el
tracto masculino (Ernesto et al. 2015). Estas observaciones, junto al gran interés desde hace
muchos afios de nuestro laboratorio de desarrollar un anticonceptivo masculino, nos
llevaron a plantear la posibilidad de desarrollar un método anticonceptivo no hormonal
basado en la actividad inhibitoria natural de CRISP1 sobre CatSper. En este sentido, cabe
mencionar que CatSper cumple varios de los requisitos de un target anticonceptivo ya que
se localiza en la superficie de los espermatozoides siendo accesible al ataque de drogas o
anticuerpos, se encuentra presente solo en espermatozoides, sugiriendo que su inhibicion
seria especifica, y es una molécula indispensable para la fertilidad masculina (Ren et al.
2001; Smith et al. 2013). En base a ello, y como prueba de concepto de la posibilidad de
desarrollar un método anticonceptivo basado en la inhibicién de CatSper, realizamos una
serie de estudios utilizando el inhibidor de CatSper HC-056456 (HC), el cual habia sido
identificado a través del screening de una biblioteca de compuestos (Carlson et al. 2009), y
habia demostrado tener una actividad inhibitoria sobre el canal muy similar a la de CRISP1
(Ernesto et al. 2015). La primer condicidn evaluada consistid en el agregado del inhibidor
durante la capacitacidn espermatica, condicién bajo la cual pudimos observar notorios
efectos sobre la fosforilacién en residuos tirosina, la RA, e HA espermatica no debidos a
efectos toxicos a juzgar por la viabilidad normal observada a todas las concentraciones de HC
ensayadas. El hecho de haber observado efectos inhibitorios de HC sobre los diferentes
eventos mencionados es consistente con el requerimiento de Ca®* para la ocurrencia de los

mismos. El mayor efecto de HC fue aquel observado sobre la motilidad progresiva y la
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hiperactivacidon cuando el inhibidor se encontraba presente en distintas concentraciones
durante toda la capacitacidon. Estos resultados son comparables a lo observado en los
espermatozoides KO para las distintas subunidades de CatSper los cuales, ademds de exhibir
problemas de hiperactivacién (Qi et al. 2007; Quill et al. 2003; Ren et al. 2001) presentan
una disminucion gradual de los porcentajes de motilidad progresiva a medida que transcurre
el tiempo de capacitacion (Qi et al. 2007). Estas observaciones apoyan la idea de que los
efectos de HC durante la capacitacién espermatica se deberian a una inhibicién especifica de
CatSper. Por su parte, el efecto inhibitorio de HC sobre la fosforilacidon de residuos tirosina
fue diferente al reportado en los espermatozoides KO para las subunidades de CatSper 1, 3,
4 y 6, ya que mientras en nuestro caso la presencia de HC disminuyo los niveles de
fosforilacién respecto al control, en el caso de los KO de CatSper los niveles se encontraban
aumentados (Chung et al. 2014). La diferencia en los resultados podria deberse a los
diferentes modelos empleados ya que en los KO el canal estd completamente ausente
mientras que en nuestros estudios se esta tratando de inhibir un canal presente que podria
permitir una pequefia entrada de Ca’* a las células. En este sentido, las evidencias indican
que el Ca’" regularia las vias de fosforilacién de AMP y de tirosina en forma bifésica
(Navarrete et al. 2015). De este modo, mientras se ha observado que la ausencia completa
del ion por agregado del quelante EGTA induce un aumento de fosforilacién en tirosina tal
como lo observado en los KO de CatSper, la presencia de pequefias trazas del cation,
provoca una disminucién de los niveles de fosforilacién, tal como lo que observamos al

inhibir el canal con HC.

Teniendo en cuenta que existen evidencias indicando que el Ca® gue ingresa por la cola
del espermatozoide también afecta los niveles Ca®* de la cabeza del mismo (Xia and Ren
2009), no podiamos descartar que HC afectara los niveles de RA. Los estudios indicaron que si
bien los niveles de RA tanto espontanea como inducida por ionéforo no mostraron
diferencias significativas respecto al control, la presencia de HC afectd la induccidon de RA por
progesterona. Este efecto resultd llamativo ya que, como se menciond anteriormente, la
progesterona es capaz de activar al canal CatSper en humanos pero no asi en roedores. Sin
embargo, nuestra observacién concuerda con resultados de un trabajo en el cual la inyeccién
de ratones machos con un alcaloide (matrine) con actividad inhibitoria de canales, provocé

una menor actividad CatSper y acompafiado de menores porcentajes de motilidad
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espermatica y RA inducida por progesterona (Luo et al. 2016). Por otro lado, dado que HC es
capaz de inhibir al canal de potasio SLO3 a una concentracién mayor que la necesaria para
inhibir CatSper (Carlson et al. 2009), tampoco podemos descartar que la inhibicién sobre la
RA se deba a algun efecto de HC sobre SLO3 cuya ausencia en el animal KO produce una

disminucion en la RA inducida (Santi et al. 2010).

Los notorios efectos de HC sobre la motilidad y, en consecuencia, sobre la HA, se vieron
reflejados en la incapacidad de los espermatozoides expuestos a HC 10 y 20 uM durante la
capacitacién, de fertilizar COC tal como se ha reportado para los espermatozoides KO de
CatSper (Quill et al. 2003; Ren et al. 2001). Sin embargo, para nuestra sorpresa, si bien es
sabido que la HA no es necesaria para la fusién de gametas (Yanagimachi) y que los
espermatozoides KO para CatSper son capaces de fusionar con ovocitos sin ZP (Quill et al.
2003; Ren et al. 2001; Ren and Xia 2010), los espermatozoides capacitados en presencia de
HC presentaron defectos en su capacidad de fusion a juzgar por los menores porcentajes de
fertilizacion de ovocitos sin ZP respecto a los controles. Nuevamente, esta diferencia podria
deberse a un posible efecto de HC sobre SLO3 ya que los espermatozoides KO para este canal
son incapaces de fusionar con ovocitos desnudos (Santi et al. 2010). Por otro lado, estos
resultados también podrian apoyar la idea de que los espermatozoides requieren tener una
cierta motilidad oscilatoria para lograr fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito tal

como ha sido reportado previamente (Ravaux et al. 2016).

Habiendo observado y caracterizado el efecto de HC sobre la capacidad fertilizante de los
espermatozoides cuando el inhibidor es agregado durante la capacitacion, estudiamos si el
mismo también tenia efectos sobre la motilidad y la capacidad fertilizante de
espermatozoides ya capacitados para lo cual los espermatozoides fueron expuestos a HC solo
durante el periodo de co-incubacién de las gametas. Si bien bajo estas condiciones,
observamos que el HC afectaba la motilidad espermatica del mismo modo que cuando estaba
presente durante la capacitacién, no lograba inhibir la capacidad de los espermatozoides de
fertilizar tanto COC como ovocitos sin ninguna envoltura. Sin embargo, una exposicion de los
espermatozoides ya capacitados a HC 10 y 20 uM por 60 min previo a su co-incubacién con
los ovocitos fue suficiente para inhibir la capacidad fertilizante de los mismos al emplear

tanto COC como ovocitos sin ZP. En conjunto, estos resultados indican que para observar un
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efecto de HC sobre la capacidad fertilizante se requiere que los espermatozoides tengan un

tiempo de exposicion al inhibidor previo a contactar con los ovocitos.

Los resultados discutidos anteriormente, destinados a caracterizar el efecto de HC sobre la
capacitacién y la co-incubacion de gametas son condiciones in vitro que estrian simulando de
algun modo el efecto que tendria HC en caso de ser administrado a las hembras donde tienen
lugar los procesos de capacitacion y fertilizacion. Teniendo en cuenta que el objetivo primero
de nuestros estudios era evaluar el potencial empleo de un inhibidor de CatSper tal como los
es CRISP1, como un posible método anticonceptivo no hormonal masculino, evaluamos qué
ocurriria en una condicién que simulara mejor una administraciéon en el macho. Para ello, se
incubaron los espermatozoides en una concentracidon espermatica alta no capacitante con HC
durante 60 minutos, (simulando administracion en macho) luego de lo cual los
espermatozoides fueron capacitados y co-incubados con los ovocitos sin inhibidor, simulando
lo que ocurriria posteriormente en el tracto femenino libre de HC. Los resultados revelaron
gue si bien la motilidad se vio afectada luego de los 60 minutos de incubacién con HC, el
efecto se revertia una vez transcurrida una hora de capacitacion sin el inhibidor. Sin embargo,
a pesar de la reversion de la motilidad, la capacidad de los espermatozoides para fertilizar
COC y ovocitos desnudos se mantuvo afectada, indicando la posibilidad de tener un efecto
anticonceptivo administrando el inhibidor en el macho. La no reversién de la capacidad de
fertilizar ovocitos con sus envolturas a pesar de la reversion en la motilidad podria explicarse
por una reversion de la motilidad progresiva pero no asi de la HA con lo cual los
espermatozoides carecerian de la fuerza necesaria para penetrar las envolturas, en particular
la ZP. Para el caso de los ovocitos desnudos, si bien no se requiere el desarrollo de HA, no
podemos descartar que la motilidad que se recupera no sea la descripta como necesaria para
permitir la fusidon entre las membranas de las gametas (Ravaux et al. 2016). Nuevamente,
tampoco podemos descartar que el HC esté afectando irreversiblemente a algun otro canal o
via regulatoria importante para la fusion como por ejemplo a SLO3 ya que, como fuera
mencionado, los espermatozoides KO para este canal son incapaces de fusionare con

ovocitos desnudos (Santi et al. 2010).

Por ultimo, habiendo observado que los espermatozoides incubados con HC a alta
concentracion previo a su capacitacién o co-incubacidn con los ovocitos eran incapaces de

fertilizar in vitro, evaluamos si este efecto se podria observar también al exponer los
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espermatozoides a HC previo a su inseminacion uterina. Bajo estas condiciones, observamos
una bajada en los porcentajes de ovocitos fertilizados recuperados de la ampulla cuando los
espermatozoides habian sido expuestos a HC por 30 o 60 minutos previos a su inseminacion.
Mas aun, observamos que las bajadas en las tasas de fertilizacidn correlacionaban con las
bajadas de motilidad observadas a cada tiempo indicando la necesidad de la exposicién de
los espermatozoides al inhibidor previo a contactar con los ovocitos bajo condiciones in vivo.
Estas observaciones cobran relevancia al momento de considerar los tiempos para una futura

administracion sistémica del inhibidor en los machos previo al apareo.

En conjunto, los estudios presentados confirman la posibilidad de inhibir la capacidad
fertilizante de los espermatozoides tanto in vitro como in vivo a través de su exposicidon a un
inhibidor especifico de CatSper, principal canal de Ca®* del espermatozoide. Estos resultados
constituyen una prueba de concepto apoyando el posible empleo de un inhibidor de este
canal para el desarrollo de un anticonceptivo masculino no hormonal. Esta posibilidad resulta
de sumo interés ya que actualmente la Unica opcién de control de la fertilidad masculina es el
conddn o preservativo, ya que la vasectomia es un procedimiento quirurgico reversible solo
en el 50% de los casos y, por ende, considerado una esterilizacion. Mas aun, los
anticonceptivos no hormonales presentan la ventaja de evitar los efectos secundarios
asociados a la administracion de hormonas tales como la disminucién de la libido, aumento
de la agresividad, y los largos periodos (aprox. 3 meses) requeridos tanto para inhibir
totalmente la produccién de espermatozoides como para su posterior recuperacién. Sumado
a lo anterior, dado que CatSper se inhibe en el trato masculino pero se activa posteriormente
en el tracto femenino, los resultados mostrando el efecto inhibitorio de HC tanto sobre
espermatozoides no capacitados como espermatozoides capacitdndose o ya capacitados
abren la posibilidad del empleo de esta estrategia para el desarrollo de anticonceptivos tanto
masculinos como femeninos, constituyendo lo que se denomina un método anticonceptivo
unisex. Mas aun, podria plantearse el empleo conjunto del inhibidor en ambos miembros de
la pareja con el fin de potenciar aun mas el efecto anticonceptivo. Dado que HC ejerce su
efecto relativamente rapido sobre la capacidad fertilizante de los espermatozoides se podria
considerar la inhibicion de CatSper para el desarrollo de un método anticonceptivo de tipo

pericoital.
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Finalmente, dada la capacidad de CRISP1 de inhibir a CatSper en roedores y la existencia
de homologos funcionales a CRISP1 en el humano tales como hCRISP1 en epididimo (Cohen
et al. 2001) o hCRISP3 en células del cimulus (esta Tesis), el estudio de las proteinas CRISP
podria brindar importante informacién para el desarrollo de los métodos anticonceptivos
mencionados. En ese sentido, teniendo en cuenta que CRISP1 es un inhibidor natural de
CatSper que se une débilmente al canal durante la maduracién para luego liberarse y permitir
la activacidon del CatSper en la hembra, seria interesante identificar el sitio por el cual CRISP1
interactia con el canal de modo tal de desarrollar una molécula capaz de unirse
irreversiblemente al mismo sitio al que se une el inhibidor natural CRISP1 y asi evitar posibles

efectos deletéreos no deseados.
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Capitulo I

Generacion y caracterizacion de animales carentes de CRISP3 y de mas de dos CRISP

simultaneamente

El uso de animales modificados genéticamente, en particular los animales KO ha sido en
los ultimos afios una de las principales herramientas utilizadas para el estudio de la funcién y
relevancia de las proteinas para diversos procesos bioldgicos. En este sentido, de los cuatro
miembros de la familia CRISP, hasta el momento, se encuentran disponibles los ratones KO
para CRISP1, CRISP2 y CRISP4, generados y caracterizados tanto por nuestro laboratorio
(Brukman et al. 2016; Carvajal et al. 2018; Da Ros et al. 2008) como por otros grupos de
investigacion (Gibbs et al. 2011; Lim et al. 2019; Turunen et al. 2012), restando aun
desarrollar el KO para CRISP3. Asimismo, el hecho de que los animales KO para CRISP1,
CRISP2 y CRISP4 resultaran fértiles a pesar de exhibir defectos para fertilizar in vitro (Brukman
et al. 2016; Carvajal et al. 2018; Gibbs et al. 2011; Lim et al. 2019; Da Ros et al. 2008; Turunen
et al. 2012) y que los animales DKO C1C4 fueran subfértiles (Carvajal et al. 2018) apoyaba la
existencia de mecanismos compensatorios entre los miembros de la familia CRISP. En base a
estas observaciones, el segundo capitulo de esta Tesis, estuvo enfocado al desarrollo y
caracterizacion tanto del animal KO para CRISP3 como de animales multiples KO para
diferentes CRISP a través del empleo de la técnica CRISPR/Cas9. Esta técnica, desarrollada en
los ultimos afios, permite la modificacion del genoma de una forma mucho mas sencilla,
rapida, econdmica y altamente eficiente en comparacién a otras técnicas (Wang et al. 2013).
Sin embargo, a pesar de la diversidad de herramientas bioinformaticas disponibles hasta el
momento, el disefio y seleccién de sgRNA eficientes y especificos continua siendo uno de los
mayores desafios de esta técnica (Cui et al. 2018). En nuestro caso, el disefio de un sgRNA
capaz de reconocer a Crisp3 implicaba un desafio extra dado que Crisp3 presenta una alta

identidad de secuencia con Crisp1.

La primer estrategia empleada consistio en disefiar un sgRNA que fuera homodlogo al exdn
5 de Crisp3 ya que es uno de los exones que presenta mayor diferencia nucleotidica con
Crisp1. Los resultados revelaron que, a pesar de que el sgRNA utilizado era correcto a nivel
bioinformatica, ninguno de los 37 animales nacidos empleando este sgRNA presentaba

mutaciones en Crisp3. En ese sentido, el hecho de que la técnica CRISPR/Cas9 hubiera sido
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empleada con éxito por nuestro colaborador, el Dr. Rubinstein (INGEBI) para producir
mutaciones en otros genes, indicaba que muy probablemente el problema proviniera de la
eleccion del sgRNA. A pesar de que es dificil dilucidar las razones por las cuales un sgRNA
resulta ineficiente, se han descripto varios motivos que pueden afectar la efectividad del
mismo y que incluyen la secuencia de la regién variable del sgRNA, la cual se encuentra
limitada a la secuencia del sitio que se desea mutar, el contenido de GC (Guanina y Citocina),
la afinidad de dominio de interaccidn de la endonucleasa Cas9 con las diferentes variantes del
PAM (secuencia consenso reconocida por la Cas9) (TGG, AGG, CGG o GGG) o la presencia de
nucleétidos especificos en posiciones particulares del mismo (Doench et al. 2014; Farboud
and Meyer 2015; Hsu et al. 2013; Jiang et al. 2015; Xu et al. 2015). Tampoco pueden
descartarse problemas durante la sintesis in vitro del sgRNA, ya que se ha visto que la
presencia de timidinas en el extremo 3’ de la secuencia variable pueden producir variables
erroneas (Doench et al. 2014), la estructura de la cromatina del gen blanco (Jensen et al.
2017; Uusi-Makela et al. 2018) o la formacidn de estructuras secundarias del ARN, las cuales
son muy dificiles de predecir y, por ende, no estan contempladas en las herramientas

bioinformaticas utilizadas para el disefio de los sgRNA (Xu et al. 2015).

Para la eleccion de la segunda estrategia, nos basamos en un trabajo que concluia que el
uso de dos sgRNAs dirigidos a sitios adyacentes en el mismo gen aumenta significativamente
la probabilidad de obtener deleciones que resulten deletéreas (Zhou et al. 2014). Asimismo,
en esta oportunidad, decidimos tomar ventaja de la alta homologia entre Crisp1 y Crisp3
seleccionando sgRNA que reconocieran a ambos genes, de forma tal de lograr obtener
animales con mutacién solo en Crisp3 (KO C3) y con mutaciones Crisp1 y Crisp3 (DKO C1C3).
En ese sentido, cabe mencionar que esta colonia DKO para CRISP1 y CRISP3 no habia sido
desarrollada hasta ese momento y no podia generarse por apareo de los KO simples
correspondientes debido a que la gran cercania entre ambos genes en el mismo cromosoma
hacen minima la probabilidad de recombinacién homdloga. Bajo esta nueva estrategia,
logramos un alto porcentaje de eficiencia de mutagénesis (25/34 animales con al menos una
mutacién) tal como fuera reportado por Wang et al. (2013) y Yuen et al. (2017). Mas aun, el
analisis de presencia de mutaciones en las crias de algunos de estos animales reveldé un alto
grado de mosaiquismo en concordancia con lo descripto en numerosos trabajos (Mehravar et

al. 2019; Mizuno et al. 2014; Oliver et al. 2015). Por ultimo, la secuenciacion del producto de
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PCR de muestras de ADN gendmico de dos de las crias confirmd la existencia tanto de un
animal con mutacion Unicamente en Crisp3 como de un animal con mutaciones en ambos
genes. Sin embargo, una vez establecidas ambas colonias, el estudio de la expresidn proteica
de los distintos miembros de la familia CRISP reveld que, los animales de ambas colonias
expresaban las proteinas CRISP2 y CRISP4 y carecian de la proteina CRISP1, dando origen a
dos colonias carentes de las proteinas CRISP1 y CRISP3. Si bien la falta de CRISP1 era
esperable para la colonia que presentaba mutacién en ambos genes, no lo era para la colonia
gue presentaba mutacion en Crisp3 y el gen de Crisp1 intacto, sugiriendo la existencia de
algin mecanismo de regulacién de Crisp3 sobre la expresion de Crisp1. Resultados similares
han sido reportados para animales KO para otros genes tales como CatSper (Carlson et al.
2005) o miembros de la familia ADAM) (Kim et al. 2006; Nishimura et al. 2001) en los cuales
la ausencia de una de las proteinas de la familia afectaba la expresidon o regulacion de otro
miembro de la misma. Al respecto, es sabido que la expresiéon de una proteina se encuentra
regulada a nivel del mensajero, controlando la transcripcion o el procesamiento, transporte,
degradacion o localizacion del mensajero dentro del citosol como asi también a nivel
proteico, a través del control de la traduccion, la degradacion o compartimentalizacién de la
proteina por modificaciones post-traduccionales (Alberts B, Johnson A, Lewis J, et al 2002). En
este sentido, la ausencia del ARNm de Crisp1 en los animales KO indica que la mutacién en
Crisp3 estaria afectando la expresion de Crispl a nivel transcripcional. Si bien no se puede
descartar la posibilidad de que la ausencia de CRISP1 en la colonia KO C3 se deba a un efecto
inespecifico, el hecho de que en la colonia DKO C1C3, en la cual la ausencia de la proteina
CRISP1 era esperable debido a la pérdida del coddon de inicio de la traduccién, también
observamos la ausencia del ARNm de Crisp1, apoya la existencia de una regulacién de Crisp3
sobre Crispl. Dado que las CRISP carecen de dominio de unién a ADN, y que Crisp1y Crisp3
se encuentran muy proximos en el cromosoma, existe la posibilidad de que la regidn
eliminada de Crisp3 contenga alguna secuencia de regulacién a distancia tal como un
enhancer (Kleinjan and Van Heyningen 2005; Narlikar and Ovcharenko 2009) o que la misma
sea importante para la formacién de las estructuras tridimensionales que se forman durante
la expresidn génica (Fraser and Bickmore 2007; Gondor and Ohlsson 2009). Si bien el hallazgo
de la falta de CRISP1 en la colonia KO para Crisp3 resulta de sumo interés y serd motivo de
futuros estudios, los restantes estudios fueron llevados a cabo en la colonia con mutaciones

en ambos genes para una mejor interpretacién de nuestras observaciones.
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La caracterizacién a nivel reproductivo de animales de ambas colonias revelé que los
machos carentes de las proteinas CRISP1 y CRISP3 eran subfértiles apoyando la existencia de
mecanismos de compensacion entre los miembros de la familia CRISP tal como se habia
observado para los animales DKO C1C4 (Carvajal et al. 2018). Asimismo, el hecho de que esta
subfertilidad no se hubiera observado anteriormente en ratones KO para CRISP1 generados
en dos fondos genéticos diferentes (Da Ros et al. 2008; Weigel Mufioz et al. 2018), abre la
posibilidad de un rol para CRISP3 en la fertilidad masculina. Esta posibilidad estad apoyada por
varios trabajos en equinos indicando la asociacidn entre la expresién de CRISP3 y la fertilidad

de los machos (Hamann et al. 2007; Novak et al. 2010; Usuga, Rojano, and Restrepo 2018).

El hallazgo de que, a pesar de la subfertilidad observada, las tasas de fertilizacion in vivo
correspondientes a los machos DKO C1C3 fueran normales, sugeria que la bajada en la
fertilidad podria deberse a problemas en eventos posteriores a la fertilizacion. Esta hipotesis
fue confirmada al observarse que los ovocitos fertilizados in vivo por espermatozoides DKO
C1C3 exhibian menores tasas de desarrollo a blastocisto in vitro, revelando, por primera vez,
un posible rol de CRISP1 y/o CRISP3 en el desarrollo embrionario temprano. En este sentido,
numerosas evidencias indican la existencia de diversos factores paternos que pueden llegar a
afectar el desarrollo embrionario tales como defectos en la maduracién de los
espermatozoides y retrasos en la fertilizacion (Conine et al. 2018; Orgebin-Crist 1968;
Orgebin-Crist et al. 1967; Shaver and Carr n.d.), dafios en el ADN, modificaciones
epigenéticas y reprogramacion del pronucleo paterno (Okada and Yamaguchi 2017; Scott
2000; Seli et al. 2004) y alteraciones en el ARN y proteinas provenientes del espermatozoide
(Castillo, Jodar, and Oliva 2018; Conine et al. 2018; Godia, Swanson, and Krawetz 2018). En
este sentido, nuestros resultados mostrando menores porcentajes de fertilizacién in vivo
para los machos mutantes que para los controles cuando los ovocitos eran evaluados a
tiempos cortos post-apareo indican que los espermatozoides DKO C1C3 tendrian un retraso
para fertilizar los ovocitos que, tal como se mencionara anteriormente, podria llevar a los
defectos en el desarrollo embrionario correspondientes a esta colonia. El hecho de que este
retraso solo se haya detectado a tiempos cortos (4hs post-apareo) sugiere que el pool de
ovocitos en dos células observados a tiempos largos luego del apareo podria corresponder a

una poblacidon heterogénea que incluye ovocitos que han llegado a dicho estadio en
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momentos diferentes. El largo tiempo en el que los ovocitos permanecen en estadio de dos

células dentro del proceso de desarrollo embrionario temprano, apoya esta posibilidad.

Si bien el retraso en la fertilizacién podria explicar las menores tasas de desarrollo
embrionario temprano correspondientes a los animales DKO C1C3, existen diversas causas
gue podrian llevar a dicho retraso. Una posibilidad es que los espermatozoides DKO C1C3
exhiban problemas en su maduracién, lo cual estd apoyado por la expresion epididimaria de
CRISP1 en ratdn y de CRISP3 en otras especies (Kratzschmar et al. 1996; Udby 2005). En ese
sentido, resulta muy interesante mencionar recientes estudios mostrando que |la
microinyeccién de espermatozoides murinos inmaduros del caput epididimario en los
ovocitos da lugar a defectos de desarrollo embrionario no observados al microinyectar
espermatozoides maduros del cauda. Mas aun, cuando purifican ARN pequefios provenientes
de epididdimosomas del cauda y los microinyectan junto con los espermatozoide del caput
logran revertir los defectos en el desarrollo embrionario temprano observados (Conine et al.,

2018).

La posibilidad de que los espermatozoides DKO C1C3 tengan defectos en su maduracidn
también estd en parte apoyada por los menores porcentajes de fertilizacién in vitro
observados para estos espermatozoides bajo las diferentes condiciones ensayadas. Sin
embargo, el hecho de que dichos porcentajes fueran solo un poco mas bajos que los de los
controles y muy similares a los ya reportados para los ratones simples KO para CRISP1 (Da
Ros et al. 2008; Weigel Mufioz et al. 2018) sugiere que CRISP3 tendria un rol menor en lo
que respecta a la capacidad fertilizante de los espermatozoides tal como fuera reportado
previamente por nuestro grupo para CRISP3 humana (Da Ros et al. 2015). De todos modos,
no descartamos un posible rol de CRISP3 en la etapa de penetracidon del cumulus, a juzgar
por la bajada en el porcentaje de fertilizacion observada al utilizar COC, no reportada para
los espermatozoides simples KO para CRISP1 (Ernesto et al. 2015; Da Ros et al. 2008; Weigel
Mufioz et al. 2018). Teniendo en cuenta que los ensayos in vitro se realizan utilizando
espermatozoides epididimarios, la diferencia observada a nivel de penetracion de COC
apoyaria la expresiéon de CRISP3 murina a nivel epididimario tal como fuera reportado para
otras especies (Kratzschmar et al. 1996; Udby 2005). Mas alla de los posibles defectos a nivel
de la maduracién epididimaria la deteccion de espermatozoides eyaculados inmétiles

atrapados en agregados viscosos dentro del fluido uterino de hembras apareadas con
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machos DKO C1C3, sugiere que este atrapamiento podria también contribuir al retraso en la
fertilizacion observado para esta colonia. El hecho de que este fenotipo no fuera observado
para los animales simples KO para CRISP1 apoya la idea de que la inmotilidad de los
espermatozoides como asi también la presencia de los agregados en el Utero estaria
asociada a la falta de CRISP3. En ese sentido, cabe mencionar que se ha descripto la
expresion de CRISP3 en el plasma seminal humano (Udby 2005) y equino (Schambony et al.
1998), habiéndose reportado también diferentes roles para estas proteinas que podrian
explicar el fenotipo observado. Por un lado, se ha reportado que CRISP3 equina interfiere en
la interaccion entre los espermatozoides y las células inmunes (Doty et al. 2011), sugiriendo
que la ausencia de CRISP3 en el plasma seminal murino podria desproteger a los
espermatozoides y conducir a los problemas de inmotilidad espermatica observados en los
animales DKO C1C3. Por otro lado, existen evidencias que indican que la ausencia de CRISP3
en células de cancer de préstata humana disminuye la expresion de PSA, una enzima
hidrolitica que cliva las semenogelinas (SMG1 y SMG2) sintetizadas en vesicula seminal y

responsables de la coagulacion del semen (Pathak et al. 2016).

Si CRISP3 murina cumpliera un rol similar en el ratdn, su ausencia podria generar defectos
en la licuefaccion del semen dando lugar a la presencia de esos agregados viscosos
conteniendo espermatozoides inmatiles que se observa en los Uteros de hembras apareadas
por machos DKO C1C3. En ese sentido, resulta interesante mencionar observaciones previas
de nuestro laboratorio mostrando que CRISP1 contiene sitios de unién de zinc y es capaz de
formar complejos de alto peso molecular en presencia de este cation tanto in vitro como in
vivo (Maldera et al. 2011). La gran similitud de secuencia entre CRISP1 y CRISP3 sugiere que
CRISP3 exhiba muy posiblemente las mismas propiedades. Asociado a estas observaciones,
un reciente trabajo reporta que las proteinas CRISP tienen capacidad de inducir la formacién
de amiloides (Sheng et al. 2019), los cuales se encuentran presentes en forma natural en el
semen y tienen la capacidad de unirse e inmovilizar espermatozoides defectuosos (Roan et al.
2017). En base a estas observaciones, es posible que la ausencia de CRISP3 pueda alterar la
formacion de estos amiloides fisioldgicos, generando un atrapamiento anormal de los
espermatozoides. En todos los casos, el desarrollo del KO simple para CRISP3 nos ayudara a
esclarecer los posibles roles de esta proteina para la fertilizacién, el desarrollo embrionario y

la fertilidad masculina.
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La bajada de fertilidad en las hembras tanto KO C3 como DKO C1C3 demuestran, por
primera vez, la importancia de las proteinas CRISP para la fertilidad femenina. Mas aun, el
hecho de que estos defectos de fertilidad no hayan sido observados en las hembras simples
KO para CRISP1 (Da Ros et al. 2008), CRISP2 (Brukman et al. 2016) o CRISP4 (Tesis Guillermo
Carvajal) apoya la relevancia especifica de CRISP3 para la fertilidad femenina. Asimismo, los
resultados mostrando que las hembras DKO C1C3 también exhibian menores tasas de
fertilizacion in vivo y menores porcentajes de ovocitos alcanzando el estadio de blastocisto in
vitro apoya la idea de que la subfertilidad de las hembras DKO C1C3 ocurriria como
consecuencia de la combinacién de defectos en los procesos de fertilizaciéon y desarrollo
embrionario. Consistente con esta posibilidad, se ha descripto no solo la expresion de CRISP1
de ratén en el utero, ovario, oviducto y células del cimulus que rodean al ovocito (Ernesto et
al. 2015) sino también la participacion de CRISP1 del cimulus en el proceso de fertilizacién a
través de su rol como quimioatractante de espermatozoides durante la etapa de penetracién
del cimulus (Ernesto et al. 2015). Sumado al rol de CRISP1 del cimulus en fertilizacién, se ha
sugerido que CRISP1 uterina y oviductal podrian estar regulando el proceso de capacitacién
que ocurre en el tracto femenino evitando la ocurrencia prematura de la RA e HA necesaria
para la fertilizacion en la ampulla (Ernesto et al. 2015), de hecho ensayos de fertilizacion in
vivo de hembras superovuladas KO C1 presentan menores tasas de fertilizacion en
comparacion al control (Capitulo 1). Por su parte, dado que se ha descripto la expresion de
CRISP3 en el utero de ratén y de humano (Evans et al. 2015) es posible que esta proteina
cumpla diferentes roles a nivel uterino. Por un lado, y como se mencionara anteriormente,
CRISP3 uterina podria estar participando de algin modo en los procesos de
coagulacion/licuefaccién que tienen lugar inmediatamente luego de la eyaculacién. Por otro
lado, dada la capacidad de CRISP3 de interferir en la interaccién de los espermatozoides con
los polimorfunucleares dentro del utero (Doty et al. 2011), es posible que CRISP3 cumpla
algan rol protector de los espermatozoides murinos a nivel uterino y que su ausencia
contribuya a los defectos en fertilizacidn in vivo y desarrollo embrionario observados en las
hembras DKO C1C3. Mas aun, teniendo en cuenta que CRISP3 induce la adhesién y
proliferacidon de las células epiteliales del endometrio (Evans et al. 2015) y que la misma
aumenta su expresiéon en embarazos ectdpicos (Horne et al. 2009), no podemos descartar

gue la ausencia de CRISP3 genere también defectos a nivel implantatorio.

175



DISCUSION I

Tal como fuera mencionado anteriormente, la estrategia elegida para generar animales
deficientes en mas de dos CRISP simultdneamente por la técnica de CRISPR/Cas9 consistio
en emplear los mismos sgRNA utilizados para la generacion de los animales KO C3 y DKO
C1C3 pero esta vez sobre cigotas provenientes de animales fértiles DKO C2C4 disponibles en
el laboratorio. Dado que CRISP1/CRISP2/CRISP3 se encuentran muy cercanos en el mismo
cromosoma segregando como si fueron un Unico gen, y que CRISP4 se encuentra localizada
en un cromosoma diferente, esta estrategia puede dar origen tanto a animales triples KO

para CRISP1/CRISP2/CRISP3 como cuadruples KO para los cuatro miembros de la familia.

El estudio de la fertilidad de los a animales de esta colonia reveld que tanto los machos
TKO como los CKO exhibieron una fertilidad severamente afectada incluyendo, en ambos

casos, una alta proporcién de machos estériles.

Tal como fuera observado para los machos de la colonia DKO C1C4 (Carvajal et al. 2018),
observamos que una cierta proporcion de los animales TKO y CKO presentaba un cuadro de
epididimo-orquitis con espermatozoides epididimarios no viables. El hecho de que los
animales que exhiben el fenotipo inflamatorio (DKO C1C4, TKO y CKO) compartieran el
mismo fondo genético (C57/DBA), el cual es diferente a aquel de los animales simples KO C1
y DKO C1C3 sin evidencias de esta patologia (C57) sugiere que el fondo genético podria estar
generando una predisposiciéon a desarrollar el cuadro inflamatorio que se observa en
ausencia de las CRISP pero no asi en los animales WT de estas colonias. Si bien el estudio de
la razones que llevan al desarrollo del fenotipo inflamatorio resulta de sumo interés y sera
realizado en nuestro laboratorio, decidimos re-analizar los resultados de fertilidad de los
machos TKO y CKO utilizando solo aquellos animales que exhibian drganos reproductivos
normales de modo tal de investigar si la ausencia de las CRISP impactaba sobre la fertilidad
independientemente de la presencia del cuadro de epididimo-orquitis. Los resultados de
este analisis revelaron que la fertilidad de los machos TKO y CKO continuaba siendo
marcadamente menor que los controles, incluyendo también un grupo de animales
totalmente estériles. El hecho de que en la colonia DKO C1C4, los animales sin el cuadro
inflamatorio presentaran una bajada sutil de su fertilidad en comparacién con aquellos que
exhibian epididimo-orquitis (Weigel Mufioz et al. 2018), apoya la idea de que la severa
bajada de fertilidad en los TKO y CKO seria debida a la falta de mas de dos proteinas CRISP

simultdaneamente.
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Los estudios destinados a dilucidar los motivos de bajada en fertilidad de los machos TKO
y CKO indicarian que la misma estaria asociada a la severa bajada en las tasas de fertilizacién
in vivo tal como lo indica la correlacidn entre el nimero de crias y los porcentajes de
ovocitos fertilizados en el oviducto. Mas alld de los problemas de fertilizacién, el hecho de
gue los pocos ovocitos fertilizados por espermatozoides TKO o CKO tuvieran ademas
problemas para alcanzar el estadio de blastocisto y que la fertilidad de los animales TKO y
CKO correlacionara aun mas con el nimero de blastocistos que de ovocitos fertilizados,
apoya la idea de que la severa subfertilidad seria en realidad consecuencia de una
combinacion de defectos en la fertilizacidn in vivo y posterior desarrollo embrionario. En ese
sentido, dado que la disminucién en los porcentajes de desarrollo observados para los
animales TKO y CKO fue muy similar a la observada para los DKO C1C3 (aprox. 30%), es muy
probable que los defectos de desarrollo correspondientes a los TKO y CKO provengan
principalmente de la ausencia conjunta de CRISP1 y CRISP3. De todos modos, los severos
defectos en la fertilizacion in vivo parecerian ser los principales responsables de la bajada de
fertilidad de los animales TKO y CKO a diferencia de lo observado para los animales DKO
C1C3 en los cuales la subfertilidad seria causada por los defectos en desarrollo a juzgar por

los normales niveles de fertilizacidn in vivo de esta colonia.

Tal como se mencionara en la seccion Resultados, las bajas tasas de fertilizacion in vivo
observadas para los machos TKO y CKO podrian ser consecuencia de defectos de los
espermatozoides para llegar al sitio de fertilizacién en el oviducto y/o a defectos especificos

en su capacidad de interactuar con los ovocitos.

Los estudios de transporte realizados 4 hs post apareo incluyeron el analisis de los
espermatozoides presentes no solo en el Utero, tal como fuera descripto para los machos
DKO C1C3, sino también en el oviducto, haciendo uso de la posibilidad de detectar los
espermatozoides TKO y CKO oviductales por microscopia debido a la presencia de marca
fluoruescente en sus acrosomas, ausente en la colonia DKO C1C3. La observacion de los
espermatozoides uterinos mostro un fenotipo muy similar al observado para los machos
DKO C1C3, con la presencia de agregados viscosos atrapando espermatozoides inmétiles, y
gue claramente podria atribuirse a la falta de CRISP1 y CRISP3 que existe en los ratones TKO
y CKO. El hecho de que este fenotipo se encontrara presente también en los machos DKO

C1C3, los cuales exhibian normales niveles de fertilizacidn in vivo, descartaria en principio
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gue esta fuera la causa principal de los bajisimos porcentajes de fertilizacidn in vivo
correspondientes a los animales TKO y CKO. Por su parte, los estudios de microscopia,
revelaron claros defectos de migracion al oviducto de los espermatozoides TKO y CKO a
juzgar por la deteccion de una cantidad claramente menor de espermatozoides
fluorescentes en las diferentes regiones del oviducto en comparacién al control. Estos
defectos en migracién podrian estar asociados al fenotipo a nivel uterino observado tanto
para los machos TKO y CKO como para los DKO C1C3, por lo cual seria muy interesante
analizar si los espermatozoides DKO C1C3 también exhiben defectos en su migracién al
oviducto. Si bien estos estudios no pueden llevarse a cabo debido a la ausencia de GFP en la
colonia DKO C1C3, la normal fertilizacién in vivo de los machos DKO C1C3 indica que si el
fenotipo uterino fuera la causa de la deficiente llegada al oviducto, los pocos
espermatozoides que llegaran serian suficientes para fertilizar a los ovocitos. En este
escenario, los problemas de transporte no jugarian un rol importante dejando a los defectos
en la capacidad fertilizante como la principal causa de los problemas de fertilizacidn in vivo
de los TKO y CKO. La otra posibilidad es que los espermatozoides DKO C1C3, a diferencia de
los TKO y CKO, no exhiban problemas para llegar al oviducto, en cuyo caso los problemas de
migracién podrian ser los principales responsables de los defectos en fertilizacidn in vivo de

los TKO y CKO.

En este sentido, resulta importante recordar que los espermatozoides TKO y CKO
recuperados del utero exhiben una rigidez en la pieza media de la cola no observada no solo
en los controles sino tampoco en los espermatozoides uterinos DKO C1C3. La presencia de
este fenotipo es consistente con resultados previos describiendo la rigidez de la pieza media
en espermatozoides KO para la proteina testicular CRISP2 (Lim et al. 2019) la cual se
encuentra ausente en los animales TKO y CKO. El hecho de que esta rigidez del flagelo no se
haya observado en los espermatozoides DKO C1C3 apoya aln mas que la ausencia de CRISP2
seria la causante de esta condicidn. Consistente con esto, se han reportado varios trabajos
en humano mostrando que pacientes astenozoospermicos con problemas de motilidad
espermatica y fertilidad exhiben menores niveles tanto de la proteina CRISP2 como de su
mensajero (Du et al. 2006; Jing et al. 2011; Olesen 2001; Paoloni-Giacobino et al. 2000; Zhou
et al. 2015). Asimismo, resulta interesante mencionar que el mismo fenotipo de rigidez de

pieza media también fue observado en espermatozoides de animales KO para otras
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proteinas tales como Catsper z, EFCAB9, Ppp3cc, Ppp3r2 y Nsum 7 (Chung et al. 2017; Harris
et al. 2007; Hwang et al. 2018; Miyata et al. 2015), todos los cuales presentan severos
problemas de fertilidad y desregulacion del calcio intracelular. Si bien la rigidez de la cola
podria estar afectando la llegada de los espermatozoides al oviducto, es dificil que los
defectos en migracion sean los Unicos responsables de las bajisimas tasas de fertilizacion in
vivo observadas para los machos TKO y CKO ya que los espermatozoides de estos animales
tienen la capacidad de atravesar la UTJ y llegar al oviducto a diferencia de lo reportado para
los animales KO para otras proteinas (ej. ADAM 3 o RNAse 10) que son infértiles debido a la
incapacidad de los espermatozoides de atravesar la UTJ (Ryo Yamaguchi 2009, (Fujihara et
al. 2019; Krutskikh et al. 2012; Okabe 2015; Yamaguchi et al. 2009). Esta conclusion esta
apoyada por un trabajo del Dr Ikawa (con quien colaboramos en la produccién de animales
KO para CRISP2 (Brukman et al. 2016) y DKO C1C4 (Carvajal et al. 2018) describiendo que si
bien la ausencia de la proteina calcineurina produce rigidez de la pieza media y defectos en
la migracion al oviducto, dichos defectos no serian los principales responsables de Ia
infertilidad de los animales a juzgar por la presencia de algunos espermatozoides en el
oviducto (Miyata et al. 2015). Los autores indican, sin embargo, que la rigidez de la cola
podria afectar seriamente el desarrollo de la HA de los espermatozoides que ocurre mientras
los mismos se encuentran unidos al epitelio del isthmus y que les va a permitir luego
despegarse del epitelio, migrar hacia la ampulla y penetrar las envolturas que rodean a
ovocito (Suarez 2016). Teniendo en cuenta que los espermatozoides CKO capacitados
presentan defectos en varios parametros espermaticos asociados a la HA como asi también
en el porcentaje de células hiperactivadas, existe la posibilidad de que los defectos de
migracion de los espermatozoides TKO y CKO se deban a su incapacidad de desprenderse del
epitelio oviductal tal como ocurre en los animales KO para CatSper (Ho, Collin A. Wolff, et al.
2009). En este trabajo, los autores reportan que si bien los espermatozoides KO para
Catsperl logran atravesar la UTJ del mismo modo que los controles resultan incapaces de
despegarse del epitelio oviductal, detectando un ndmero significativamente menor de
espermatozoides mutantes en lumen del oviducto 4 hs post-apareo comparado con el
control. En conjunto, si bien no podemos descartar que los defectos en el transporte de los
espermatozoides TKO y CKO contribuyan a afectar la fertilizacién en la ampulla, la severa

bajada de los porcentajes de fertilizacidn in vivo observadas para estos animales parecerian
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ser consecuencia principalmente de los defectos de los espermatozoides para interactuar

con los ovocitos en el sitio de fertilizacién.

Esta conclusién estd avalada por los bajisimos porcentajes de fertilizacion in vitro obtenidos
para los espermatozoides TKO y CKO incubados con COC en contraposicién con las sutiles
bajadas en la fertilizacion in vitro correspondientes a los espermatozoides DKO C1C3. Mas
especificamente, nuestros resultados revelaron que los espermatozoides TKO y CKO
presentaron porcentajes de fertilizacién practicamente nulos al utilizar ovocitos rodeados de
cumulus y ZP, tal como ya habia sido reportado para los animales simples KO para CRISP2
(Brukman et al. 2016) y para CRISP4 (Carvajal et al. 2018). Mientras que en el caso del animal
KO para CRISP2, las reducidas tasas de fertilizacion bajo esa condiciones se han atribuido a
los defectos de los espermatozoides para desarrollar la HA vy, por ende, para penetrar las
envolturas (Brukman et al. 2016), en los animales KO para CRISP4, la causa pareceria radicar
en la incapacidad de los espermatozoides no solo de penetrar las envolturas sino también de
fusionarse con el ovocito (Carvajal et al. 2018). Estas observaciones explicarian la drastica
bajada en los porcentajes de fertilizacion de COC y ovocitos con ZP obtenidas para los
espermatozoides TKO y CKO ya que en ambos casos la falta de CRISP2 seria la que llevaria a
la observada rigidez de la pieza media que impediria el correcto desarrollo de la HA y
penetracion de las envolturas. Por otro lado, se podrian explicar también los diferentes
resultados obtenidos al co-incubar espermatozoides TKO y CKO con ovocitos sin ZP ya que
mientras para los CKO, los muy bajos porcentajes de fertilizacion se deberian principalmente
a que las células carecen de CRISP4, para los TKO, los moderados porcentajes de fertilizacion
de ovocitos sin ZP se deberian a la presencia en los mismos de una proteina critica para

fusién como le es CRISP4.

Resulta interesante mencionar que, pese al diferente comportamiento in vitro de los
espermatozoides TKO y CKO , las tasas de fertilidad y fertilizacién in vivo correspondientes a
animales de ambos genotipos no fueron diferentes entre si, lo cual se deberia al hecho de
que las severas deficiencias para penetrar las envolturas observados en ambos casos
precederian a los defectos de fusion, haciendo que dichos defectos practicamente no

lleguen a impactar sobre los porcentajes de fertilizacién in vivo. .

El estudio de las posibles causas de los defectos de la fertilizacién in vitro que, tal como
vimos, parecerian ser los principales responsables de la deficiente fertilizacién in vivo,
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mostraron que los espermatozoides CKO exhibian niveles de RA inducida por progesterona
significativamente menores que los controles, apoyando la idea de que los bajos niveles de
penetracion tanto de COC como de ovocitos con ZP podrian deberse en parte a los defectos
en la ocurrencia de la RA, requisito indispensable para la penetracién de la ZP. Si bien es
sabido que la RA es critica también para la fusion de gametas debido a la adquisicion de
capacidad fusogénica del segmento ecuatorial (Yanagimachi 1994), el hecho de que no se
hayan observado defectos a nivel de la RA espontanea sugiere que los bajos porcentajes de
fertilizacion de ovocitos sin ZP obtenidos para los espermatozoides CKO se deberian, muy
probablemente, a la ausencia de aquellas CRISP que se sabe actian como ligandos durante
su interaccién con sitios complementarios en el oolema (Busso, Goldweic, et al. 2007;
Carvajal et al. 2018; Cohen, Ellerman, et al. 2000; Rochwerger, Cohen, and Cuasnicu 1992).
Por otro lado, los estudios de CASA revelaron que los espermatozoides CKO exhibian una
bajada significativa tanto en diversos parametros de la motilidad espermatica como en el
porcentaje total de células hiperactivadas, apoyando nuestra hipdtesis de que tanto los
espermatozoides TKO como CKO tendrian defectos para hiperactivar principalmente debidos
a la rigidez de su pieza media. Consistente con esta idea, se observd un aumento
significativo en todos aquellos parametros asociados a una motilidad lineal y progresiva (LIN,
STR, VSL) sin que verse cambios en aquellos asociados al desarrollo de un movimiento

hiperactivado (VCL, VAP, ALH).

Finalmente, dada la importancia del calcio para el desarrollo de la motilidad espermatica, la
RA vy la HA, y sabiendo que las CRISP son proteinas reguladoras de diferentes canales de Ca®
(Brown et al. 1999; Ernesto et al. 2015; Gibbs et al. 2006, 2011; Guo et al. 2005; Morrissette
et al. 1995; Yamazaki et al. 2002), analizamos el contenido de calcio intracelular de los
espermatozoides CKO con el fin de esclarecer los mecanismos moleculares involucrados en
los diferentes defectos que exhiben los espermatozoides multiples KO. Los resultados
revelaron que los espermatozoides CKO no exhiben el caracteristico aumento en los niveles
de Ca* intracelular que ocurre durante con la capacitacion. Estos resultados concuerdan con
observaciones de nuestro grupo mostrando que los espermatozoides KO para CRISP4
también exhiben menores niveles de calcio intracelular que los controles al finalizar la
capacitacién (resultados no publicados) y difieren de lo observado para los espermatozoides

KO para CRISP1 (Weigel Muiioz et al. 2018) y para CRISP2 (Brukman et al. 2016) para los
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cuales no se observaron cambios o se detectaron inclusive aumentos en los niveles
intracelulares de calcio respecto a los controles. Los diferentes efectos observados para cada
CRISP son consistentes con su localizacién ya que mientras CRISP1 y CRISP4 son proteinas
epdidimarias periféricas que regulan a los canales de calcio TRPM8 y CatSper localizados en
cabeza y cola, CRISP2 es una proteina localizada en los reservorios intracelulares del cuello
del espermatozoide (O’Bryan et al. 2001) podria estar regulando a los canales rianodicos
presentes en esta regién dada su capacidad de regular dichos canales (Harper, Barratt, and
Publicover 2004). Si bien se desconoce cuédles son los niveles de calcio intracelular de
espermatozoides carentes solo de CRISP3 dada la no disponibilidad de este modelo,
resultados preliminares de nuestro grupo muestran que el espermatozoide DKO C1C3,
también exhibe mayores niveles de calcio que los controles al finalizar la capacitacién.
Teniendo en cuenta que la sefalizacion mediada por Ca2+ es compleja y estd involucrada en
diferentes vias regulatorias, podriamos concluir que la bajada en los niveles de calcio
observada en los espermatozoides carentes de las cuatro proteinas CRISP seria en realidad la
resultante de las diferentes modificaciones producidas por la falta de las diferentes CRISP
durante la ocurrencia de diversos procesos tales como la maduracién, eyaculacion y/o
capacitacion de los espermatozoides. En conjunto, nuestras observaciones nos permiten
confirmar que las proteinas CRISP son claves para la regulacién de la homeostasis del calcio
intracelular y que la ausencia de las mismas produce defectos a diferentes niveles que
terminan impactando en una menor capacidad fertilizante de los espermatozoides y una

menor fertilidad de los animales.

En resumen, los resultados encontrados a través del desarrollo y caracterizacién de
animales multiples KO para las proteinas CRISP indica que la falta de las mismas afecta
severamente la fertilidad de los machos como consecuencia de una combinacién de
defectos en la migracién de los espermatozoides al oviducto, en su capacidad fertilizante y
en el posterior desarrollo embrionario temprano (Figura DIl.1). Mas especificamente,
mientras la ausencia conjunta de CRISP1 y CRISP3 pareceria ser principalmente responsable
de los retrasos en la fertilizacién in vivo y los consecuentes defectos en el desarrollo
embrionario, la falta de la proteina testicular CRISP2 generaria el deficiente desarrollo de la

HA debido a la rigidez de la cola, con los consecuentes defectos en la migracién y capacidad
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fertilizante de los espermatozoides. El hecho que los animales TKO y CKO exhiban la misma
bajada en su fertilidad sugiere que este fenotipo pareceria requerir la ausencia de al menos
tres grupos de proteinas: una de las dos proteinas epididimarias (CRISP1 o CRISP4), la
proteina testicular CRISP2, y la proteina seminal CRISP3. Considerando que los genes Crispl,
Crisp2 y Crisp3 humanos estan localizados muy cercanamente en una region de 200kb
dentro del mismo cromosoma, existe la posibilidad de que un reordenamiento cromosdémico
tal como el que ya fuera descripto para dicha regién (Olesen 2001; Paoloni-Giacobino et al.
2000), afecte la expresidn de todas las CRISP simultdneamente y sea responsable de algunos
de los muchos problemas de infertilidad masculina sin causa aparente existentes en la
actualidad. Desde este punto de vista, consideramos que nuestros resultados contribuiran a
una mejor comprension, diagndstico y tratamiento de la infertilidad como asi también al

desarrollo de nuevos y mas seguros métodos de regulacion de la fertilidad humana.

Control DKO C1C3 TKO/CKO
Fertilidad normal Subfertilidad leve Subfertilidad severa
Fertilizacion in vivo y Fertilizacién in vivo retrasada Fertilizacion in vivo y

Desarrollo embrionario
afectados

Desarrollo embrionario
normales

y Desarrollo embrionario
afectado

Fertilizacion in vitro
muy afectada

Fertilizacién in vitro
levemente afectada

Fertilizacion in vitro
normal

Migracién
normal / afectada??

Migracién
afectada

Migracién
normal

-
/Rigidez de la
/ pieza media

Espermatozoides
inmaétiles en
agregados

(1.~ ‘Espermatozoides
inmotiles en
agregados

Espermatozoide
s moétiles

Figura DIl.1 Defectos observados y posibles causas de las bajadas en la fertilidad en
animales muiltiples KO para las proteinas CRISP.
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Capitulo 1l

Estudio de la participacion de CRISP1 y CRISP3 en la regulacién del sistema inmune

Tal como se mencionara en secciones previas, existen numerosas evidencias apoyando la
idea que las CRISP regularian no solo el sistema reproductivo sino también el sistema inmune.
Con el fin de investigar el posible rol inmunoregulador de las proteinas CRISP, nuestro
laboratorio establecié hace unos afios una colaboracién con el grupo del Dr G. Rabinovich
(IBYME), reconocido por sus contribuciones al area de la inmunologia. Los resultados
obtenidos indicaron la expresiéon de las proteinas CRISP1 y CRISP3 en las CD, las cuales, como
se ha descripto en la Introduccion, cumplen un rol clave en la interfase entre la inmunidad
innata y adaptativa (Abbas and Lichtman 2018). En base a estas observaciones, el tercer
objetivo de esta Tesis ha sido investigar mas profundamente la relevancia de la CRISP para el

funcionamiento de las CD.

Los resultados obtenidos al medir cuantitativamente la expresion de los genes Crispl vy
Crisp3 en CD indicaron que los niveles de mensajeros correspondientes a ambas proteinas
aumentaban significativamente cuando las células inmaduras eran expuestas a LPS,

sugiriendo un posible rol de las CRISP en el funcionamiento de las CD.

Para investigar de qué forma las CRISP estarian participando en la fisiologia de las CD, se
llevaron a cabo diversos estudios empleando CD provenientes de los animales de la colonia
KO C1 disponibles en el laboratorio. El analisis de los marcadores moleculares de superficie
especificos evaluados mostré que las células provenientes de médula ésea de los animales
KO C1 no solo fueron capaces de diferenciarse a CDi sino también de responder a la
estimulacién con LPS de forma similar a las células control, indicando que CRISP1 no estaria
modulando el fenotipo de superficie de estas células. Sin embargo, el estudio del perfil de
citoquinas secretado por dichas células mostrd que, si bien no se encontraron diferencias
respecto a los controles en los niveles de IL-12 e IL-27 secretados por las CD KO C1 tanto
inmaduras como maduras, el hecho de que los niveles de IL 10 de las CD mutantes
inmaduras y maduras hayan disminuido y aumentado, respectivamente, en comparacion a
los controles, indica que la ausencia de CRISP1 afecta el tipo de perfil inmunolégico que la

célula adquiere con la maduracidn, llevandolo hacia un perfil mas tolerogénico. Teniendo en
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cuenta que una de las funciones de las CD consiste en la presentacién de antigenos a los
linfocitos T (LT) virgenes y posterior activacion y proliferacion de los mismos (Guermonprez
et al. 2002), la diferencia en el perfil secretorio de las CD KO C1 podria a su vez
desencadenar una respuesta en los LT virgenes diferente a la que desencadenan las CD
control. Para investigar esta posibilidad, llevamos a cabo el co-cultivo de CD mutantes con
esplenocitos provenientes de bazos de animales control (poblacién celular enriquecida en LT
virgenes) lo cual representa una excelente herramienta para estudiar la funcionalidad de las
CD. Los resultados obtenidos revelaron que si bien la capacidad de la CD de inducir la
activacion y proliferacion de los LT no se vio alterada, a juzgar por los similares indices de
proliferacion de los mismos, la poblacién de LT se encontraba enriquecida en células
FoxP3'CD25/CD4", también denominadas LT regulatorios. Estos resultados, junto a los
mayores niveles de IL-10 y menores de INF-y secretados por los esplenocitos co-cultivados
con CD mutantes, indican que, efectivamente, la ausencia de CRISP1 en las CD

desencadenaria una respuesta inmune con un perfil mas tolerogénico.

En base a la extensa bibliografia indicando la capacidad de las proteinas CRISP de regular
canales idnicos, en particular canales de Ca* (Ernesto et al. 2015; Gibbs et al. 2006, 2011),
nos preguntamos si la ausencia de CRISP1 podria afectar la funcionalidad de las CD a través
de modificaciones en los niveles de Ca®' intracelulares. Al respecto, cabe mencionar que
numerosas evidencias indican la importancia de Ca® para la funcionalidad de las CD
habiéndose descripto su participacidn en procesos tales como la maduracién, migracion,
guimiotaxis, fagocitosis y produccidon de diversas citoquinas (Mellado-Sanchez et al. 2014;
Salter and Watkins 2009; Shumilina, Huber, and Lang 2011). El analisis de los niveles de ca*
en las CD reveld que las CDi deficientes en CRISP1 presentaban niveles de Ca’" intracelular
significativamente mayores a los de las CDi control, indicando que la ausencia de CRISP1
llevaria a una desregulacién de la homeostasis del Ca®" intracelular en dichas células. Sin
embargo, al igual que ocurre para los espermatozoides, la técnica empleada mide los
niveles totales del catidn pero no permite evaluar modificaciones localizadas de Ia
concentracién (microdominios) ni variaciones intermedias que conducen a los niveles
finalmente detectados. En este sentido, es sabido que la sefalizacion fisiolégica en la
mayoria de las células ocurre a través de aumentos transientes u oscilaciones localizadas en

microdominios del Ca®" intracelular y no a través de un aumento o disminucién de larga
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duracién, cumpliendo estos cambios diferentes funciones (Valsecchi et al. 2017; Zippin et al.
2003). En el caso particular de las CD se ha visto que, al entrar en contacto con el antigeno,
los distintos canales idnicos activados y la amplitud de la entrada de Ca** producida definen
el tipo de respuesta inmune que se va desencadenar posteriormente (Félix et al. 2013). Estas
evidencias indican que una correcta regulacion de la entrada de Ca?* seria critica para el
funcionamiento normal de la CD, sugiriendo que una desregulacion en la homeostasis del
Ca’" de las CD mutantes podria ser la causa del diferente perfil inmunoldgico de dichas
células respecto al control. Si bien es muy probable que la actividad regulatoria del Ca** de
las CRISP resida en la regién CRD tal como se ha reportado para varias CRISP tanto de
reptiles como de mamiferos (Brown et al. 1999; Ernesto et al. 2015; Gibbs et al. 2006, 2011;
Guo et al. 2005; Morrissette et al. 1995; Yamazaki et al. 2002), no podemos descartar que los
efectos observados estén asociados al rol que CRISP1 podria jugar como ligando mediado
por el dominio PR-1 de la molécula. De hecho, como se menciond anteriormente las
proteinas CRISP presentan una gran similitud de secuencia con la familia Pr-1 (Pathogenesis-
related 1) y AG5 carentes de CRD e involucradas en los mecanismos de defensa de plantas e
insectos, respectivamente (Gerard M. Gibbs, Roelants, and O’Bryan 2008; van Loon, Rep,
and Pieterse 2006). La expresidn en forma recombinante de la proteina entera y de cada uno

de los dos dominios, contribuird a discriminar entre estas posibilidades.

Habiendo observado que la falta de CRISP1 producia claros efectos en el funcionamiento
de las CD, y contando con los animales DKO C1C3 descriptos en el capitulo anterior,
decidimos investigar el impacto de la ausencia simultdanea de CRISP1 y CRISP3 sobre la
fisiologia de las CD esperando encontrar una exacerbacién de los defectos. Sin embargo,
para nuestra sorpresa, los resultados mostraron que al igual que lo observado para las CD
KO C1, la falta de ambas proteinas no afectaba ni la diferenciacion ni la maduracién de las
DC mutantes, a nivel del fenotipo de superficie. A su vez, el co-cultivo de CD DKO C1C3 con
esplenocitos control producia un aumento en el porcentaje de LT regulatorios, similar al
observado para las DC control. Sumado a ello, las mediciones de Ca®* intracelular de las CD
DKO C1C3 también fueron similares a las de CD carentes solo de CRISP1. Si bien se requeriria
llevar a cabo estos mismos experimentos en animales carentes solo de CRISP3 no
disponibles en el laboratorio, los resultados apoyan la idea de que, al menos en el ratdn, la

funcionalidad de las CD estaria regulada, principalmente por CRISP1 mas que por CRISP3.
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Consistente con esta hipdtesis, el andlisis filogenético de las proteinas CRISP indica que
justamente seria la proteina CRISP1 de ratén el ortélogo funcional de la proteina CRISP3
humana involucrada en diversas patologias del sistema inmune (Bjartell et al. 2006, 2007;
Kosari et al. 2002; Laine et al. 2007; Liao et al. 2003). M3s aun, resultados preliminares de
nuestro laboratorio indican la expresién de CRISP1, y no de CRISP3, en células tumorales de
prostata de ratdn en cultivo. Estas observaciones, junto a la deteccién de hCRISP3 en vez de
hCRISP1 en las células del cimulus humano (Capitulo 1 de esta Tesis), apoyan la idea de que
CRISP1 de ratdon cumpliria el rol regulatorio del sistema inmune que cumple CRISP3 en el

humano.

Por ultimo, con el objetivo de estudiar de forma mas integral la participacidon de las
proteinas CRISP en la regulacion del sistema inmune, realizamos ensayos de crecimiento
tumoral in vivo inyectando células tumorales MA-10 tanto en ratones KO C1 como DKO
C1C3. Consistente con nuestras observaciones in vitro, los resultados mostraron un
crecimiento tumoral significativamente mayor en los animales mutantes de ambos
genotipos que en los animales control, apoyando la idea de que la ausencia de las proteinas
CRISP habria desencadenado una respuesta tolerogénica que favoreceria el mayor desarrollo

tumoral.

En conjunto, los resultados obtenidos utilizando CD KO C1 y DKO C1C3 indican que las
proteinas CRISP, principalmente CRISP1, contribuirian a desencadenar una respuesta
estimulatoria en las CD frente a un estimulo de tipo pro-inflamatorio mientras que su
ausencia favoreceria una respuesta de tipo tolerogénico, muy probablemente asociada a

una desregulacion de la homeostasis del calcio intracelular.

Asi como las CRISP tendrian un rol estimulatorio en las CD, las mismas parecerian tener
un rol inmunosupresor en el tracto reproductivo a juzgar por el hecho de que una cierta
proporcién de animales DKO C1C4 como asi también TKO y CKO presentan un cuadro
inflamatorio de epididimo-orquitis (Carvajal et al. 2018); (Capitulo 2 de esta Tesis). En este
sentido, tanto el testiculo como el epididimo son considerados drganos de privilegio
inmunolégico capaces de tolerar la presencia de antigenos extrafios (los espermatozoides)
sin desencadenar una respuesta inmune inflamatoria. Mientras que en el caso del testiculo,

este privilegio estd asociado mayoritariamente a la presencia de una barrera sumamente
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restrictiva conocida como barrera hemato-testicular, el epididimo presenta una barrera mas
permeable y una alta tolerancia inmunoldgica que mantiene a los espermatozoides
guiescentes e inmunolégicamente silenciados durante la maduracién y el almacenamiento
en el cauda de este drgano (Yeung et al. 2004). Al respecto, si bien estudios previos de
nuestro laboratorio indican que la ausencia de las proteinas epididimarias CRISP1 y CRISP4
afecta la expresién y la localizacion de diversas moléculas marcadoras de la barrera hemato-
epididimaria (Claudina-1, Claudina-4, AQP9, V-ATPasa) razén por la cual, la inflamacién
observada a nivel del epididimo podria ser una respuesta secundaria a la ruptura de dicha
barrera (Carvajal et al. 2018), no podemos descartar que la proteinas CRISP tengan un rol
inmunosupresor a nivel epididimario. Apoyando esta idea, se ha reportado que en equinos,
la proteina CRISP3 presente en abundantes cantidades en el plasma seminal, es capaz de
suprimir la interaccion entre los espermatozoides y las células polimorfonucleares,
regulando asi la respuesta inflamatoria del tracto femenino en respuesta a los
espermatozoides (Doty et al. 2011). En ese sentido, se ha reportado que las CD pueden ser
flexibles en cuanto a la respuesta inmunolégica que desencadenan frente a distintos
estimulos dependiendo del ambiente inmunoldgico en el que se encuentren y las
concentraciones de distintos factores (ej. citoquinas, antigenos, proteinas propias del
ambiente tisular, etc.) (Kapsenberg 2003). Un ejemplo de ello lo constituye la proteina
Galectina-1 la cual, dependiendo de su concentracidon relativa, podria tener un papel
bifuncional actuando como sefial tolerogénica o promoviendo una respuesta estimulatoria
de la maduracién de las CD (llarregui et al. 2009). En base a ello, es posible que las CRISP
cumplan un rol inmunosupresor cuando se encuentran en altas concentraciones en el fluido
epididimario y en el plasma seminal y un rol inmunoestimulatorio cuando se encuentran en

la CD.

Finalmente, teniendo en cuenta que tanto CRISP1 como CRISP3 estan presentes en el
espermatozoide y en el plasma seminal humano, existe la posibilidad de que las CRISP
cumplan estos mismos roles inmunoregulatorios en el tracto reproductivo humano. Dado
gue en el humano, los genes Crisp1 y Crisp3 estan localizados muy cerca uno de otro en una
region de menos de 200 kB en el mismo cromosoma

(https://www.ensembl.org/Homo sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000124812:r=

6:49833401-49877952), es posible que un reordenamiento como el ya descripto en esta
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regién (Olesen 2001; Paoloni-Giacobino et al. 2000) pueda afectar la expresion de ambas
CRISP simultdneamente, llevando a la existencia de individuos con deficiencias en su
fertilidad tal como se describiera en el Capitulo 2, y/o con alteraciones del sistema inmune

debidas a la falta de las CRISP en las CD.
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CONCLUSION

El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido continuar nuestros estudios destinados
a esclarecer la relevancia de las proteinas CRISP como reguladores tanto de la fertilidad
como del sistema inmune de un individuo. Los resultados obtenidos utilizando una
combinacion de diversas estrategias y metodologias in vivo e in vitro como asi también
animales simples y multiples KO para las CRISP forman parte de los tres capitulos que

comprenden esta Tesis Doctoral.

En el primer capitulo, los resultados obtenidos en ensayos de quimotaxis apoyaron la
idea que CRISP1 presente en el cumulus orientaria a los espermatozoides durante la
fertilizacion a través de su capacidad de inhibir a CatSper. Asimismo, mientras los estudios
de fertilizacion in vitro e in vivo utilizando hembras KO para CRISP1 confirmaron la relevancia
de la proteina del cimulus para la fertilizacion, los estudios realizados empleando células del
cumulus humanas abrieron la posibilidad de que la proteina CRISP3 sea el homologo
funcional a CRISP1 de roedor en el cimulus humano. Finalmente, los estudios realizados
empleando HC, un compuesto capaz de inhibir especificamente a CatSper a niveles similares
a CRISP1, revelaron la capacidad de este inhibidor de afectar la motilidad progresiva y la
capacidad fertilizante de los espermatozoides tanto in vitro como in vivo apoyando la
posibilidad de desarrollar un método anticonceptivo masculino no hormonal basado en la

actividad inhibitoria de CRISP1 sobre CatSper.

El segundo capitulo estuvo enfocado a la generacion y caracterizacion del animal simple
KO para CRISP3, aun no disponible, como asi también de animales multiples KO para
diferentes CRISP a través de la técnica de CRISPR/Cas9. Los estudios destinados a generar el
animal simple KO para CRISP3 revelaron que la mutacién de Crisp3 afectaba la expresion del
gen de Crispl, llevando a la generacién de una colonia doble KO deficiente tanto en CRISP1
como en CRISP3. La caracterizacion de los DKO C1C3 a nivel reproductivo mostré una bajada
significativa de la fertilidad tanto de los machos como de las hembras, representando esta la
primera evidencia de la relevancia de las CRISP para la fertilidad femenina. Mas aun,
observamos que la subfertilidad de esta colonia se deberia, principalmente, a defectos en el
desarrollo temprano de los embriones, revelando la importancia de las proteinas CRISP1 y/o
CRISP3 para eventos posteriores a la fertilizacién. El hecho de que los espermatozoides DKO
C1C3 recuperados del Utero luego un apareo se encontraran inmdtiles y atrapados en

agregados/coagulos no detectados para machos control o carentes solo de CRISP1, sugiere
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gue este fenotipo estaria asociado a la falta de CRISP3. Por su parte, el estudio de la
fertilidad de animales carentes de mas de dos CRISP simultdneamente revelo que los
machos TKO y CKO eran practicamente infértiles confirmando la importancia de las
proteinas CRISP para la fertilidad masculina. A diferencia de los animales DKO C1C3, los
machos TKO y CKO presentaron porcentajes muy bajos de fertilizaciéon in vivo como asi
también severos defectos de los espermatozoides para migrar por el tracto e interactuar con
los ovocitos, probablemente debidos a una notoria rigidez de la pieza media no observada
en los espermatozoides DKO C1C3 vy, por ende, asociada a la falta de la proteina testicular
CRISP2. Sin embargo, al igual que los machos DKO C1C3, estos animales también
presentaban espermatozoides inmdtiles atrapados en codgulos y defectos en el desarrollo
embrionario temprano, indicando que las severas bajadas de fertilidad de los machos TKO y
CKO serian consecuencia de una sumatoria de defectos a diferentes niveles. Por ultimo, el
hecho de que los espermatozoides CKO no muestren el caracteristico aumento de Ca®
intracelular que ocurre durante la capacitacion indica la importancia de las CRISP para la
regulacion de la homeostasis del calcio y sugiere que este podrias ser el mecanismo
molecular responsable de muchos de los defectos observados en los espermatozoides

mutantes.

Finalmente, en base a numerosas evidencias que indican que CRISP1 y CRISP3 se expresan
en 6rganos y células inmunes incluyendo las células dendriticas (CD), en el tercer capitulo
de esta Tesis exploramos el posible rol inmunoregulador de las CRISP utilizando los animales
KO para CRISP1 y DKO C1C3 disponibles en el laboratorio. Los resultados indicaron que la
ausencia de estas proteinas no afecté la diferenciacion ni la maduracion de las CD medida
por marcadores de superficie, pero modificé el perfil de expresién de citoquinas de las
mismas. Asimismo, el co-cultivo de las CD mutantes con Linfocitos T produjo un aumento en
el porcentaje de LT regulatorios, indicando que la ausencia de CRISP1 y CRISP3, favoreceria
una respuesta inmune de perfil tolerogénico. La deteccién de mayores niveles de Ca**
intracelular en las CD inmaduras mutantes respecto a los controles sugiere que los cambios
observados podrian deberse a una desregulacidon de la homeostasis del Ca** intracelular.
Finalmente, consistente con nuestras observaciones in vitro indicando que la ausencia de las

CRISP favoreceria una respuesta de tipo tolerogénico, la inyeccidn de células tumorales MA-
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CONCLUSION

10 en los animales simples KO C1 y DKO C1C3 produjo tumores de mayor tamafio que en los

animales control, apoyando el rol de las CRISP en la regulacion del sistema inmune.

En resumen, los resultados obtenidos a través del desarrollo y caracterizacion de
animales simples, dobles y multiples KO para las proteinas CRISP indica que las mismas
cumplen roles claves en la regulacidon tanto de la fertilidad como del sistema inmune.
Nuestras observaciones cobran especial relevancia considerando que en el humano, los
genes Crispl, Crisp2 y Crisp3 estan localizados muy cercanamente dentro del mismo
cromosoma, siendo posible que existan individuos carentes de varias proteinas CRISP

simultdaneamente.

Consideramos que nuestros estudios contribuirdn una mayor comprension de los
mecanismos involucrados en la regulacion de la fertilidad y del sistema inmune, abriendo la
posibilidad de que las CRISP sean empleadas en el futuro como agentes diagndsticos y/o

targets terapéuticos.
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ABREVIATURAS




ARNm
BSA
Ca2+
Cas9
CASA
CatSper
CD

CDi
CDm
CKO
coc
CRISP
CRISPR
DKO
DKO
DKO
DKO
DMSO
GM-CSF
HA
hCRISP1
hCRISP2
hCRISP3
hCRISP4
HCO5
Hv1

IFI

KO

KO C1
KO C2
KO C3
KO C4

Mensajero

Albumina sérica bovina

Calcio

CRISPR associated protein 9
Computer assisted sperm analysis
Cation Channel of Spermatozoa
Célula dendritica

Célula dendritica inmadura

Célula dendritica madura

Quadruple knockout

Complejo cumulus-ovocito

Cysteine Rich Secretory Proteins
Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
Doble knockout

C1C3 Doble knockout CRISP1/CRISP3
C1C4 Doble knockout CRISP1/CRISP4
C2C4 Doble knockout CRISP2/CRISP4
Dimetilsulfoxido

Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
Hiperactividad

CRISP1 humana

CRISP2 humana

CRISP3 humana

CRISP4 humana

Bicarbonato

Voltage-gated proton channel 1
Inmunofluorescencia indirecta
Knockout

Knockout para CRISP1

Knockout para CRISP2

Knockout para CRISP3

Knockout para CRISP4

195

ABREVIATURAS



ABREVIATURAS

LB Linfocito B

LPS Lipopolisacarido

LT Linfocito T

MCI Macizo celular interno

mCRISP1 CRISP1 murina

MSP Microseminoprotein

P4 Progesterona

PAM Motivo adyacente de protoespaciador
PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa
PFA Paraformaldehido

PKA Protein Kinase A

pTyr Fosforilacidn en residuos tirosina

RA Reaccion acrosomal

RT Transcripcion reversa

gPCR PCR en tiempo real

sgARN ARN guia

sAC Soluble Adenylate Cyclase

TKO Triple knockout

TRP Transient receptor potential

uT) Unidn utero-tubarica

WB Western Blot

WT Wild Type

ZP Zona pellucida
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