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Relevancia de las proteínas de la familia CRISP para la fertilidad: estudios 

sobre modelos de animales “knockout” 

 

Las proteínas CRISP1-4 (Cysteine-Rich Secretory Proteins) se expresan en el tracto 

reproductor masculino de mamíferos y participan en el proceso de fertilización. El objetivo 

general de esta Tesis Doctoral ha sido estudiar la relevancia de las mismas para  la 

fertilidad. En primer lugar, sabiendo que la proteína espermática CRISP2 participa en el 

proceso de fusión de gametas, nos propusimos estudiar su relevancia para la fertilidad a 

través del empleo de animales knockout (KO). Si bien los machos KO resultaron fértiles, 

los mismos exhibían deficiencias en la fertilización in vivo. Asimismo, estudios de 

fertilización in vitro revelaron que los espermatozoides KO presentaban defectos en su 

capacidad para penetrar las envolturas del ovocito y fusionarse con el mismo. 

Consistentemente, estos espermatozoides mostraban menores niveles de hiperactividad 

así como un aumento exacerbado de los niveles de Ca2+ intracelular durante la 

capacitación. En conjunto, estos resultados apoyan la relevancia de CRISP2 no solo para 

la fertilización sino también para la fertilidad de un individuo. Por otro lado, teniendo en 

cuenta que se han encontrado menores niveles de CRISP2 en pacientes infértiles con 

problemas en la motilidad espermática, el segundo objetivo consistió en estudiar si dichos 

defectos en la motilidad están asociados a una  desregulación del Ca2+. Apoyando los 

resultados correspondientes al primer objetivo, observamos una asociación negativa entre 

la expresión de CRISP2 y el aumento de Ca2+ intracelular que ocurre durante la 

capacitación, indicando que  CRISP2 cumpliría un rol en la regulación de Ca2+ en el 

espermatozoide humano. Asimismo, observamos que la entrada de Ca2+ que ocurre a 

través de CatSper podía prevenirse inhibiendo la fosforilación de proteínas en tirosina que 

se observa durante la capacitación, sugiriendo que la modulación de esta vía podría 

utilizarse como estrategia terapéutica en espermatozoides con niveles alterados de Ca2+. 

Finalmente, teniendo en cuenta la alta similitud de secuencia y la redundancia funcional 

entre las proteínas CRISP, como tercer objetivo evaluamos el fenotipo reproductivo de 

animales deficientes en más de una proteína CRISP simultáneamente. Si bien la fertilidad 

de los animales doble KO para Crisp2 y Crisp4 fue normal, los ratones deficientes en tres o 

en las cuatro proteínas CRISP presentaron severos defectos de fertilidad asociados a 

fallas en la fertilización observadas tanto in vivo como in vitro, confirmando no solo la 

relevancia de estas proteínas para la fertilidad sino también la existencia de mecanismos 

de cooperación funcional entre miembros de la familia.  En conjunto, estos estudios 

contribuirán a una mejor comprensión de los mecanismos involucrados en el proceso de 

fertilización contribuyendo al desarrollo de mejores métodos de diagnóstico y tratamiento 

de la infertilidad así como de regulación de la fertilidad. 
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Relevance of proteins from CRISP family for fertility: studies on knockout 

animal models 
 

 

The Cysteine-Rich Secretory Proteins (CRISP1-4) are expressed in the mammalian 

male reproductive tract and participate in the fertilization process. The main aim of this 

Thesis has been to study the relevance of CRISP proteins for fertility. In first place, based 

on the proposed role of the sperm protein CRISP2 in gamete fusion in both rodents and 

humans, and the evidence in humans showing that aberrant expression of this protein is 

associated with male infertility, we evaluated the relevance of CRISP2 for fertility by 

studying the phenotype of Crisp2 knockout (KO) mice. Our results showed that while 

mutant males presented normal fertility, they exhibited clear defects in in vivo fertilization. 

In addition, in vitro fertilization studies revealed that CRISP2-deficient sperm exhibited 

deficiencies to penetrate the egg vestments and to fuse with the egg. Consistent with 

this, KO sperm showed lower levels of hyperactivation as well as an exacerbated increase 

in intracellular Ca2+ levels during capacitation. Together, these results support the 

relevance of CRISP2 for both fertilization and fertility. Secondly, considering that lower 

levels of CRISP2 were detected in infertile patients with sperm motility problems, the 

second objective of this work was to investigate if those motility defects could be 

associated with a dysregulation in intracellular Ca2+ levels. Supporting our previous 

results, we observed a negative correlation between the intracellular Ca2+ increase during 

capacitation and CRISP2 expression, suggesting that, as in rodents, CRISP2 plays a role 

in the regulation of Ca2+ in human sperm. Moreover, we observed that Ca2+ entry through 

CatSper could be prevented by inhibiting the proteins tyrosine phosphorylation that occurs 

during capacitation, suggesting that the modulation of this signaling cascade could be 

used as a therapeutic strategy in sperm with altered levels of Ca2+. Finally, taking into 

account the high sequence similarity and the functional redundancy between the CRISP 

proteins, we next evaluated the reproductive phenotype of mice lacking more than one 

CRISP protein simultaneously. Although the fertility of Crisp2 and Crisp4 double KO mice 

was normal, the animals lacking three or the four CRISP proteins exhibited severe defects 

in their fertility associated with deficiencies in in vivo and in vitro fertilization, confirming 

not only the relevance of these proteins for fertility but also the existence of a functional 

cooperation among CRISP family members. Altogether, we consider that these studies 

will contribute to a better understanding of the molecular mechanisms underlying the 

fertilization process, as well as to the development of new methods of diagnosis and 

treatment of infertility and fertility regulation. 
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La fertilización es el proceso mediante el cual el espermatozoide, la gameta masculina, 

y el ovocito, la gameta femenina, se unen para formar una descendencia cuya 

composición genética es diferente a la de los padres. Este proceso involucra una 

secuencia ordenada y precisa de eventos que aún no es del todo conocida. En este 

sentido, el estudio de los mecanismos subyacentes a la fertilización resulta de sumo 

interés ya que contribuye a una mejor comprensión de la biología reproductiva como así 

también al desarrollo de nuevos métodos tanto de diagnóstico y tratamiento de la 

infertilidad como de regulación de la fertilidad (Florman y Fissore 2015). 

 

La gameta femenina 

El crecimiento y la maduración del ovocito se produce en el ovario mediante un 

proceso biológico altamente especializado y regulado denominado ovogénesis. Dicho 

proceso comienza con la formación de las células germinales en el embrión, y culmina 

luego de la pubertad con la liberación de los ovocitos durante la ovulación (Austin, 1972).  

 

Figura 1. La ovogénesis y el tracto reproductor femenino. A la izquierda, se muestra 
una representación simple del tracto reproductor femenino (Darszon et al., 2011). En el 
centro, se esquematiza un corte transversal de un ovario, resaltando diferentes estadios 
foliculares presentes durante la ovogénesis. A la derecha, se muestra un diagrama 
resumiendo las etapas de la meiosis femenina. 

 

Los ov rios son  stru tur s  n t mi  s p r s qu   t nto  n ro  or s  omo  n 

humanos, se encuentran adosadas a la pared posterior de la cavidad abdominal, 

compuestos por una zona periférica o corteza donde se encuentran las estructuras que 
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contienen a los ovocitos, y una zona central o médula, formada básicamente por tejido 

conjuntivo y vasos sanguíneos. Los ovarios están en estrecho contacto con el útero a 

través de los oviductos en roedores y de las trompas de Fallopio en el humano. La región 

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

fertilización, en tanto que la región distal, el isthmus, actúa como reservorio de 

espermatozoides. El útero es el lugar donde se implanta y desarrolla el embrión y, a 

diferencia de los ovarios y oviductos que son estructuras pares, es una estructura única 

en primates (Fig. 1), y bicornio en la mayoría de los mamíferos. 

Los ovocitos se originan a partir de un escaso número de células pluripotenciales de 

origen extragonadal, las cuales son re-localizadas a la gónada primitiva durante los 

primeros estadios de la embriogénesis (Freeman, 2003, Austin, 1972). 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, 

esquematizada en la Figura 1, comienza con la división de las células germinales por 

mitosis, las cuales pasan a denominarse ovogonias. Posteriormente, en el desarrollo 

embrionario, estas células comienzan a sintetizar ADN en preparación para la meiosis, 

perdiendo su pluripotencialidad y denominándose ovocitos primarios. Al nacimiento, las 

hembras poseen un número finito de ovocitos, los cuales permanecen arrestados en 

Profase I de la meiosis hasta la pubertad, momento en el cual, se produce el crecimiento 

de los ovocitos en forma coordinada con células de origen somático, en estructuras 

celulares llamadas folículos. Durante el período periovulatorio, un ovocito reanuda la 

meiosis estimulada por la acción de hormonas, experimentando la primera división 

reductiva. Esta división desigual del citoplasma de la gameta femenina provoca que, 

mientras que una de las células hijas, el ovocito, recibe la mayor parte del citoplasma y es 

capaz de originar un embrión, la otra, el corpúsculo polar, recibe una cantidad mínima, y 

está destinada a la apoptosis. En cada ciclo menstrual o estral, un cierto número de 

ovocitos, dependiente de la especie, es capaz de alcanzar el estadio en que son 

ovulados. En el momento de la ovulación, el ovocito secundario, que se encuentra en 

folículos preovulatorios o de Graaf, junto con el primer cuerpo polar y algunas células de 

soporte, es expulsado del ovario hacia oviducto donde son retenidos. En la mayoría de los 

mamíferos, los ovocitos son ovulados en el estadio de Metafase II, con el primer 

corpúsculo polar emitido. Finalmente, la meiosis continúa solamente después de la 

entrada del espermatozoide al ovocito, resultando en la extrusión del segundo corpúsculo 

polar. Si por el contrario no ocurre la fertilización, el ovocito secundario se degenera sin 
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haber completado la meiosis (Fig. 1). De esta manera, la meiosis femenina se inicia en la 

etapa fetal, se prolonga hasta la edad madura de la hembra y, sólo se completa durante el 

proceso de fertilización. 

El ovocito de mamíferos euterianos es una célula esférica, de diámetro variable según 

la especie (70-120 M), contenida dentro de una matriz extracelular, la zona pelúcida 

(ZP). Entre la ZP y la membrana plasmática del ovocito, u oolema, se encuentra el 

espacio perivitelino conformado por una matriz extracelular sintetizada principalmente por 

el ovocito (Talbot, 1985). El ovocito se encuentra rodeado de varias capas de células de la 

granulosa, llamadas células del cúmulus, embebidas en una matriz de ácido hialurónico 

que conforman el cumulus oophorus. La capa de células del cúmulus en contacto directo 

con la ZP se denomina corona radiata. Al conjunto del ovocito, la ZP, las células del 

cúmulus y la matriz extracelular se lo denomina complejo cúmulus-ovocito (COC). En la 

Figura 2 se observan microfotografías en las que se señalan las distintas estructuras 

mencionadas anteriormente.  

 

Figura 2. La gameta femenina. (A) Microfotografía de un folículo de Graaf donde 
puede verse el ovocito rodeado de varias capas de células de la granulosa desplazado del 
centro del folículo por el antro. (B) Microfotografía de un complejo cúmulus-ovocito ya 
ovulado. O: ovocito. CR: corona radiata. CL: células del cúmulus (C) Fotografía de 
microscopio electrónico de barrido de un complejo cúmulus-ovocito. (D) Microfotografía de 
un ovocito sin células del cúmulus en donde se distinguen el oolema, la ZP, el espacio 
perivitelino y el primer cuerpo polar. 



Introducción 
 

11 
 

El ovocito se encuentra rodeado por el oolema, cuya característica particular radica en 

la presencia de microvellosidades en toda su superficie, con excepción de un área libre de 

microvellosidades que coincide con la región que recubre al huso meiótico y a través de la 

cual raramente ocurre la fusión del espermatozoide (Johnson et al, 1975). En la región 

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

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

1991), cuya aparición se encuentra asociada a la expansión del aparato de Golgi durante 

el crecimiento del ovocito (Ducibella et al, 1994). El papel de los gránulos corticales es 

importante para el desarrollo de un embrión viable, ya que su liberación luego de la 

fertilización asegura la entrada de un único espermatozoide dentro del ovocito 

(Yanagimachi, 1994). 

La ZP es una matriz glicoproteica cuyos componentes, sintetizados por el ovocito 

(Wassarman, 1988b), se depositan alrededor del mismo durante su crecimiento (Philpott 

et al, 1987; Roller et al, 1989). A pesar de la presencia de la ZP, las células foliculares 

continúan en contacto con el ovocito a través de uniones estrechas de tipo gap entre el 

oolema y extensiones de las células del cúmulus (Austin, 1972, Florman y Fissore 2015), 

las cuales tendrían importancia en el mantenimiento de las funciones nutricionales y 

regulatorias que ejercen las células foliculares sobre el ovocito. La ZP está compuesta, 

principalmente por entre dos y cuatro glicoproteínas mayoritarias según la especie 

(Wassarman, 1988b, Lefievre et al, 2004). Gran parte de la información sobre la 

naturaleza bioquímica, estructura, y función de la ZP provienen de los laboratorios de los 

Dres. Paul Wassarman y Jurrien Dean, quienes han utilizado al ratón como modelo para 

la mayoría de sus estudios (Wassarman, 1988b, Wassarman y Litscher, 2001, Hoodbhoy 

y Dean, 2004). En esta especie, tres proteínas altamente glicosiladas conforman la ZP: 

ZP1, ZP2 y ZP3, siendo las dos últimas las más abundantes.  

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

fertilización y el desarrollo fue demostrada mediante el estudio de ratones genéticamente 

modificados carentes de ZP1, ZP2 o ZP3. Los ratones knockout (KO) para ZP3 presentan 

los defectos más drásticos 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, más 

frágil que la normal, que no afecta la producción ni la fertilización de los ovocitos pero 

produce una reducción de la fertilidad del 50%, atribuida al hatching prematuro de los 
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embriones (Rankin et al., 1999). Según estos resultados, la ZP1 sería una proteína 

minoritaria de la matriz, con un rol estructural no indispensable para el desarrollo del 

ovocito ni para la fertilización. Por último, 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 ovulación, resultando en la 

esterilidad de las hembras (Rankin et al, 2001). Funcionalmente, la ZP cumple un rol 

crítico ya que sería la encargada de brindar la especie-especificidad durante la 

fertilización, impedir la polispermia, y proteger al ovocito y embrión de daños físicos, 

especialmente durante el clivaje tal como evitar que se separen los blastómeros, 

asegurando la individualidad. 

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

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

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

extracelular y, en consecuencia, los COC aumentan en volumen de 20 a 40 veces 

respecto de su tamaño inicial, proceso conocido como expansión del cúmulus (Zhuo y 

Kimata, 2001). Originalmente, el ácido hialurónico era considerado el componente 

principal de la matriz del cúmulus (Eppig, 1979). Estudios más recientes han descripto 

otros componentes de dicha matriz sintetizados por las células de la granulosa, 

particularmente glicosaminoglicanos y proteínas, que también serían parte importante del 

cúmulus (Zhuo y Kimata, 2001). Además de las moléculas antes mencionadas, existen 

factores extra-foliculares, de origen plasmático, cuyo papel en la composición y la 

estabilización de la matriz del cúmulus sería importante. En general, los diversos estudios 

llevados a cabo en diferentes especies de mamíferos han demostrado que las células del 

cúmulus y la matriz en la que están inmersas tendrían funciones biológicas relevantes 

durante la foliculogénesis, la ovulación y la fertilización (Tanghe et al., 2002), tales como 

permitir una eficaz captura del ovocito por parte de las trompas y guiar al espermatozoide 

hacia el ovocito (Austin, 1982). Además, el cúmulus sería importante para prolongar la 

vida de los ovocitos, seleccionar a los espermatozoides de mayor calidad y anclar al 

ovocito para permitir la penetración de la ZP. 
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La gameta masculina 

El espermatozoide, la gameta masculina, se produce en los testículos como 

consecuencia de un proceso conocido como espermatogénesis (Austin, 1972). Al igual 

que en la hembra, dicho proceso comienza con la formación de las células germinales 

(espermatogonias) durante la vida embrionaria, y requiere de la división meiótica para la 

producción de gametas haploides (Fig. 3). Sin embargo, en tanto que las gametas 

femeninas son grandes, poco numerosas, con una abundante reserva de nutrientes e 

inmótiles, las gametas masculinas son muy pequeñas, numerosas, con pocos nutrientes y 

muy mótiles. La gran diferencia con la hembra radica en que mientras que en la 

ovogénesis todas las células germinales se diferencian en ovocitos durante el desarrollo 

embrionario y fetal, en el macho existe una población de células germinales capaces de 

multiplicarse por mitosis durante toda la vida adulta a partir de la pubertad. De este modo, 

en la hembra existe un número finito de gametas al principio de la vida fértil y, en cambio, 

en el macho la producción de espermatozoides es constante. 

Los testículos consisten en una serie de lóbulos que contienen en su interior los 

túbulos seminíferos, dentro de los cuales se produce la espermatogénesis, separados por 

tejido intersticial. Los túbulos se unen entre sí en la rete testis que se conecta mediante 

los ductos eferentes con el epidídimo. Este órgano se continúa con el vas deferens el 

cual, durante la eyaculación, recoge las secreciones de las glándulas accesorias 

(próstata, vesícula seminal, glándulas bulbo-uretrales) y conduce a los espermatozoides 

hasta la uretra (Fig. 3). Dentro de los túbulos seminíferos, además de la línea germinal, se 

encuentran las células de Sertoli cuya principal función es crear y mantener un 

microambiente apropiado para el correcto desarrollo de los espermatozoides. Su forma es 

única debido a que se apoyan en la membrana basal y llegan hasta el lumen del epitelio 

seminífero, extendiéndose entre las células germinales. La presencia de uniones 

estrechas entre las células de Sertoli permite la formación de una barrera que limita el 

pasaje de moléculas de gran tamaño entre las distintas células. 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. 

En la espermatogénesis, en tanto que una población de células germinales continúa 

multiplicándose por mitosis, algunas espermatogonias se diferencian en espermatocitos 

primarios, los cuales entran en meiosis generando espermatocitos secundarios. Éstos 

entran a una interfase intermeiótica de poca duración para pasar luego a la segunda 
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división meiótica que da origen a las células llamadas espermátides. En una segunda 

etapa, estas células redondas se diferencian morfológicamente para dar origen a los 

espermatozoides a través de un proceso denominado espermiogénesis, caracterizado por 

la pérdida de citoplasma, la condensación nuclear y la aparición de estructuras 

particulares como la cola y el acrosoma, relevantes para la función de la gameta. Como 

consecuencia de la pérdida casi completa del citoplasma, el espermatozoide carece de la 

maquinaria necesaria para la síntesis de proteínas, síntesis y degradación de lípidos, y 

transporte vesicular. Finalmente, se produce la liberación de los espermatozoides en el 

lumen de los túbulos seminíferos por un proceso denominado espermiación (Fig. 3). 

 

Figura 3. Tracto reproductor masculino y espermatogénesis. Arriba y a la izquierda, se 
muestra una representación simple del tracto reproductor masculino. Arriba y a la 
derecha, se muestra una representación de un corte transversal de un testículo y de un 
túbulo seminífero. Abajo y a la derecha, se esquematizan los diferentes estadios celulares 
presentes durante la espermatogénesis en un corte transversal de un túbulo seminífero. 
Abajo y a la izquierda, se muestra un diagrama resumiendo las etapas de la meiosis 
masculina. 
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El espermatozoide es una célula altamente especializada, con capacidad para 

transportarse hasta el sitio de fertilización en el tracto femenino y fertilizar al ovocito. A 

pesar de que la forma y el tamaño de los espermatozoides de las distintas especies de los 

mamíferos son variables, los mismos comparten una estructura general similar. 

Básicamente, el espermatozoide posee dos componentes morfológicos distintivos: la 

cabeza y la cola o flagelo (Eddy, 1994, Darszon et al., 2011) (Fig. 4A).La cabeza del 

espermatozoide contiene dos elementos fundamentales, un núcleo compacto debido a la 

presencia de cromatina altamente condensada, y el acrosoma, estructura cuyos 

contenidos son importantes para la fertilización (Eddy, 1994). El núcleo del 

espermatozoide es de un tamaño significativamente menor al del resto de los tipos 

celulares, debido a que el ADN se encuentra asociado a proteínas básicas de bajo peso 

molecular llamadas protaminas, que permiten un mayor empaquetamiento de la cromatina 

que las histonas presentes en las células somáticas. El núcleo se encuentra rodeado por 

una envoltura nuclear bastante inusual, caracterizada por la cercanía entre las dos 

membranas que la conforman y la escasez de poros nucleares. Por su parte, el acrosoma 

es una estructura membranosa que rodea al núcleo en la parte anterior de la cabeza, 

originada en el aparato de Golgi. La forma y el tamaño del acrosoma es variable en las 

diferentes especies, relacionándose generalmente a la forma de la cabeza. Si bien la 

membrana que rodea al acrosoma es única 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 

plasmática. El acrosoma, a su vez, está constituido por dos regiones denominadas 

capuchón acrosomal y segmento ecuatorial, definidos principalmente por diferencias 

funcionales entre ellos tal como se detallará más adelante. En cuanto a la composición del 

acrosoma, el mismo contiene en su interior varias moléculas con actividad enzimática, las 

cuales se han relacionado a la capacidad del espermatozoide de penetrar las cubiertas 

que rodean al ovocito durante la fertilización. Sin embargo, estudios de microscopía y 

extracción diferencial de proteínas han sugerido que esta organela no sería simplemente 

un reservorio de enzimas solubles sino que existiría una organización funcional de 

moléculas dada por la presencia de una matriz intra-acrosomal (Yanagimachi y 

Bhattacharyya, 1988, Kim y Gerton, 2003). Las dos enzimas mejor caracterizadas del 

acrosoma son Acrosina, una proteína perteneciente a la familia de las serin-proteasas, y 

Hialuronidasa, ambas con expresión específica en las células espermatogénicas (Diaz-

Perez et al., 1988, Diaz-Perez y Meizel, 1992, Takano, 1993). Si bien por su estructura y 
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contenidos, el acrosoma se ha descripto como un lisosoma especializado, esta organela 

tendría, además, algunas características de una vesícula de secreción ya que libera sus 

contenidos mediante exocitosis en respuesta a señales propias durante la capacitación y 

externas durante la interacción del espermatozoide con el tracto femenino y el ovocito.  

En la cabeza del espermatozoide se encuentran también estructuras de citoesqueleto 

que se distribuyen en dos regiones: el citoesqueleto sub-acrosomal o perforatorium, 

localizado entre el acrosoma y el núcleo, el cual está compuesto principalmente por 

material denso, y el citoesqueleto post-acrosomal, que se localiza entre el núcleo y la 

membrana plasmática de la región post-acrosomal del espermatozoide (Courtens et al., 

1976, Bellvé, 1983, Fouquet y Kann, 1994). En la mayoría de los mamíferos, incluidos el 

hombre y gran parte de los animales domésticos, la cabeza del espermatozoide tiene una 

forma espatulada en la que el núcleo y el acrosoma son estructuras simétricas, de forma 

aplanada en el sentido longitudinal de la célula (Fig. 4B). En otras especies, como el 

hámster y el cobayo, existe una protrusión del acrosoma, perpendicular al plano aplanado 

de la cabeza. En la mayoría de los roedores, la cabeza es falciforme, con el acrosoma 

ocupando la región convexa del núcleo.  

La cola o flagelo del espermatozoide de los mamíferos está compuesto por cuatro 

segmentos diferentes: la pieza conectora o cuello, la pieza media, la pieza principal, y la 

pieza terminal (Figura 4A y C) (Eddy, 1994, Darson et al., 2011). El componente principal 

de la cola es el axonema, que consiste en un par de microtúbulos centrales rodeados por 

un cilindro de nueve pares de microtúbulos siguiendo la disposición característica de 

“9+2”. Ro   n o  l  xon m    s   l  r gi n    l  pi z   on  tor  h st   l fin l    l  

pieza principal, se encuentran nueve fibras densas conteniendo proteínas similares a la 

queratina. La estabilización de estas fibras por un gran número de puentes disulfuro entre 

sus componentes sugiere que dichas estructuras estarían involucradas en otorgar al 

espermatozoide la elasticidad y flexibilidad necesarias para el batido de la cola. Además 

de las fibras densas, en la pieza media se encuentra la vaina mitocondrial, estructura 

compuesta por mitocondrias organizadas extremo con extremo, que envuelven a la cola 

en forma helicoidal y que cumplirían un papel en la provisión de energía para el 

espermatozoide. En la pieza principal, reemplazando a la vaina mitocondrial, se encuentra 

la vaina fibrosa, conformada por dos columnas longitudinales asociadas entre sí por 

columnas transversales. El alto grado de compactación y la orientación de las fibras en la 

vaina fibrosa serían importantes para modular el plano de batido de la cola del 
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espermatozoide. Por último, la pieza terminal está formada por el axonema como único 

componente estructural.  

A pesar de que los espermatozoides liberados de los testículos son células altamente 

diferenciadas, en los mamíferos, no tienen aún la capacidad de moverse progresivamente 

o de interactuar con el ovocito. Para adquirir estas capacidades y llegar al sitio de 

fertilización en estado competente, los espermatozoides deben sufrir numerosas 

modificaciones post-testiculares durante su pasaje tanto por el tracto masculino como por 

el femenino (Yanagimachi, 1994). De esta manera, los espermatozoides no solamente 

tienen que trasportarse desde el testículo hacia el oviducto, sitio donde ocurre la 

fertilización, sino también sufrir una serie de cambios que se describirán a continuación. 

 

Figura 4. La gameta masculina. (A) Esquema de un espermatozoide de ratón y otro de 
humano en el que se muestran las diferentes estructuras, notándose sobre todo las 
diferencias entre una cabeza falciforme y una espatulada. (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. 
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Maduración epididimaria 

Los espermatozoides que salen del testículo adquieren la motilidad progresiva y la 

capacidad de reconocer y fertilizar al ovocito durante su tránsito por el epidídimo, en un 

proceso conocido como maduración (Bedford et al., 1979, Hinrichsen y Blaquier, 1980, 

Austin, 1985, Cooper, 1998). El epidídimo es un conducto único con muchas 

circunvoluciones, que cubre el borde posterior del testículo (Fig. 3). Convencionalmente, 

si bien no existen límites anatómicos definidos, el epidídimo se divide en tres regiones 

principales según su proximidad con el testículo: caput o cabeza (región más próxima al 

testículo), corpus o cuerpo (región media) y cauda o cola (región distal al testículo) (Fig. 

5A). Aunque no todos los espermatozoides adquieren la capacidad fertilizante 

simultáneamente, la gran mayoría lo hace al llegar al cauda epididimario (Yanagimachi, 

1994).  

 

 

 

Figura 5. El epidídimo. (A) Esquema que muestra las diferentes regiones del epidídimo 
(Robaire y Hermo, 1988). (B) Representación de las diferentes poblaciones de células 
que conforman el epitelio del epidídimo (Belleannée, 2015).  
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El epidídimo tiene un rol fundamental no sólo en el proceso de maduración sino 

también en el transporte, la protección y el almacenamiento de los espermatozoides. A 

medida que transitan por el epidídimo, los espermatozoides se encuentran con el 

microambiente altamente especializado y específico de cada segmento epididimario, el 

cual es generado por la secreción y absorción activa de agua, iones, solutos orgánicos y 

proteínas, así como también por la barrera hemato-epididimaria. 

El proceso de maduración es dependiente de andrógenos (Blaquier et al., 1972) y 

consiste en una serie de cambios bioquímicos y funcionales entre los que se incluyen el 

desarrollo de la motilidad progresiva y direccional, cambios estructurales tales como la 

pérdida de la gota citoplasmática y la estabilización de la cromatina, y cambios 

metabólicos como el aumento del consumo de oxígeno, siendo importante de mencionar 

que la mayor parte de los cambios ocurren al nivel de la membrana plasmática. Dichos 

cambios moleculares y bioquímicos incluyen alteraciones en la carga de superficie, en las 

propiedades de unión de lectinas, en el contenido lipídico, en los carbohidratos de 

superficie y en la composición proteica (Eddy, 1994), y surgen como consecuencia de la 

adquisición de nuevos componentes a la membrana del espermatozoide y de la 

migración, liberación y/o modificación de componentes preexistentesen la superficie de la 

gameta. Es generalmente aceptado que todos los cambios producidos durante esta etapa 

de maduración son tendientes a estabilizar la membrana del espermatozoide. 

Mediante la utilización de distintas estrategias experimentales, se han estudiado los 

mecanismos de síntesis y secreción de proteínas de origen epididimario como así también 

su unión o integración a diferentes dominios de la membrana plasmática del 

espermatozoide (Cuasnicu et al., 2001). De este modo, se ha descripto que la gran 

mayoría de las nuevas proteínas adquiridas por los espermatozoides son proteínas de 

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

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

algunas proteínas adquiridas durante la maduración se comportan como proteínas 

integrales de membrana (Kirchhoff y Hale, 1996, Legare et al., 1999, Cohen et al., 2000a) 

y muchas de las mismas se encuentran ancladas a la membrana mediante uniones GPI 

(glicosilfosfatidilinositol) (Legare et al., 1999, Frenette y Sullivan, 2001, Zhang y Martin-

Deleon, 2003). Sin embargo, según la vía clásica de secreción de proteínas, una proteína 

anclada por GPI a la membrana de una célula tiene que transitar por el retículo 

endoplasmático, luego por el aparato de Golgi, y finalmente, por las vesículas secretoras 
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hasta alcanzar la superficie celular. De acuerdo con este mecanismo de secreción, el 

espermatozoide no podría adquirir proteínas unidas a GPI durante su pasaje por el 

epidídimo. Estas observaciones sugieren la existencia de un mecanismo alternativo por el 

cual estas proteínas epididimarias se secretarían y se unirían a los espermatozoides. En 

este sentido, Yanagimachi y colaboradores (1985) describieron, por primera vez, 

mediante microscopía electrónica de cortes de epidídimos de hámster, la existencia de 

pequeñas vesículas membranosas que interactuaban con los espermatozoides 

(Yanagimachi et al., 1985). Luego de varios años de esta primera observación, el 

laboratorio del Dr. Sullivan describió la participación de dichas vesículas membranosas en 

la transferencia de proteínas epididimarias a la superficie de los espermatozoides durante 

la maduración (Legare et al., 1999, Frenette y Sullivan, 2001, Frenette et al., 2002). Estas 

vesículas han sido denominadas epididimosomas (Fig. 5B), y han sido descriptas de 

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

2001), el ratón (Griffiths et al., 2008), e inclusive el humano (Frenette et al., 2005). En 

cuanto al origen de los epididimosomas, se ha sugerido un mecanismo de secreción 

apócrina que implicaría la formación de vesículas citoplasmáticas en el polo apical de las 

células epiteliales secretoras, las cuales se desprenderían de las células y, una vez en el 

lumen del órgano, se desintegrarían liberando así su contenido (Aumuller et al., 1997, 

Hermo y Jacks, 2002). Estas vesículas citoplasmáticas contendrían a los epididimosomas 

en su interior. 

Mientras que algunas de las proteínas epididimarias mediarían la interacción del 

espermatozoide con el ovocito (Cuasnicu et al., 2001), otras, que reciben el nombre de 

factores decapacitantes, estabilizarían la membrana del espermatozoide impidiendo la 

ocurrencia prematura del proceso de capacitación (Fraser, 2010).  

 

Eyaculación y transporte de los espermatozoides 

Los espermatozoides son almacenados en la región del cauda epididimario hasta la 

eyaculación, durante la cual se liberan los espermatozoides y las secreciones de las 

glándulas accesorias (próstata, vesícula seminal, glándulas bulbo-uretrales), en respuesta 

a señales sensitivas que desencadenan la eyaculación. El eyaculado o semen está 

formado por un componente celular (espermatozoides) y otro líquido denominado plasma 

seminal (secreciones de las glándulas accesorias). El plasma seminal contiene sustratos 

gelificantes tales como el fibrinógeno o semenogelina, que coagulan temporalmente el 
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semen, evitando la expulsión vaginal de los espermatozoides y protegiéndolos del pH 

vaginal. Tras pasar unos minutos, por acción de la fibrinolisina, se produce la licuefacción 

del semen, permitiendo la liberación de los espermatozoides. En algunas especies como 

el ratón, el coágulo es tan denso que forma lo que se conoce como tapón vaginal que, si 

no se forma tal como sucede en el modelo de ratones KO para SVS2, produce severos 

defectos en la fertilidad (Kawano et al., 2014). El plasma seminal suele ser alcalino, como 

en el humano, con valores comprendidos entre 7,2 - 7,8  que favorece la motilidad y 

viabilidad de las células.  

En la mayoría de las especies (humanos, bovinos, caninos, felinos, caprinos, entre 

otras) el sitio de deposición del semen es la vagina, mientras en que otras, la deposición 

ocurre en el cérvix (porcinos) o directamente en el útero (equinos y muchos roedores) 

(Coy et al., 2012). En el momento de la deposición, los espermatozoides son inmótiles, o 

poseen una motilidad muy reducida. Numerosas evidencias indican que los movimientos 

peristálticos del útero favorecen la llegada de los espermatozoides al oviducto tanto en las 

especies con deposición vaginal como en las que tienen deposición uterina (Suarez y 

Pacey, 2006). Por su parte, el semen juega un papel fundamental en la iniciación 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 plasma seminal 

serían capaces de estimular las contracciones (Peitz y Olds-Clarke, 1986). Por otra parte, 

en el ratón, se ha sugerido que las glándulas sexuales masculinas también podrían jugar 

algún rol en este proceso ya que la remoción de las vesículas seminales disminuye 

significativamente la tasa de preñez por disminución de las contracciones uterinas (Crane 

y Martin, 1991).  

Independientemente de en donde se produzca la deposición del semen, en todas las 

especies los espermatozoides deben atravesar el útero y entrar al oviducto, en donde se 

encuentra el sitio de fertilización. Sin embargo, solo una pequeña proporción de los 

espermatozoides eyaculados logra alcanzar el oviducto. En este sentido, cada vez son 

más las evidencias que apoyan la hipótesis de que el tracto reproductivo tiene 

mecanismos de selección altamente sofisticados que permite que solo aquellos 

espermatozoides de alta calidad lleguen al sitio de fertilización (Holt y Fazzeli, 2015, 

Sakkas et al., 2015, Suarez, 2016). En relación a esto, se sugiere que el paso limitante 

para la mayoría de los espermatozoides es el tránsito a través de la unión utero-tubaria 
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(Coy et al., 2012), siendo los ratones con espermatozoides que presentan deficiencias 

para atravesar esta barrera infértiles, tal como los animales KO para Ace, Adam1a, 

Adam2, Adam3, Calr3, Clgn, Tpst2 y PDILT (revisión en Okabe et al., 2015). Si bien aún 

no se conocen en profundidad los mecanismos de selección existentes a nivel del tránsito 

por la unión utero-tubaria, se cree que los espermatozoides para alcanzar el oviducto 

deben presentar una morfología normal, un determinado tipo de motilidad, así como 

marcas bioquímicas específicas en su superficie (Holt y Fazzeli, 2015, Sakkas et al., 

2015, Suarez, 2016).  

 

Capacitación  

Luego de la eyaculación, los espermatozoides de los mamíferos no son capaces de 

reconocer ni fertilizar al ovocito, pues la capacidad fertilizante adquirida durante la 

maduración epididimaria es tan sólo de carácter potencial (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 

maduración y, finalmente, penetrar al ovocito. Es durante el trayecto hacia el sitio de 

fertilización que los espermatozoides sufren una serie de cambios moleculares, 

bioquímicos y fisiológicos que, en su conjunto, se denominan capacitación (Austin, 1951, 

1952, Chang, 1951). Entre dichos cambios se encuentran la remoción del colesterol de la 

membrana, la pérdida de los factores decapacitantes, la redistribución de antígenos de 

superficie, el ingreso de bicarbonato (HCO3
-) y calcio (Ca2+), el aumento del pH 

intracelular, la hiperpolarización de la membrana plasmática y la fosforilación de proteínas 

en tirosina (pTyr), por mecanismos moleculares aún no del todo conocidos (Visconti et al., 

2011). Dado que el espermatozoide carece de transcripción y traducción, las 

modificaciones de las concentraciones de mensajeros intracelulares tales como AMP 

cíclico (cAMP) y Ca2+, los flujos de iones a través de la membrana plasmática y las 

modificaciones post-traduccionales como la fosforilación/defosforilación de proteínas, 

podrían ser los mecanismos regulatorios responsables de generar dichos cambios 

durante la capacitación y modular la fisiología del espermatozoide (Visconti et al., 1995a, 

Visconti et al., 1995b). Mientras que alguno de estos cambios se inician ni bien el 

espermatozoide entra en contacto con el tracto femenino, otros ocurren luego de un cierto 

período de incubación (Visconti, 2009, Battistone et al., 2013). Si bien el lugar exacto 

donde se inicia este proceso aún se desconoce, existiendo variaciones según la especie y 
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el sitio de deposición del eyaculado, la capacitación in vivo se considera completa cuando 

los espermatozoides llegan al oviducto (Yanagimachi, 1994, Bedford, 2004). 

A pesar de que fisiológicamente el espermatozoide debe atravesar el tracto femenino 

para capacitarse y adquirir la habilidad de fertilizar al ovocito, la capacitación puede 

llevarse a cabo en condiciones in vitro incubándose a los espermatozoides en un medio 

definido. Si bien, la composición de este medio de capacitación puede variar de una 

especie a otra, en general debe contar con una composición similar a la del fluido 

oviductal, e incluir fuentes de energía y carbono tales como piruvato, lactato, y glucosa, un 

aceptor de colesterol como la albúmina, e iones tales como Ca2+, K+, Na+ y HCO3
- 

(Visconti et al., 2002). El descubrimiento de las condiciones necesarias para una correcta 

capacitación in vitro fue esencial para el desarrollo de las técnicas de fertilización in vitro. 

La gran relevancia de las técnicas de reproducción asistida genera la necesidad de 

estudiar en profundidad los mecanismos moleculares del proceso de capacitación para 

mejorar y garantizar el éxito de las técnicas de fertilización in vitro. 

Las modificaciones que ocurren en el espermatozoide durante la capacitación traen 

como consecuencia cambios tanto en la cabeza como en la cola del espermatozoide que 

permiten al mismo sufrir un evento exocítico en la cabeza, denominado reacción 

acrosomal (RA), y el desarrollo de un patrón de motilidad vigoroso en la cola, llamado 

hiperactivación (HA). Debido a que la cola y la cabeza son estructuralmente distintas, 

existe una tendencia a desvincular sus funciones. Sin embargo, en los últimos años, 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 (Buffone et al., 

2012). A continuación se detallan los mecanismos moleculares del proceso de 

capacitación y las consecuencias funcionales de la misma. 

  

Colesterol y microdominios de membrana 

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

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

que la membrana de los espermatozoides muestra una distribución asimétrica de lípidos 

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

HCO3
- durante la capacitación (Gadella y Harrison, 2000, Baumber y Meyers, 2006). Se 

cree que el mayor efecto de la reorganización de los lípidos sería el de facilitar la 
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remoción del colesterol de ciertos dominios de la membrana plasmática (Flesch et al., 

2001). Aunque el eflujo de colesterol está involucrado en el proceso de capacitación, se 

desconoce el mecanismo por el cual modula la fisiología del espermatozoide. La 

albúmina, presente en el tracto femenino, fue propuesta como uno de los agentes 

removedores del colesterol (Go y Wolf, 1985, Cross, 1998, Visconti et al., 1999). Sin 

embargo, posteriormente, se demostró que la albúmina remueve colesterol sólo luego de 

la reorganización de los lípidos, evento inducido por el HCO3
- (Flesch et al., 2001). A su 

vez, el bajo contenido de colesterol tiene efectos importantes sobre los microdominios de 

la membrana denominados lipid rafts, complejos dinámicos compuestos por colesterol y 

esfingolípidos. Se postula que los rafts estarían involucrados en la transducción de 

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

intrínsecas de membrana (Simons y Toomre, 2000, van Gestel et al., 2016). Evidencias 

obtenidas en el cerdo muestran que dos marcadores de rafts se redistribuyen a la región 

apical de la membrana del espermatozoide como consecuencia de la acción del HCO3
- y 

de la albúmina presentes en la capacitación (van Gestel et al., 2005). 

Como resultado de la pérdida de colesterol, aumenta la fluidez de la membrana, 

produciendo un incremento de la inestabilidad de la misma que facilita la pérdida de 

proteínas, probablemente, al desestabilizar la unión de proteínas de superficie (Harrison y 

Gadella, 2005). De este modo, se podrían explicar algunos fenómenos de redistribución 

de proteínas que se han asociado con la capacitación (Travis y Kopf, 2002), entre los que 

puede mencionarse a la proteína fertilina de cobayo (Cowan et al., 2001), la 

galactosiltransferasa de ratón (Lopez y Shur, 1987), la proteína epididimaria de rata 

CRISP1 (Rochwerger y Cuasnicu, 1992) y la proteína IZUMO en distintas especies 

(Sosnik et al., 2009, Sutovsky, 2009). Asimismo, esta desestabilización de la membrana 

plasmática probablemente debilite la unión de los mencionados factores decapacitantes, 

proteínas de superficie que están débilmente asociadas al espermatozoide epididimario 

inhibiendo la capacitación, y así son liberados durante el tránsito por el tracto femenino 

(Oliphant et al., 1985, Fraser et al., 1990, Fraser, 2010). Tanto el aumento de la fluidez de 

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

de superficie estarían relacionados a eventos intracelulares que llevan a la adquisición de 

un estado de capacitación funcional. 
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Ingreso de HCO3
-, producción de cAMP y activación de PKA 

Las células utilizan una porción significativa de sus fuentes de energía para regular el 

flujo y el gradiente intracelular de iones a través de bombas y transportadores iónicos de 

membrana, modificando así el potencial eléctrico de la célula y las concentraciones 

intracelulares de segundos mensajeros (Visconti et al., 2011, Miller et al., 2015). 

Evidencias en la bibliografía sugieren que el flujo de ciertos iones a través de la 

membrana del espermatozoide cumple un importante rol tanto en el proceso de 

capacitación como en la HA y la RA (Visconti et al., 2002, Darszon et al., 2006, Miller et 

al., 2015). En este sentido, durante el tránsito por el tracto reproductor masculino y 

femenino, los espermatozoides están expuestos a distintas concentraciones de iones. 

Mientras que los espermatozoides del cauda epididimario se almacenan en un entorno 

que contiene niveles altos de K+ y bajos de Na+ y HCO3
-, en el tracto genital femenino las 

concentraciones de estos iones cambian significativamente, y el espermatozoide se 

encuentra en un medio con bajos niveles de K+ y altos de Na+ y HCO3
- (Visconti et al., 

2002, Stival et al., 2016). Estos cambios en las concentraciones extracelulares de iones 

producen variaciones en las concentraciones intracelulares de los mismos y de otros 

iones tales como el Ca2+. Aunque el papel exacto de estas moléculas continúa en estudio, 

existen evidencias que muestran que tanto HCO3
- como Ca2+ juegan un rol central en la 

regulación de la capacitación modulando diferentes cascadas de señales intracelulares 

(Visconti et al., 1995a, Visconti et al., 1995b, Visconti et al., 2011). 

La entrada de HCO3
- sería a través de diferentes mecanismos que podrían variar 

según la especie y que incluyen al co-transportador Na+/HCO3
- (NBC) acoplado al 

intercambiador Na+/H+ (NHE) y los intercambiadores Cl-/HCO3
- de la familia SLC26 

acoplados al canal de Cl- CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 

channel), todos ellos localizados en la pieza principal del espermatozoide (Demarco et al., 

2003, Wang et al., 2003, Quill et al., 2006, Hernandez-Gonzalez et al., 2006, Nishigaki et 

al., 2014, Puga Molina et al., 2017). Ademas, el CO2 que permea pasivamente a través de 

la membrana es interconvertido a HCO3
- por acción de las anhidrasas carbónicas 

(Nishigaki et al., 2014). Numerosos estudios en diferentes especies han mostrado que la 

entrada de HCO3
- durante la capacitación es necesaria para la activación de la proteína 

adenilato ciclasa soluble (sAC) llevando a un aumento en los niveles de cAMP y la 

consecuente activación de la proteína quinasa A (PKA) (Fig. 6). De este modo, PKA 
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fosforila diversas proteínas en residuos Ser y Thr para, finalmente, activar una cascada de 

señalización conducente al aumento de pTyr en los espermatozoides (Visconti, 2009) 

(Fig. 6). En las células de mamíferos, se han identificado diez tipos de AC, nueve de las 

cuales están asociadas a la membrana (tmACs) y a la proteína G (Hanoune y Defer, 

2001, Sunahara y Taussig, 2002, Wertheimer et al., 2013), mientras que la restante AC no 

se asocia a la proteína G, se la denomina soluble o sAC, y se encuentra en el citoplasma 

del flagelo del espermatozoide, activándose por HCO3
- y Ca2+ (Buck et al., 1999, Chen et 

al., 2000, Hess et al., 2005, Kamenetsky et al., 2006). Los animales KO para sAC son 

infértiles debido a alteraciones en la motilidad de sus espermatozoides, los cuales no 

exhiben el aumento en pTyr asociado a la capacitación (Esposito et al., 2004, Hess et al., 

2005, Xie et al., 2006). Sin embargo, el espermatozoide también presenta tmACs en la 

cabeza (isoformas 2, 3 y 8) (Baxendale y Fraser, 2003), postulándose la participación de 

las mismas en la RA (Wertheimer et al., 2013). En este sentido, los espermatozoides 

provenientes de ratones KO para la AC3 no mostraron defectos en la pTyr pero 

presentaron alteraciones en la RA inducida y en la capacidad fertilizante in vitro (Livera et 

al., 2005). 

La concentración de cAMP es el resultado del balance entre la síntesis a través de la 

acción de sAC y la degradación del mismo por las fosfodiesterasas (PDEs), generando 

5´AMP (Fig. 6). Se han descripto un total de seis enzimas PDEs (1, 4, 6, 8, 10 y 11) tanto 

en el flagelo como en la cabeza de los espermatozoides, las cuales difieren en su 

estructura, preferencia de sustrato y respuesta a los inhibidores (Soderling y Beavo, 2000, 

Baxendale y Fraser, 2003). Varios reportes proponen a las PDEs como moléculas 

fundamentales del proceso de capacitación ya que regularían los niveles de cAMP, siendo 

importantes no sólo para el aumento de pTyr sino también para los eventos posteriores 

tales como la HA y la RA (Lefievre et al., 2002, Baxendale y Fraser, 2003). 

Tal como se mencionó anteriormente, el espermatozoide, a diferencia de otros tipos 

celulares, depende fuertemente de la fosforilación de proteínas y de otras modificaciones 

post-traduccionales ya que el mismo es transcripcionalmente inactivo e incapaz de 

sintetizar proteínas. Por lo tanto, el estudio de los mecanismos moleculares involucrados 

en la inducción de fosforilación tiene importancia no sólo para el diagnóstico o tratamiento 

de pacientes infértiles sino también para el desarrollo de reguladores de la fertilidad. Las 

proteínas quinasas son las enzimas encargadas de catalizar la transferencia del grupo 

fosfato del adenosin trifosfato (ATP) a los grupos hidroxilo de los aminoácidos Ser, Thr o 
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Tyr de diversas proteínas. Según el aminoácido al cual transfieren el grupo fosfato, estas 

enzimas se clasifican en: Ser/Thr quinasas o Tyr quinasas. La Ser/Thr quinasa PKA 

constituye un mediador central en la señalización intracelular dada su capacidad de 

regular varios eventos del proceso de capacitación (Buffone et al., 2014). En su estado 

inactivo, PKA existe como un complejo tetramérico formado por dos subunidades 

regulatorias que presentan alta afinidad por el cAMP, y dos subunidades catalíticas unidas 

de forma no covalente. El mecanismo de activación de PKA involucra la unión de dos 

moléculas de cAMP a los sitios en cada subunidad regulatoria, generando un cambio 

conformacional y la disociación del dímero de subunidades regulatorias de los dos 

monómeros de las catalíticas. Las subunidades catalíticas, que en dicho estado son 

activas, fosforilan a sus sustratos específicos en residuos de Ser y Thr (Alberts et al., 

2002).  

Se han caracterizado varias isoformas de subunidades catalíticas (Cα  Cβ  Cα2 o Cγ) 

que se expresan diferencialmente en distintos tejidos y son capaces de integrar distintas 

isoformas de PKA (Taylor et al., 2012). El espermatozoide presenta una variante de 

splicing  sp  ífi      t stí ulo    l  subuni      t líti   Cα2 (D ss yn  t  l.  2000)   uy  

ausencia produce animales infértiles por defectos tanto en la fosforilación de proteínas en 

Tyr asociada a la capacitación como en la HA (Nolan et al., 2004), tal como el fenotipo de 

los animales carentes de sAC (Esposito et al., 2004, Hess et al., 2005, Xie et al., 2006). 

Por otro lado, las subunidades regulatorias se divi  n  n RIα  RIIα y RIβ qu  son    

 xpr si n ubi u  (Smith y S ott  2006  J rn  ss y T sk n  2007) y RII β qu  s  

expresaen el testículo y está presente en el espermatozoide (Jarnaess y Tasken, 2007). 

Los animales KO para esta subunidad son fértiles y sus espermatozoides no muestran 

defectos en el proceso de capacitación, indicando que las otras variantes de esta 

subunidad pueden reemplazar esta función. De forma particular, las isoformas RII pueden 

asociarse con proteínas de anclaje llamadas AKAPs (A-Kinase Anchoring Proteins) que 

permiten localizar a PKA en diferentes compartimentos subcelulares para fosforilar 

distintos sustratos según el estímulo (Muratori et al., 2011), contribuyendo de esta forma 

no sólo a aumentar la especificidad y versatilidad de la transducción de señales, sino 

también a acotar espacio-temporalmente la actividad de PKA (Jarnaess y Tasken, 2007). 

En la vía cAMP /PKA asociada a la capacitación, la proteína AKAP4 es la que participaría 

en la correcta ubicación tanto de PKA como de sus sustratos (Fulcher et al., 1995, Carrera 

et al., 1996, Vijayaraghavan et al., 1999). A su vez, existen otras Ser/Thr quinasas en el 

espermatozoide tales como: PKC (Lax et al., 1997, Rotman et al., 2010), Erk1/2 (Luconi et 



Introducción 
 

28 
 

al., 1998, de Lamirande y Gagnon, 2002), GSK3 (Aquila et al., 2005), CaMKIV (Marin-

Briggiler et al., 2003) y la quinasa caseína II, miembro de la familia de Ser quinasas 

específicas de testículo (Li et al., 2011). Sin embargo, no se conocen los mecanismos en 

por los cuales las mismas participan en el proceso de capacitación. 

Asimismo, evidencias obtenidas tanto en humanos como en roedores señalan que los 

niveles de fosforilación de los sustratos de PKA se encuentran regulados por la acción de 

las Tyr quinasas de la familia Src (SFK, Src kinase family), que a su vez inactivan a 

Ser/Thr fosfatasas (Krapf et al., 2010, Battistone et al., 2013) (Fig. 6). La fosforirilación de 

sustratos de PKA en respuesta al aumento de cAMP y a la activación de SFKs suele ser 

rápida (Visconti, 2009, Battistone et al., 2013) y es importante para diferentes aspectos 

del proceso de capacitación, incluyendo el aumento del pH intracelular (Wang et al., 2003, 

2007, Zeng et al., 1996), el incremento de Ca2+ (Tateno et al, 2013), la hiperpolarización 

(Demarco et al., 2003) y la inducción de la vía de pTyr (Visconti et al., 1995). 

 

Figura 6. Capacitación espermática. Esquema de las cascadas de señalización 
involucradas en la capacitación, incluyendo las vías de cAMP/PKA y de las SFK 
conducentes a la fosforilación de proteínas en tirosina, y la modulación de las mismas por 
Ca2+ (Battistone et al., 2014). 
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Fosforilación de proteínas en tirosina 

Como se mencionara anteriormente, uno de los eventos moleculares que ocurre 

durante la capacitación tanto in vivo como in vitro, es un aumento en la fosforilación de 

proteínas en tirosina (pTyr) (Visconti et al., 2002, Visconti, 2009), el cual regularía la 

actividad de las moléculas requeridas para los eventos posteriores a dicho proceso. La 

localización de las proteínas fosforiladas en Tyr es en las piezas media y principal del 

flagelo de ratón (Urner et al., 2001), mono (Mahony y Gwathmey, 1999), hámster (Si y 

Okuno, 1999) y humano (Naz et al., 1991, Carrera et al., 1996, Leclerc et al., 1997, 

Matamoros-Volante et al, 2017). Más recientemente, Chung y colaboradores, utilizando 

una técnica de microscopía con resolución nanométrica, confirmaron que las proteínas 

fosforiladas en Tyr se localizan dentro de la pieza principal del flagelo de los 

espermatozoides de ratón y demostraron, por primera vez, que estas proteínas se 

encontrarían principalmente en íntimo contacto con el axonema y, en menor medida, en la 

membrana plasmática (Chung et al., 2014) (Fig. 7). 

 

Figura 7. Estructuras del flagelo espermatozoide analizadas por la tecnología 3D 
STORM. Izquierda: imagen de un corte transversal de la pieza principal obtenida 
mediante la técnica de microscopía de transmisión de electrones (TEM). ODF: fibras 
densas externas, PM: membrana plasmática. Derecha: Imágenes de STORM en verde 
corresponde a la fosforilación en Tyr (pY) y en rojo a GLUT3 de cortes transversales de 
los ejes y-z de las regiones proximales y distales de la pieza principal del flagelo (Chung 
et al., 2014). 

 

La vía de pTyr en el flagelo estaría relacionada con el desarrollo de la HA del 

espermatozoide (Mahony y Gwathmey, 1999, Nassar et al., 1999, Si y Okuno, 1999), 

requerida para la penetración del cúmulus y la ZP. En este sentido, una de las primeras 

proteínas fosforiladas identificadas en el espermatozoide humano fue la proteína AKAP4 

(Carrera et al., 1996), la cual, al interaccionar con varias proteínas, participaría de la 

correcta regulación de la HA. Además, varias de las proteínas fosforiladas en Tyr tales 

como aldolasa específica de espermatozoide, glutatión S- transferasa, la NADH 
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  shi rog n s  y l  subuni    α    l  piruv to   shi rog n s    st rí n r gul n o l  

glicólisis, esencial para el desarrollo del movimiento vigoroso del flagelo. Asimismo, se 

reportó que la proteína del  ito squ l to β-tubulina se fosforila en Tyr durante la 

capacitación, regulando también el movimiento de la cola del espermatozoide (Arcelay et 

al., 2008). 

Las proteínas fosforiladas en el flagelo también serían necesarias para la fusión de 

gametas ya que se ha reportado que los espermatozoides de ratón unidos al oolema 

mantienen la fosforilación en el flagelo (Urner y Sakkas, 2003). Más aún, Naz y 

colaboradores (1991) demostraron que un anticuerpo que reconoce proteínas con pTyr 

inhibe la unión del espermatozoide humano a la ZP y la penetración de ovocitos de 

hámsters sin ZP (Naz et al., 1991). Por otro lado, se han descripto proteínas fosforiladas 

en Tyr en la cabeza del espermatozoide (Urner et al., 2001, Asquith et al., 2004), a las 

cuales se les atribuyó roles en la RA y en la interacción del espermatozoide con el 

ovocito. A pesar de que muchos grupos demostraron el incremento en la fosforilación de 

proteínas en Tyr asociado a la capacitación espermática de diversas especies (Visconti et 

al., 1995a, Leclerc et al., 1996, Galantino-Homer et al., 1997, Osheroff et al., 1999, 

Visconti et al., 1999, Da Ros et al., 2004, Battistone et al., 2013), todavía es muy limitado 

el conocimiento de la identidad y la función de una gran cantidad de proteínas que sufren 

esta modificación post-traduccional durante la capacitación. Resultados recientes de 

proteómica de proteínas fosforiladas en Tyr purificadas de espermatozoides de ratón 

revelaron 62 motivos diferentes de fosforilación en Tyr. Entre las proteínas identificadas 

se encuentran las de la estructura flagelar (27%), las involucradas en vías de señalización 

(21%), las que participan en el metabolismo (13%), y las que se localizan en la cabeza 

(9%) y en la mitocondria (4%) (Fig. 8). Además, dicho análisis confirmó que los 

espermatozoides no capacitados presentan niveles bajos de pTyr y reveló que las 

proteínas fosforiladas en dichos espermatozoides se localizan en su mayoría en la cabeza 

(Chung et al., 2014).  
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Figura 8. Porcentaje de abundancia de proteínas identificadas en el análisis de fosfo-
proteómica de espermatozoides capacitados de ratón (izquierda). Frecuencia de 
aminoácidos en la cercanía del sitio de fosforilación en Tyr de los 62 motivos identificados 
en el espermatozoide capacitado de ratón, utilizando el software (WebLogo) (Chung et al., 
2014). 

 

Más recientemente, en nuestro laboratorio se identificó a la Tyr quinasa PYK2 (proline-

rich tyrosine kinase 2) como un posible mediador entre la actividad de PKA y el aumento 

de pTyr (Battistone et al., 2014) (Fig. 6), lo cual era consistente con observaciones previas 

hechas en el modelo equino (Gonzalez-Fernandez et al., 2013). Al exponer a los 

espermatozoides humanos a un inhibidor de esta quinasa (PF431396 o PF) durante la 

capacitación, se vieron afectados la motilidad, la RA y la habilidad de penetrar la matríz 

del cúmulus de ratón y ovocitos sin ZP de hamster (Battistone et al., 2014). 

Posteriormente, en colaboración con el grupo del Dr. Visconti, determinamos que el PF 

también era capaz de inhibir la pTyr en espermatozoides murinos sin afectar la actividad 

de PKA (Alvau et al. 2016). Si bien los espermatozoides de ratones deficientes en PYK2 

exhiben niveles normales de pTyr, los de ratones KO para otra quinasa sensible al PF, la 

variante testicular de FER (feline sarcoma-related protein), llamada FERT, no presentan 

aumento en pTyr (Alvau et al. 2016). Además, si bien estos ratones son fértiles, sus 

espermatozoides muestran una menor capacidad fertilizante in vitro (Alvau et al. 2016). 

Más recientemente, se ha identificado a la quinasa FERT en espermatozoides humanos 

(Matamoros-Volante et al, 2017). Sin embargo, aún resta dilucidar su relevancia en la vía 

de pTyr en esta especie.  

En resumen, la vía de pTyr regularía la mayoría de los procesos dependientes de la 

capacitación modulando, en consecuencia, el proceso de fertilización (Visconti et al., 

1995ab, Galantino-Homer et al., 1997, Visconti et al., 1999, Osheroff et al., 1999, 
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Kulanand y Shivaji, 2001, Tardif et al., 2001, Pommer et al., 2003, Sidhu et al., 2004, 

Battistone et al., 2014). 

El aumento de los niveles de pTyr implicaría un cross-talk entre la vía de PKA y la 

señalización por Ca2+ intracelular, sin embargo, los mecanismos involucrados en esta 

regulación cruzada aún no son del todo conocidos. En este sentido, si bien el aumento 

inicial de cAMP sería dependiente de la activación de la sAC por Ca2+, los 

espermatozoides humanos incubados en medio capacitante sin el agregado de Ca2+ 

presentan niveles altos de pTyr (Luconi et al., 1996, Carrera et al., 1996, Leclerc y Goupil, 

2002, Marin-Briggiler et al., 2003, Baker et al., 2004, Battistone et al., 2014), indicando la 

complejidad de la vía de señalización que involucra al Ca2+ en dicho proceso. La principal 

molécula que sensa la concentración de Ca2+ es la calmodulina (CaM), una pequeña 

proteína ubicua que sirve como receptor intracelular de Ca2+ (Means et al., 1982), se 

localiza en el acrosoma y en la pieza principal flagelar, específicamente dentro de la vaina 

fibrosa (Schlingmann et al., 2007, Chung et al., 2014), y se encuentra implicada en 

múltiples eventos que incluyen la capacitación, la motilidad y la RA (Jones et al., 1980, Si 

y Olds-Clarke, 2000, Bendahmane et al., 2001). En el espermatozoide, CaM regula 

algunas proteínas tales como la Ser/Thr quinasa dependiente de CaM (CaMK), la quinasa 

Yes (miembro de la familia SFKs), la PDE1 (dependiente de CaM) y la fosfatasa PP2B 

(Wasco y Orr, 1984, Tash et al., 1988, Carrera et al., 1996, Leclerc y Goupil, 2002, Marin-

Briggiler et al., 2003). Ésta última, también conocida como calcineurina, además de ser 

dependiente de CaM, se activa directamente por Ca2+, está asociada a los procesos de 

HA y RA (Tash et al., 1988) e inhibe la vía de pTyr sin afectar la fosforilación de sustratos 

de PKA (Fig. 6). Además, la misma PYK2 posee dominios de unión a Ca2+ (EF-hands) por 

lo que podría haber una regulación directa de la actividad de esta quinasa por las 

concentraciones de este ion (Battistone et al., 2014) (Fig. 6).  

Por otro lado, en espermatozoides de ratón se propone la existencia de regulaciones 

negativas y positivas de Ca2+ intracelular sobre la cascada de pTyr (Navarrete et al., 

2015). Por un lado, al estimular a CaM, el Ca2+ aumentaría la actividad de PDEs 

dependientes de CaM y, por ende, la degradación del cAMP (regulación negativa). Por el 

otro lado, el Ca2+ también estimularía a sAC, generando aumento de cAMP (modulación 

positiva) (Navarrette et al., 2015). A pesar de que estas evidencias sugieren que la 

regulación por Ca2+ sobre las cascadas conducentes a pTyr tendría características 

especie-específicas, tanto en espermatozoides humanos como de ratón, la ausencia total 
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de Ca2+ en el medio de capacitación por el agregado de EGTA, induce un aumento 

exacerbado de los niveles de pTyr en ambas especies (Navarrete et al., 2015, Battistone 

et al., 2014). 

 

Alcalinización del citoplasma 

Lu go     b n on r  l  mbi nt  á i o    l  v gin  (pH≈5) y mi ntr s tr nsit  por  l 

tracto femenino, el espermatozoide se enfrenta a niveles crecientes de pH que llegan a 

alcanzar un valor de 8 (Suarez y Pacey, 2006). Este cambio de pH extracelular 

promovería la alcalinización del citoplasma del espermatozoide (Hamamah y Gatti 1998). 

Sin embargo, también se ha observado la alcalinización intracelular en espermatozoides 

capacitados in vitro pese a que el pH del medio se mantiene constante (Nishigaki et al., 

2014). Se han reportado diferentes sistemas que controlan el pH intracelular en los 

espermatozoides. En primer lugar, tal como se mencionara anteriormente, existe un 

ingreso de HCO3
- durante la capacitación que, además de estimular a la sAC, produce un 

aumento del pH debido a que es una base débil (Demarco et al., 2003) (Fig. 9). Una vez 

dentro de la célula, el equilibrio entre el HCO3
- y el CO2 se encuentra modulado por la 

presencia de anhidrasas carbónicas del espermatozoide que catalizan la interconversión 

de estas dos moléculas. En espermatozoides murinos, las anhidrasas carbónicas II y IV 

contribuyen con casi toda la actividad anhidrasa carbónica detectada y los ratones 

deficientes en ambas proteínas simultáneamente presentan disminuida su fertilidad 

(Wandernoth et al., 2015).  

Otro mecanismo de regulación del pH intracelular fue descripto en el modelo murino, 

basado en que los ratones deficientes en el intercambiador Na+/H+ específico del 

espermatozoide (sNHE) son infértiles debido a defectos en la capacidad fertilizante de sus 

espermatozoides (Wang et al., 2007) (Fig. 9). En respuesta al ya mencionado aumento de 

Na+ extracelular al que se enfrenta el espermatozoide luego de la eyaculación, se 

produciría un ingreso de Na+ a través del sNHE, intercambiándose por protones. De forma 

interesante, la proteína sNHE presenta un dominio de unión a nucleótidos cíclicos que 

sugiere que la misma podría responder al incremento de cAMP producido al inicio de la 

capacitación (Stival et al., 2016). En este sentido, los espermatozoides de ratones KO 

para sNHE exhiben una disminución en los niveles de sAC (Wang et al., 2003) y, además, 

menores niveles de pTyr que son restaurados mediante el agregado de análogos 
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permeables del cAMP (Wang et al., 2007), indica la existencia de mecanismos de cross-

talk entre la síntesis de cAMP y la regulación del pH intracelular. 

 

 

 

Figura 9. Flujo de iones durante la capacitación (Darszon et al., 2011). 

 

Por otra parte, en espermatozoides humanos, se han detectado mediante ensayos 

electrofisiológicos, corrientes correspondientes al canal de H+ voltaje dependiente Hv1 

(Lishko et al., 2010) (Fig. 9). Este canal, que se ubica en el flagelo del espermatozoide 

humano, promueve la extrusión de protones a través de la membrana plasmática y es 

inhibido por Zn2+, el cual es muy abundante en el plasma seminal (Lishko et al., 2010, 

Lishko y Kirichok, 2010). Por lo tanto, se ha propuesto que el Zn2+ del plasma seminal 

actuaría como factor decapacitante al mantener cerrado el canal hasta que se diluya en el 

tracto femenino (Miller et al., 2015). Además de la remoción del Zn2+, la capacitación y la 

exposición al endocanabinoide anandamida lograría la activación de Hv1 (Lishko et al., 

2010). A diferencia de lo que ocurriría en el humano, en el espermatozoide murino no se 

ha detectado Hv1 y los ratones deficientes en este canal son fértiles (Ramsey et al., 
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2009), sugiriendo que este mecanismo de regulación del pH intracelular estaría ausente 

en los espermatozoides de esta especie.  

Pese a que son amplias las evidencias que apoyan la existencia de una alcalinización 

del citoplasma asociada a la capacitación, aún no se conoce en profundidad cómo el pH 

puede regular parámetros funcionales del espermatozoide tales como la HA o la RA. De 

todas formas, tal como se explicará a continuación, se sabe que Slo3 y CatSper, dos 

canales específicos del espermatozoide, son sensibles a cambios del pH. 

 

Incremento del Ca2+ intracelular 

Durante la capacitación, ocurre un aumento de la concentración intracelular de Ca2+ 

(Ruknudin y Silver, 1990, Baldi et al., 1991). La concentración de Ca2+ en el citoplasma 

del espermatozoide sería la resultante de los flujos existentes con el exterior de la célula y 

con los reservorios intracelulares (Darszon et al., 2011). El influjo de calcio a través de la 

membrana plasmática ocurre a través de CatSper (cation channel of sperm), el principal 

canal de Ca2+ del espermatozoide, el cual se ha demostrado que es esencial para la 

fertilidad no sólo utilizando modelos de ratones KO sino también analizando pacientes que 

carecen de este canal debido a mutaciones del gen correspondiente (Ren et al., 2001, 

Hildebrand et al., 2010, Smith et al., 2013). Pese a que la activación de CatSper es 

fundamental para el desarrollo de la HA (Ren, et al., 2001, Carlson et al., 2003), este tipo 

de motilidad requeriría, además, de la salida de Ca2+ de los reservorios intracelulares 

(Alasmari et al., 2013, Chang y Suarez, 2011). CatSper está compuesto por cuatro 

subunidades principales (CatSper1–4)     más     in o subuni    s  uxili r s (β  γ  δ  

ε  y δ)  que forman un canal sumamente complejo (Liu et al., 2007, Wang et al., 2009, 

Ren, 2010, Chung et al, 2017) localizado en la pieza principal del flagelo (Chung et al., 

2014, Chung et al., 2017) (Fig. 10). CatSper1, el primer miembro descripto de este canal, 

presenta un gran dominio N-terminal del lado citosólico, el cual es rico en residuos His y 

que actuaría como un sensor de pH (Ren et al., 2001, Lishko y Kirichok, 2010). En este 

sentido, CatSper es activado fuertemente por la alcalinización del citoplasma producida 

por Hv1 o sNHE, en espermatozoides humanos y murinos, respectivamente, los cuales se 

ubican en la misma región del flagelo (Lishko y Kirichok et al., 2010) (Fig. 11). Por otro 

lado, estudios electrofisiológicos permitieron determinar que CatSper es débilmente 

sensible al voltaje, activándose más en condiciones de despolarización, siendo en 

humano más marcada esta dependencia que en el ratón (Kirichok et al., 2006, Lishko et 
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al., 2010). Además, este canal es regulado fuertemente por unión de ligandos como la 

albúmina o la proteína CRISP1 en ratón (Xia y Ren, 2009, Ernesto et al., 2015). A 

diferencia de lo que ocurren en los espermatozoides de ratón, en humanos se ha 

observado que CatSper se activa fuertemente por progesterona (Lishko et al., 2011, 

Strunker et al., 2011) por un mecanismo que involucraría la degradación del 2AG (2-

araquidonilglicerol), un inhibidor endógeno de CatSper, por acción de la enzima ABHD2 

(α/β hydrolase domain-containing protein 2) (Miller et al., 2016). Más recientemente se ha 

demostrado que la actividad de CatSper en espermatozoides humanos puede ser 

modulada por otros esteroides endógenos tales como la testosterona o la pregnenolona, 

como así también por triterpenoides vegetales (Mannowetz et al., 2017).  

 

Figura 10. CatSper, principal canal de Ca2+ del espermatozoide, se ubica en la pieza 
principal (PP) del flagelo de espermatozoides murinos (A) y humanos (B), tal como se ve 
por inmunofluorescencia (verde). Los núcleos fueron teñidos en azul. MP: pieza media, H: 
Cabeza (C) Complejo formado por 4 subunidades que conforman el poro (1-4) y 5 
subunidades regulatorias. (D) Corte transversal del flagelo de espermatozoides murinos 
analizado por la técnica de microscopía de ultra-resolución (STORM) mostrando la 
distribución del complejo en cuadro costillas a lo largo del flagelo. (E) Esquema de la 
pieza principal en el que se ve la distribución de CatSper en la membrana plasmática de 
la pieza principal (Chung et al., 2017).  
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Además del influjo por CatSper, el Ca2+ podría ingresar en menor medida a la célula 

por canales operados por calcio (store operated calcium entry), tal como ORAI, 

intercambiadores de Na+/Ca2+, o canales TRP (transient receptor potential channels) tal 

como TRMP8 (Darszon et al., 2011) (Fig. 9). En cuanto a este último, 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 localización en la cabeza (Martinez-Lopez et al., 2011). Más aún, 

este canal se encuentra también en el flagelo, postulándose su participación en el 

desarrollo de la HA. Teniendo en cuenta que no se ha detectado corriente iónica a través 

de TRPM8 en espermatozoides epididimarios (Lishko et al., 2012, Zheng et al., 2013) en 

la actualidad se cuestiona la relevancia funcional de este canal en el espermatozoide 

maduro. 

 

Figura 11. Regulación del influjo de Ca2+ por pH. Esquema que representa la 
activación de CatSper por la alcalinización del citoplasma mediada por Hv1 en humano o 
NBC y sNHE en ratón (Lishko y Kirichok et al., 2010). 

 

Por otra parte, la expulsión de Ca2+ en el espermatozoide ocurre principalmente a 

través de PMCA4 (bombas de Ca2+ ATPasa isoforma 4) que en el flagelo del 

espermatozoide epididimario presenta dos variantes de splicing, 4a y 4b (Patel et al., 

2013). Los animales KO para esta proteína presentan espermatozoides epididimarios 

inmótiles con altas concentraciones de Ca2+ intracelular, demostrando la importancia de la 
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homeostasis de Ca2+ para la fertilidad de los machos (Okunade et al., 2004, Schuh et al., 

2004).  

Los espermatozoides no sólo regularían el Ca2+ citosólico a través de canales y 

bombas en la membrana plasmática, sino que, además, poseen reservorios intracelulares, 

presentes en la cabeza (acrosoma) y el cuello (envoltura redundante nuclear o RNE) que 

mediarían la homeostasis del Ca2+ (Fig. 9). Estos reservorios poseen canales de salida de 

Ca2+ tales como el receptor de inositol trifosfato (iP3) y los canales rianodínicos (RyR), en 

tanto que la entrada hacia los mismos estaría mediada por la bomba Ca2+-ATPasa retículo 

sarco/endoplasmática (SERCA o SPCA) (Darszon et al., 2011). Si bien aún resta dilucidar 

la relevancia de los reservorios intracelulares en la funcionalidad espermática, se sabe 

que existe una estrecha relación entre la regulación del Ca2+ mediada por los reservorios 

y por la membrana plasmática. Por un lado, el Ca2+ que entra desde el exterior de la 

célula puede inducir la activación de los canales RyR por un mecanismo conocido por 

CICR (calcium induced calcium release). Por otro lado, una bajada en los niveles de Ca2+ 

dentro de los reservorios sería sensada por la proteína STIM (stromal interaction 

molecule), la cual es capaz de inducir la apertura de canales en la membrana plasmática 

tales como ORAI, induciendo la entrada de Ca2+ desde el exterior celular. A este último 

mecanismo se lo llama entrada de Ca2+ inducida por los reservorios o SOCE (store 

operated calcium entry) (Darszon et al., 2011) (Fig. 9). 

 

Hiperpolarización 

El potencial de membrana de las células está determinado por la permeabilidad de la 

membrana a los iones presentes en el medio, principalmente los cationes Na+, K+ y Ca2+, 

y al anión HCO3
-, y a la concentración de los mismos a ambos lados de la membrana. Los 

cambios en la permeabilidad al Cl-, por su parte, no tendrían un efecto evidente en las 

variaciones de potencial. En este sentido, evidencias en la bibliografía indican que el 

potencial de membrana del espermatozoide en reposo es más despolarizado que el de 

otros tipos celulares (Zeng et al., 1995, Hernandez-Gonzalez et al., 2006) probablemente 

debido a su mayor permeabilidad al Na+ por la presencia de los canales de Na+ epiteliales 

(ENaC) que estarían normalmente abiertos en el espermatozoide en reposo (Hernandez-

Gonzalez et al., 2006). Por otro lado, el proceso de capacitación está acompañado de una 

hiperpolarización de la membrana (Zeng et al., 1995), ya que ocurre un aumento de la 

concentración intracelular de cargas negativas en comparación con el medio extracelular. 
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Si bien aún no es clara la regulación del potencial de membrana del espermatozoide 

durante la capacitación, existen diversas evidencias que sugieren que la hiperpolarización 

ocurriría debido a un aumento en la permeabilidad al K+. La salida de K+ a través de 

canales rectificadores sería responsable, en parte, de la hiperpolarización de la 

membrana asociada a la capacitación (Munoz-Garay et al., 2001, Acevedo et al., 2006) 

(Fig. 9). Resultados obtenidos en el modelo del ratón KO para el canal de K+ Slo3, 

indicaron que el mismo sería esencial para la ocurrencia de la hiperpolarización (Santi et 

al., 2010) y, a su vez, regularía la actividad de CatSper (Chavez et al., 2014). En 

humanos, aún es controversial cual es el canal de K+ responsable de la hiperpolarización, 

habiéndose postulado que sería tanto Slo3 (Sánchez-Carranza et al., 2015) como Slo1 

(Mannowetz et al., 2013). Esta controversia se basa en que la corriente de K+ detectada 

en espermatozoides humanos es sensible al pH, como Slo3, y al Ca2+, como Slo1. Por 

otro lado, es posible que se formen canales heterotetrámeros entre ambas proteínas que 

le confieran esta naturaleza dual (Miller et al., 2015). Más recientemente, se ha propuesto 

que Slo3 humana habría evolucionado adquiriendo sensibilidad al Ca2+ así como al pH 

(Geng et al., 2017). Si bien la relevancia hiperpolarización para la HA es aún poco claro, 

la dependencia del voltaje de canales críticos para la capacitación tales como CatSper o 

Hv1, sugiere que la misma tendría un rol importante en este proceso. Por otro lado, se ha 

reportado que la hiperpolarización es esencial y suficiente para la ocurrencia de la RA (De 

La Vega-Beltran et al., 2012). 

 

Reacción Acrosomal  

La RA es un evento exocitótico que permite la liberación regulada del contenido 

acrosomal del espermatozoide (Fig. 12) y tiene dos consecuencias que resultan 

fundamentales para la fertilización. Una de ellas es la exposición de moléculas intra-

acrosomales que permiten al espermatozoide penetrar las envolturas que rodean al 

ovocito, mientras que la segunda y no menos importante, es la adquisición de la 

capacidad fusogénica del segmento ecuatorial. 
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Figura 12. Reacción acrosomal. (A-B) Microfotografías de un espermatozoide de 
cobayo sin reaccionar (A) y reaccionado (B). ac: acrosoma. (C) Microfotografía de 
espermatozoides de hámster. Los dos espermatozoides ubicados en la porción inferior de 
la foto ya han comenzado la RA. Nótese la forma diferente de la cabeza de los 
espermatozoides de las dos especies (Yanagimachi 1994). 

 

La RA consiste en la vesiculización del capuchón acrosomal del espermatozoide, 

mediante un mecanismo similar al proceso de exocitosis observado en otras células del 

organismo. El proceso comienza con la fusión entre la membrana acrosomal externa y la 

membrana plasmática en múltiples puntos de la región acrosomal, con excepción del 

segmento ecuatorial. En los sitios de fusión, la membrana plasmática y la membrana 

acrosomal externa forman vesículas mixtas que se desprenden en un fenómeno conocido 

con el nombre de "pérdida del capuchón acrosomal". Entre las vesículas se crean poros 

por los que se libera el contenido del acrosoma. Al final de la RA, la membrana acrosomal 

interna se encuentra expuesta al medio extracelular, y adquiere continuidad con la 

membrana plasmática del segmento ecuatorial (Yanagimachi, 1994). Se denomina intacto 

a aquel acrosoma que no presenta ningún tipo de alteraciones en su morfología, 

modificado a aquel que presenta alteraciones morfológicas tales como hinchamiento o 

rugosidades, y reaccionado a aquel que presenta ya sea vesiculización del acrosoma o 

pérdida total del capuchón acrosomal (Fig. 13). 

A nivel molecular, los eventos que desencadenan la RA involucran a múltiples 

receptores presentes en la membrana plasmática del espermatozoide capacitado, los 

cuales reconocen a su ligando complementario (entre ellos, ZP3 y progesterona) 
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desencadenando la transducción de señales que produce el aumento del Ca2+ intracelular 

y de otros mensajeros secundarios tales como el cAMP. Como consecuencia de ello, se 

produce una serie de señales finamente reguladas que incluyen la activación de la 

cascada cAMP/EPAC, la acción de GTPasas Rab y Rap, la salida de Ca2+ del acrosoma 

y, finalmente, culmina con el ensamblado de la maquinaria de fusión (complejo SNARE) 

(Tomes, 2015, Belmonte et al., 2016) Asimismo, recientes evidencias señalan que el 

aumento del pH intra-acrosomal previo a la RA sería uno de los responsables tanto de la 

liberación de Ca2+ del acrosoma como de la activación de las proteasas sensibles a la 

alcalinización (Nakanishi et al., 2001, Chavez et al., 2017). 

 

Figura 13. Progresión de la RA. Se muestra un diagrama representando las etapas de 
la RA en la cabeza del espermatozoide de ratón. El de la izquierda representa un 
espermatozoide intacto y el resto, espermatozoides en diferentes estados de la RA. MP: 
membrana plasmática, MAI: membrana acrosomal interna, MAE: membrana acrosomal 
externa (Yanagimachi, 1994). 

 

Tradicionalmente, se pensaba que las enzimas contenidas dentro del acrosoma eran 

las encargadas de digerir tanto a la matriz extracelular de las células del cúmulus como a 

la ZP durante la RA, y permitir al espermatozoide abrirse camino hasta el ovocito 

(Yanagimachi, 1994). Esta hipótesis se vio modificada por evidencias demostrando que, al 

menos en el ratón, la RA ocurría, principalmente, cuando el espermatozoide contacta con 

la ZP (Saling y Storey, 1979, Wassarman et al., 1985), y que los espermatozoides 

reaccionados eran incapaces de penetrar el cúmulus (Talbot, 1985). Unos años más 

tarde, se confirmó que sólo los espermatozoides intactos eran capaces de unirse a la ZP. 

De acuerdo a este modelo, una vez unidos a la ZP, los espermatozoides sufrirían la RA, 
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produciéndose la liberación de los contenidos del acrosoma, los cuales serían importantes 

para la penetración de la ZP (Yanagimachi, 1994). Posteriormente, los Dres. Kim y Gerton 

(2003) propusi ron un mo  lo   nomin  o “    xo itosis   rosom l”   n  l qu  

replantearon el mecanismo de la RA y el papel de las moléculas acrosomales en la 

interacción con las cubiertas del ovocito (Kim y Gerton, 2003). Según estos autores, la RA 

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

la misma. Según este modelo, los espermatozoides no deben estar intactos para unirse a 

la ZP. A favor de esta teoría, más recientemente, se demostró que la mayoría de los 

espermatozoides que fertilizan a los ovocitos, comenzarían a reaccionar en el cúmulus 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 capuchón 

acrosomal, son capaces de fertilizar ovocitos con cúmulus y ZP in vitro (Inoue et al., 

2011). Más aún, tres grupos, independientemente, han observado que la gran mayoría de 

los espermatozoides de ratón que llegan al sitio de fertilización in vivo ya perdieron el 

acrosoma (La Spina et al., 2016, Muro et al., 2016, Hino et al., 2016). 

Además de ser importante para la penetración de la ZP, la RA sería un evento crucial 

para la fusión de las gametas. Los espermatozoides con acrosomas intactos pueden 

unirse al oolema pero son incapaces de fusionarse con la membrana plasmática del 

ovocito (Yanagimachi, 1994). Existen evidencias indicando que ciertas enzimas 

acrosomales como la acrosina y las metaloproteasas, liberadas durante la RA, afectarían 

a la membrana del segmento ecuatorial otorgándole fusogenicidad (Diaz-Perez et al., 

1988, Diaz-Perez y Meizel, 1992, Takano et al., 1993). A pesar de que este proceso aún 

no es del todo conocido, los mecanismos que están involucrados en la adquisición de la 

fusogenisidad parecerían involucrar tanto la acción de proteínas que modifican el 

citoesqueleto y las moléculas de la membrana plasmática así como una reorganización de 

las proteínas acrosomales y de la membrana plasmática (Cuasnicú et al., 2016) (Fig. 14). 
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Figura 14. Adquisición de la fusogenicidad del segmento ecuatorial (SE) durante la RA. 
Diagrama que representa diferentes proteínas del espermatozoide que estarían 
involucradas en la adquisición de la fusogenicidad del SE por alterar el citoesqueleto 
(como TSSK6, en naranja); o por modificar proteínas presentes en el SE (como acrosina 
en rojo o SPESP1 en azul oscuro) o por relocalizarse en el SE y participar en la fusión de 
gametas (como IZUMO1 en celeste, o CRISP1 en rosa, o CRISP2 en magenta) (Cuasnicú 
et al., 2016). 

 

Hiperactivación  

La HA es un patrón de motilidad característico descripto por primera vez en el hámster 

(Yanagimachi, 1969), que consiste en un movimiento flagelar vigoroso y observado tanto 

in vivo, en el sitio de la fertilización, como in vitro, en todas las especies estudiadas 

(Yanagimachi, 1994). El movimiento hiperactivado se caracteriza por un incremento en la 

velocidad, una disminución 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 et al., 1992, Suarez, 1996). El patrón de 

motilidad durante la HA es variable en las diferentes especies de mamíferos estudiadas 

(Fig. 15) y, en algunas de ellas, se observa a la cabeza de los espermatozoides trazar una 

figura que se asemeja a un ocho durante el estado hiperactivado (Yanagimachi, 1994). 

Se han sugerido varios roles potenciales para este tipo de motilidad. Por un lado, el 

espermatozoide hiperactivado penetra más eficientemente las sustancias visco-elásticas 

(Suarez, 1996). En ese sentido, hay que considerar que los espermatozoides deben 

penetrar el medio ambiente viscoso del fluido oviductal y, posteriormente, durante la 
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interacción con el ovocito, deben secuencialmente moverse a través de la matriz 

extracelular del cumulus oophorus y de la ZP. Por otro lado, la HA podría ayudar a los 

espermatozoides a ascender desde el oviducto al sitio de fertilización, permitiéndoles 

disociarse de la adhesión transitoria que establecen con el epitelio oviductal 

(Yanagimachi, 1994, Suarez, 1996). Además, debido a la mayor amplitud del movimiento, 

la HA aumentaría la probabilidad de encuentro entre los espermatozoides y el ovocito 

dentro de la ampulla (Yanagimachi, 1994).  

 

Figura 15. Hiperactivación. (A) Se representan los patrones de movimiento de un 
espermatozoide humano (Arriba) o de ratón (Abajo) progresivo o hiperactivado en un 
medio de baja viscosidad (Yanagimachi, 1994). (B) La HA sería 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 fertilización),y iii. para la penetración del 
cúmulus y la ZP (Darszon et al., 2011). 

 

Si bien se supone que la HA podría estar regulada por factores presentes en el tracto 

reproductor femenino en el momento de la fertilización, aún hoy no hay consenso 

respecto a la identidad de dichos factores. Asimismo, las cascadas de señales que 

regulan la HA tampoco han sido completamente descriptas, aunque se sabe que la 

alcalinización de los espermatozoides, el cAMP y el Ca2+ serían fundamentales para 

desencadenar dicho proceso. Por otra parte, se han descripto varias enzimas y canales 

que podrían estar involucrados en este proceso a juzgar por el hecho de que los ratones 

mutantes para dichos factores son incapaces de desencadenar el movimiento de HA tales 

como el canal CatSper y la enzima glicerol-3-fosfato dehidrogenasa (Ho et al., 2009, Kota 

et al., 2010, Buffone et al., 2012). En este sentido, en el espermatozoide humano, se ha 

postulado que la progesterona, y otros factores como prostaglandinas, estimularían a 

CatSper a medida que transita el tracto femenino (Lishko et al., 2011, Strunker et al., 

2011).  
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El proceso de fertilización 

Una vez que el espermatozoide se encuentra con el ovocito, se desencadena el 

proceso de fertilización, el cual, en mamíferos, ocurre generalmente en la ampulla del 

oviducto (Fig. 16A). El espermatozoide capacitado deberá atravesar las diferentes 

envolturas que rodean al ovocito (cumulus oophorus y ZP) para contactarse y fusionarse 

con la membrana plasmática del ovocito. Dicho proceso involucra interacciones célula-

matriz (espermatozoide-cumulus oophorus y espermatozoide-ZP) y célula-célula 

(membranas plasmáticas del espermatozoide y del ovocito), mediadas por moléculas 

presentes en ambas gametas, y culmina con la fusión de las membranas (Fig. 16B) que 

desencadena la activación del ovocito. Luego, comienza la formación delos pronúcleos 

masculino y femenino y la singamia para dar lugar al desarrollo del nuevo embrión. 

 

Figura 16. Fertilización (A) Se muestra un detalle del tracto femenino murino, 
indicándose las diferentes regiones del oviducto. Nótese los COC a través de la pared de 
ampulla (La Spina et al., 2016) (B) Dos modelos sobre la ocurrencia la RA. De todos 
modos, la fertilización involucra la penetración del cúmulus, la unión y posterior 
penetración de la ZP y, finalmente, la fusión de gametas (Okabe, 2013). 
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En la mayoría de las especies, el espermatozoide, una vez que atraviesa la unión 

útero-tubaria, se almacena en el isthmus hasta el momento de la ovulación. El epitelio del 

isthmus genera un microambiente que estabiliza al espermatozoide por un período de 

tiempo hasta que se desencadena la ovulación. Cuando esta última ocurre, ciertos 

factores femeninos estimulan la liberación del espermatozoide del reservorio. Este 

proceso ayuda a reducir el número de espermatozoides disponibles en el sitio de 

fertilización (la ampulla). Por otra parte, se han reportado evidencias de que los COC 

liberan sustancias quimioatractantes, como la progesterona, que ayudan al 

espermatozoide a movilizarse hacia la ampulla y localizar al ovocito (Guidobaldi et al., 

2012). 

 

Penetración del cumulus oophorus 

Como se describiera anteriormente, los componentes predominantes de la matriz del 

cúmulus son el ácido hialurónico y otros glicosaminoglicanos que le proveerían a dicha 

estructura celular las propiedades viscoelásticas que lo caracterizan. Por lo tanto, los 

espermatozoides que se aproximan al ovocito durante la fertilización deben avanzar a 

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

Aún existe controversia respecto a los mecanismos celulares y moleculares que tienen 

lugar durante la penetración del cúmulus. Algunas evidencias han sugerido que los 

espermatozoides poseerían hialuronidasas asociadas a la superficie de los mismos, y que 

estas enzimas serían las que ayudarían al pasaje a través del cúmulus (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 (Primakoff et al., 1985, Gmachl et al., 

1993, Lin et al., 1994, Cherr et al., 1996). La relevancia de esta proteína para la 

penetración del cúmulus ha sido replanteada en vista de que los ratones KO para SPAM1 

son fértiles a pesar de sufrir un retardo en la dispersión del cúmulus respecto de los 

animales controles (Baba et al., 2002). En ese trabajo, se reveló la presencia de otra 

proteína con actividad hialuronidasa denominada HYAL5, presente en las membranas 

plasmática y acrosomal de espermatozoides epididimarios de ratón. Los autores postulan 

la existencia de una redundancia en cuanto a la función de SPAM1 y HYAL5, por la cual 

HYAL5 estaría compensando la función de SPAM1 en los animales KO antes descriptos 

(Kim et al., 2005). Más aún, la reciente generación de ratones doble KO para SPAM1 y las 
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serin-proteasas TESP5 o ACR (acrosina) sugieren que ambas proteínas actuarían 

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

otra parte, el modelo de exocitosis acrosomal descripto anteriormente postula que, 

durante el avance de los espermatozoides hacia el ovocito, se produciría una liberación 

parcial de enzimas acrosomales, previa a la vesiculización completa del acrosoma, que 

sería responsable de degradar la matriz y permitir al espermatozoide avanzar entre las 

células del cúmulus. 

Por otra parte, si bien aún no se ha esclarecido, la HA, tal como se mencionara 

anteriormente, sería importante para que los espermatozoides puedan moverse a través 

de la matriz extracelular del cúmulus y lograr penetrarlo hasta, finalmente, llegar al 

ovocito. 

 

Interacción espermatozoide-ZP 

Luego de haber penetrado el cumulus oophorus, el espermatozoide se encuentra con 

la ZP a la cual se une por la interacción entre moléculas presentes tanto en la superficie 

del espermatozoide como en la ZP (Fig. 17A). 

Actualmente, existe controversia en lo que respecta a la penetración de la ZP. 

Basándose en evidencias provenientes de estudios en el ratón, se ha propuesto un 

modelo de adhesión entre el espermatozoide y la ZP que consta de dos etapas 

(Wassarman, 1988): 1) una unión primaria del espermatozoide intacto con la ZP, más 

específicamente con carbohidratos de ZP3, desencadenando así la RA, y 2) una unión 

secundaria del espermatozoide reaccionado, a través de ZP2. Sin embargo, este modelo 

ha sido cuestionado por otros autores que proponen un nuevo mecanismo de interacción 

entre el espermatozoide y una estructura supramolecular compuesta por ZP2 y ZP3, en 

lugar de la interacción con una única glicoproteína en particular (Rankin et al., 2003, 

Hoodbhoy y Dean, 2004). Observaciones más recientes muestran que sólo el estado de la 

ZP2 sería importante para penetrar la ZP. De esta manera, una ZP2 procesada impediría 

el paso del espermatozoide a través de la ZP, mientras que una ZP2 intacta facilitaría el 

paso (Avella et al., 2013, Avella et al., 2014). Más aún, tal como se mencionara 

anteriormente, las evidencias actuales apoyan la idea de que el espermatozoide llegaría 

reaccionado a interactuar con la ZP. 



Introducción 
 

48 
 

 

Figura 17. Interacción espermatozoide-ZP. (A) Microfotografía de espermatozoides 
unidos a la ZP de un ovocito de ratón (Wassarman, 2008). (B) Fotografía de microscopio 
electrónico de transmisión de la cabeza de un espermatozoide de hámster penetrando la 
ZP. PC: canal de paso del espermatozoide. Nótese los restos del capuchón acrosomal 
señalados con una flecha blanca (Yanagimachi y Philips, 1984). 

 

En cuanto a las moléculas del espermatozoide responsables de la unión con la ZP, se 

han sugerido algunas proteínas tales como SPAM1 (Myles y Primakoff, 1997, Yudin et al., 

1999) y proacrosina/acrosina (Lea et al., 1996, Crosby et al., 1998, Furlong et al., 2000). 

Los machos KO para SPAM1 resultaron fértiles (Baba et al., 2002) probablemente, por 

redundancia funcional con HYAL5 (Kim et al., 2005). En el caso de acrosina, estudios con 

animales KO han replanteado el papel de esta enzima en el proceso de fertilización ya 

que los machos carentes de esta proteína son fértiles (Baba et al., 1994). No obstante, 

una combinación de estudios posteriores a nivel genético, bioquímico y funcional apoya la 

hipótesis que la interacción proacrosina/acrosina con ZP2 sería importante para la unión 

del espermatozoide reaccionado a la ZP, postulando la existencia de otras proteasas que 

pudieran reemplazar a proacrosina/acrosina en los animales KO (Howes et al., 2001).  

La familia de proteínas denominada ADAM (a disintegrin and a metalloprotease 

domain), compuesta por alrededor de 40 miembros (Kim et al., 2006), posee tres 

miembros que habían sido originalmente postulados como mediadores del proceso de 

fusión espermatozoide-ovo ito: f rtilin  α/ADAM1 (form  o por 2 subuni    s: α y β)  

f rtilin  β/ADAM2 y  irit stin /ADAM3 (Ev ns  1999  Ok b   2013). A p s r    qu   l 

análisis de la fertilidad de ratones KO deficientes para ADAM1a (sólo presente en células 

germinales testiculares) ó ADAM2 indicó que los machos son infértiles (Cho et al., 1998, 

Nishimura et al., 2004), el fenotipo de los ratones fue inesperado y complejo. En ambos 
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casos, la infertilidad se debió a que los espermatozoides presentaban defectos en el 

transporte a través del oviducto. Por otro lado, ratones KO para ADAM1b resultaron 

fértiles (Kim et al., 2006). En cuanto a ADAM3, si bien los estudios previos in vitro (Evans, 

1999) postulaban a esta proteína como mediadora del proceso de fusión, los ratones 

macho KO exhibieron una capacidad de fusión normal pero resultaron infértiles debido a 

una unión deficiente entre los espermatozoides y la ZP (Shamsadin et al., 1999, 

Nishimura et al., 2001) y fallas en la migración de los espermatozoides en el oviducto 

(Yamaguchi et al., 2006). Por lo tanto, en base a todos los resultados obtenidos, se 

concluye que, por lo menos en el ratón, el heterodímero constituido por ADAM1b/ADAM2 

sería dispensable para el proceso de fertilización a nivel tanto de la migración de los 

espermatozoides a través del oviducto como de la unión espermatozoide-ZP, descartando 

muy posiblemente su participación en la fusión espermatozoide-ovocito (Stein et al., 

2004). Por otro lado, ADAM1a/ADAM2 sería esencial para la correcta localización de 

ADAM3 en la superficie del espermatozoide, y ADAM3 sería la molécula requerida para la 

unión espermatozoide-ZP (Kim et al., 2006). Más aún, se ha reportado que los 

espermatozoides KO para estas proteínas ADAMs tienen la capacidad de fertilizar 

ovocitos rodeados de cúmulus al inseminarlos directamente dentro de la ampulla, 

salteando la migración de la unión útero-tubaria, indicando que la etapa de unión a la ZP 

podría no ser importante en la interacción espermatozoide-ovocito in vivo (Okabe, 2013). 

La interacción entre el espermatozoide y la ZP continúa con la etapa de penetración de 

la ZP (Fig. 17B) para la cual se han propuesto dos hipótesis (Yanagimachi, 1994). Una de 

 ll s  l  hip t sis “ nzimáti  ”  sostiene que el pasaje a través de la ZP sería dependiente 

de la acción de enzimas presentes en el acrosoma. Según esta teoría, la mayoría de 

dichas enzimas serían liberadas sobre la superficie de la ZP durante la RA, provocando la 

hidrólisis de la porción de la ZP que rodea al espermatozoide y haciendo más permeable 

a la misma. Otras enzimas permanecerían unidas a la membrana acrosomal interna y 

serían las responsables de procesar a las moléculas de ZP2 a las que el espermatozoide 

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

  nomin    “m  áni  ”  propon  qu  l  ZP p rmitirí  l   xposi i n   l perforatorium, una 

estructura rígida que cortaría la ZP y que, conjuntamente la fuerza mecánica aportada por 

la HA, permitiría la penetración de la ZP. Esta hipótesis ha sido respaldada fuertemente 

por las características estructurales y funcionales de la cabeza de los espermatozoides de 

los mamíferos euterianos, incluyendo la rigidez del núcleo, la forma aplanada de la 

cabeza, el perfil filoso del perforatorium y la rigidez de la membrana acrosomal interna 
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(Bedford, 2004). Por otra parte, O'Rand y colaboradores (1986) han propuesto una 

hipótesis que involucraría ambos mecanismos. En primer lugar, el espermatozoide se 

asociaría a la ZP a través de una unión de alta afinidad (O'Rand et al., 1986), se 

produciría entonces la degradación de las moléculas de la ZP involucradas en esa 

interacción, dejando libres a las proteínas del espermatozoide que quedarían disponibles 

para interactuar con nuevas moléculas de la ZP. En este punto, jugaría un papel 

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

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

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

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

los poros de la misma (Baibakov et al., 2007). Sin embargo, nuevamente, esta teoría no 

tiene tanta aceptación actualmente debido a las nuevas evidencias que apoyan que la RA 

ocurriría previo a la llegada a la ZP. 

La interacción espermatozoide-ZP es, en general, especie-específica. Esto significa 

que un espermatozoide es capaz de unirse y penetrar sólo la ZP de un ovocito de la 

misma especie. Si bien se conoce la existencia de casos de mamíferos híbridos 

provenientes de dos especies diferentes (león y tigre, asno y caballo, entre otros), en 

general la reproducción interespecífica no tiene lugar ya sea por mecanismos 

comportamentales y anatómicos como por barreras celulares tal como la ZP (Hanada y 

Chang, 1972). Al respecto, en el modelo de animales quiméricos, donde ZP2 y ZP3 del 

ratón han sido reemplazadas por las proteínas humanas, se observó que los ovocitos 

provenientes de esos animales fueron fertilizados por espermatozoides de ratón pero no 

así de humanos, sugiriendo que los oligosacáridos unidos, más que la secuencia 

peptídica en sí misma, serían los responsables de la especie especificidad (Rankin et al., 

2003). Por otra parte, cada vez existe más consenso de que la unión a la ZP y la especie-

especificidad no están dadas por una sóla proteína sino por varias, concepto también 

apoyado por la observación de la agregación de varias proteínas que participan en la 

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

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

 

 

 

 



Introducción 
 

51 
 

Fusión del espermatozoide con el ovocito 

Una vez que el espermatozoide ha penetrado la ZP, rápidamente atraviesa el espacio 

perivitelino microambiente que contiene vesículas membranosas secretadas por el ovocito 

que serían capaces de interactuar con el espermatozoide y favorecerían su capacidad 

fusogénica (Miyado et al., 2008). A continuación, tiene lugar la fusión entre las 

membranas plasmáticas del espermatozoide y el ovocito. Sólo luego de la ocurrencia de 

esta fusión, un ovocito puede considerarse fertilizado. La fusión del espermatozoide con el 

ovocito comprende dos fases de interacción entre las membranas de ambas gametas: 

una primera de unión, y una segunda de fusión, propiamente dicha. Este proceso 

comienza con la unión de la cabeza del espermatozoide a la membrana plasmática del 

ovocito y, luego de un breve período que varía según la especie, se produce la fusión del 

segmento ecuatorial y una abrupta declinación o cesación del movimiento de la cola 

(Gaddum-Rosse, 1985). Finalmente, todo el espermatozoide es gradualmente 

incorporado al citoplasma del ovocito (Shalgi y Phillips, 1980). La parte posterior de la 

cabeza y la cola son incorporadas a través de un proceso de fusión de membranas, 

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

similar a la fagocitosis (Fig. 18 y 19). 

 

 

Figura 18. Fusión espermatozoide-ovocito. Se muestra un esquema de los eventos 
involucrados en el proceso de fusión de gametas. (A) Inicio de la interacción entre el 
segmento ecuatorial y el oolema, (B) Fusión de algunos puntos, (C) la membrana del 
ovocito rodea la parte anterior de la cabeza, (D) se incorpora el espermatozoide al 
ooplasma mediante fusión 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). 
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Los dominios de membrana involucrados en la fusión son restringidos en ambas 

células ya que no toda la membrana plasmática de las gametas es fusogénica. El ovocito 

de roedores se encuentra recubierto de microvellosidades en toda su superficie, con 

excepción de un área que coincide con la región que recubre al huso meiótico 

(Ebensperger y Barros, 1984) y a través de la cual, raramente, ocurre la fusión del 

espermatozoide (Johnson et al., 1975, Ebensperger y Barros, 1984). Esto podría deberse 

a que el segundo corpúsculo polar se forma y se libera por esta región luego de la 

fertilización, por lo cual el espermatozoide podría interferir con la correcta liberación del 

corpúsculo, o bien ser eliminado durante el proceso de extrusión. Si bien al asociarse al 

oolema, el espermatozoide entra en contacto con las microvellosidades, aún no se conoce 

si las mismas son esenciales para la ocurrencia de la fusión (Bedford, 1978). En el caso 

del espermatozoide, es aceptado que la membrana plasmática que cubre al segmento 

ecuatorial (SE) es la que primero se fusiona con el ovocito (Yanagimachi y Bhattacharyya, 

1988, Arts et al., 1993). La motilidad parecería no ser un requisito absoluto para la 

ocurrencia de la fusión ya que se ha demostrado que espermatozoides inmótiles o de muy 

baja motilidad son capaces de fusionarse con el ovocito. Sin embargo, recientemente, se 

ha propuesto que un tipo de motilidad sutil sería necesaria para estimular la fusión de las 

membranas (Ravaux et al., 2016). Por otro lado, la RA es un requisito fundamental para la 

ocurrencia de la fusión ya que solo luego de dicha reacción el segmento ecuatorial 

adquiere propiedades fusogénicas de modo que los espermatozoides no reaccionados 

(intactos) son incapaces de fusionarse con el oolema (Yanagimachi, 1994). 
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Figura 19. Fusión espermatozoide-ovocito. Se muestra un esquema temporal de los 
eventos involucrados en el proceso de fusión de gametas. En particular se muestran los 
cambios que suceden a nivel de las membranas de las gametas, del núcleo del 
espermatozoide y de las proteínas esenciales para la fusión. Las cámaras de foto y las de 
video indican si las observaciones correspondientes fueron hechas por microscopia en un 
momento dado o en tiempo real, respectivamente (Ravaux et al., 2016). 
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En cuanto a la especificidad de especie del proceso de fusión de gametas, la misma es 

menos restringida que para la penetración de la ZP. La fusión de gametas heterólogas es 

posible, en algunos casos, pero sólo con gametas provenientes de determinadas 

especies, y no siempre en ambas direcciones. Como ejemplo, los ovocitos de rata pueden 

ser penetrados heterólogamente por espermatozoides de ratón, pero los ovocitos de ratón 

no pueden ser penetrados por espermatozoides de rata (Yanagimachi, 1994). En el caso 

del ovocito de hámster, al remover la ZP, puede ser penetrado por espermatozoides de 

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

Si bien el proceso de fusión es un punto clave de la fertilización, es muy escasa la 

información disponible sobre los mecanismos moleculares involucrados en esta etapa. Al 

igual que ocurre para la unión a la ZP, la fusión está mediada por la interacción de 

moléculas complementarias localizadas en los dominios fusogénicos específicos de las 

membranas de ambas gametas. En cuanto a los componentes de la membrana del 

ovocito, las integrinas fueron las primeras moléculas postuladas como mediadoras del 

proceso de fusión, por tratarse de ligandos específicos de proteínas presentes en el 

espermatozoide y  involu r   s  n  st  pro  so. L  int grin  α6β1  un     l s 

principales en la superficie del ovocito, fue originalmente propuesta como la responsable 

de la unión espermatozoide-ovocito (Almeida et al., 1995, Bigler et al., 2000). Sin 

embargo, el hecho de que animales KO para esta integrina fueran fértiles, cuestionó la 

relevancia de esta proteína para la fertilización (Miller et al., 2000). Asimismo, la 

importancia de las integrinas para la fusión ha sido replanteada en vista de un estudio en 

el cual utilizando diferentes combinaciones de animales KO para integrinas y ensayos de 

fusión in vitro en presencia de anticuerpos, demostró que ninguna de las integrinas 

 ono i  s  n l  sup rfi i    l ovo ito (int grin  α2  α3  α5  α9  αV  β3 y β5) s rí   s n i l 

para este proceso (He et al., 2003). 

L   so i  i n  ntr  l  int grin  α6β1 y l  t tr sp nin  CD9  n l  m mbr n    l ovo ito 

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

fusión de membranas en otros sistemas celulares (Tachibana y Hemler, 1999), sugirió que 

CD9 también podría cumplir alguna función en el proceso de fusión de gametas. Esta 

hipótesis fue confirmada por el estudio de animales KO para CD9 (Kaji et al., 2000, Le 

Naour et al., 2000, Miyado et al., 2000), demostrando que las hembras mutantes son 

estériles y que sus ovocitos, a pesar de unirse a espermatozoides, son incapaces de 

fusionarse con los mismos. De acuerdo a estos resultados, CD9 sería una de las 
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moléculas del ovocito responsable del proceso de fusión entre el espermatozoide y el 

ovocito. Estos estudios fueron los primeros en identificar a una molécula del ovocito 

esencial para la fusión de gametas y para la fertilidad femenina. Resultados más recientes 

indicaron que CD9 generaría sitios específicos de adhesión que regularían la fusión 

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

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

involucrada en la formación de dichos complejos y sitios de adhesión (Wang et al., 2011). 

Además, se ha descripto que la proteína CD9 estaría presente en las vesículas 

membranosas secretadas por el ovocito y presentes en el espacio perivitelino las cuales 

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

gametas (Miyado et al., 2008). Luego de la fertilización, se observó que CD9 se desplaza 

de la zona por la cual se incorporó el espermatozoide (Ziyyat et al., 2006) (Fig. 19).  

Por otra parte, los animales KO para proteínas del ovocito unidas al oolema vía 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) también presentan ovocitos con la fusogenicidad altamente 

afectada (Alfieri et al., 2003). En este sentido, recientemente, se identificó a la proteína 

receptor de folato 4 (JUNO), la cual está anclada a la membrana del ovocito por GPI, y es 

esencial para la fertilización (Bianchi et al., 2014). Los autores observaron que la 

presencia de anticuerpos anti-JUNO bloqueaba la fertilización de ovocitos de ratón sin ZP. 

Asimismo, las hembras KO para esta proteína son infértiles y sus ovocitos presentan 

fallas en la interacción con la membrana del espermatozoide. Además, se observó que 

JUNO es liberada rápidamente del ovocito fertilizado contenida en vesículas, 

contribuyendo al mecanismo de bloqueo de polispermia (Bianchi et al., 2014). En este 

sentido, en los ovocitos activados partenogenéticamente mediante la exposición a 

compuestos farmacológicos, tal como el Sr2+, no se produce la salida de JUNO del interior 

celular.  

Respecto a las moléculas del espermatozoide implicadas en fusión existen estudios de 

proteínas que son relevantes para este proceso tales como las proteínas CRISP, sin 

embargo, hasta el momento solo IZUMO1 resultó ser completamente esencial para la 

fusión. La proteína IZUMO1, corresponde a un miembro de expresión testicular de la 

familia de inmunoglobulinas IgSF localizado en el acrosoma del espermatozoide (Inoue et 

al., 2005). La relevancia de esta proteína para la fertilidad y su rol en el proceso de fusión 

fueron confirmados mediante el análisis de los animales KO para IZUMO. Los machos 

mutantes son estériles debido a que tienen comprometida la capacidad fusogénica de sus 
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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 proteína IZUMO no se redistribuía 

correctamente (Sosnik et al., 2009). Recientemente, se logró identificar a la proteína 

JUNO, que actúa como receptor de IZUMO1 en la membrana del ovocito (Bianchi et al., 

2014) y sería esencial para la fertilización. Asimismo, la unión IZUMO1-JUNO estaría 

conservada en distintas especies de mamíferos tales como humano y cerdo. La 

interacción entre IZUMO1-JUNO sería de baja afinidad y ocurriría en los primeros pasos 

del proceso de fusión (pre-fusión, unos pocos segundos), que iniciaría la formación de un 

agregado molecular o clustering de alta afinidad y robusto entre ambas membranas 

formado por CD9 e IZUMO1. Por lo tanto, la correcta interacción entre las moléculas 

JUNO-IZUMO estaría fortalecida por la tetrasparina CD9 (Chalbi et al., 2014), la cual fue 

propuesta previamente como organizadora de las microdominios implicados en la fusión 

de membranas (Hemler, 2005). Más aún, recientemente, se ha demostrado que la 

proteína IZUMO de espermatozoides humanos tiene la capacidad de interactuar con la 

molécula JUNO presente en ovocitos de hámsters, siendo éste el posible mecanismo por 

el cual los ovocitos de dicha especie pueden ser penetrados y fusionarse con 

espermatozoides humanos (Bianchi y Wright, 2015). Luego de ocurrida la fusión, se 

observa una pérdida progresiva de la marca correspondiente a IZUMO1 (Satouh et al., 

2012) (Fig. 19). 

Finalmente, la participación de las proteínas CRISP en el proceso de fertilización será 

desarrollada en profundidad en una sección posterior de la introducción. 

Si bien, como se ha explicado, se han descripto proteínas de ambas gametas que son 

relevantes y/o esenciales para la etapa de fusión de gametas, ninguna de ellas es 

suficiente como para inducir la fusión de membranas (Wright y Bianchi, 2016). 

Recientemente se ha identificado a HAP2 de plantas como el primer fusógeno sexual, 

formando parte de una super-familia de proteínas conservadas a lo largo de la evolución 

denominadas Fusexinas (fusion proteins essential for sexual reproduction) (Valansi et al., 

2017). Esto abre la posibilidad de que el fusógeno aún no identificado en mamíferos 

pertenezca a dicha familia. 

En la Figura 20 se resumen los eventos más relevantes que ocurren en el tracto 

reproductor femenino desde la eyaculación hasta la fertilización del ovocito (Aitken y 

Nixon, 2013). 



Introducción 
 

57 
 

 

 

Figura 20. Los distintos eventos en el tracto femenino 1. Durante la eyaculación, los 
espermatozoides se liberan en el tracto genital femenino, las células se mueven 
progresivamente pero no están capacitadas. 2. Los espermatozoides transitan por el 
útero, iniciando la capacitación. 3. Los espermatozoides continúan con la capacitación 
hasta su llegada al oviducto, donde se genera un reservorio en la región del isthmus. Los 
espermatozoides se unen al epitelio del oviducto permaneciendo quiescentes hasta la 
llegada de la señal de la ovulación. 4. La cual genera nuevamente distintos cambios para 
finalizar el proceso de capacitación y desarrollar la HA, los espermatozoides se liberan del 
epitelio y finalmente, migran hacia la ampulla, el sitio de la fertilización. 5 y 6. Las células 
sufren la RA y penetran la matriz del cúmulusy la ZP.7. El último paso involucra la 
fertilización del ovocito (Aitken y Nixon, 2013). 

 

Activación del ovocito 

Luego de la fusión con el espermatozoide, el ovocito inicia una serie de eventos 

morfológicos y bioquímicos que llevan a la división celular y diferenciación, y formación de 

un nuevo individuo, denominado activación ovocitaria. Este proceso incluye eventos 

tempranos como la exocitosis de gránulos corticales, involucrada en la prevención de 

polispermia, y la reasunción de la meiosis; y eventos tardíos, entre los que se encuentran 

la extrusión del segundo corpúsculo polar, la descondensación de la cabeza espermática 

y el reclutamiento de mRNA (Yanagimachi, 1994, Raz y Shalgi, 1998). En mamíferos, el 

espermatozoide desencadena la activación del ovocito al gatillar una serie de oscilaciones 

de Ca2+ intracelular (Sanders y Swann, 2016). El factor que aporta el espermatozoide 
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responsable de inducir la activación del ovocito sería la fosfolipasa C zeta (PLCδ) (Nozawa 

et al., 2018) (Fig. 21). 

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

se encuentran los gránulos corticales, pequeñas organelas esféricas que contienen 

mucopolisacáridos y diversas enzimas (Ducibella, 1996). Pocos minutos luego de 

producida la fusión, más del 95% del contenido de los gránulos corticales ha sido liberado 

por exocitosis hacia el espacio perivitelino (Ducibella, 1991, Hoodbhoy y Talbot, 1994, 

Ducibella, 1996). Su función es modificar la ZP, como así también el oolema de forma tal 

de prevenir la polispermia. En este sentido, más recientemente, se describió que la 

proteína ovastacina presente en estos gránulos, estaría involucrada en el clivaje de ZP2, 

generando en consecuencia, la modificación en la ZP (Burkart et al., 2012). 

 

 

Figura 21. Activación del ovocito. Representación de las cascadas de señalización 
gatilladas por la fusión del espermatozoide que llevan a la exocitosis de los gránulos 
corticales (reacción cortical), la reasunción de la meiosis y la formación de los pronúcleos 
(Sanders y Swann, 2016). 

 

Luego de la fusión, se reinicia la meiosis, con la posterior liberación del segundo 

corpúsculo polar y transformación del complemento haploide en el pronúcleo femenino. 
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En tanto, el núcleo del espermatozoide se decondensa y se transforma en el pronúcleo 

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

pronúcleos han completado su desarrollo, migran al centro del ovocito, sus envolturas 

nucleares se desintegran y los cromosomas se unen (singamia) para dar lugar a la 

primera división mitótica. 

 

Familia de proteínas CRISP 

Como se mencionara anteriormente, una de las proteínas propuestas como 

mediadoras del proceso de fertilización es la proteína epididimaria CRISP1, identificada 

por nuestro grupo en la rata (Cameo y Blaquier, 1976) y primer miembro descripto de la 

familia de proteínas CRISP. 

Las CRISP (Cysteine-RIch Secretory Proteins), como su nombre lo indica, son 

proteínas secretorias ricas en cisteínas que se caracterizan por tener 16 cisteínas 

conservadas, 10 de las cuales se encuentran en el dominio C-terminal de la molécula 

llamado CRD (Cysteine Rich Domain) (Gibbs et al., 2008). Estudios de cristalografía 

indican que todos los miembros de la familia presentan una estructura general 

caracterizada por la presencia de dos dominios definidos: el ya mencionado CRD, de 

aproximadamente 6 kDa, y el N-terminal llamado Pathogenesis Related 1 (PR-1) o 

dominio CAP de aproximadamente 21 kDa (Guo et al., 2005; Gibbs et al., 2006, Gibbs et 

al., 2008). El CRD, a su vez, está compuesto por dos regiones el Hinge y el ICR (Ion 

cannel regulator). De acuerdo a las evidencias obtenidas hasta el momento, se ha 

sugerido que cada uno de estos dominios tendría funciones biológicas independientes. 

Mientras se ha encontrado que el dominio CRD de varias proteínas CRISP, a través de su 

región ICR, presentaría la capacidad de regular canales iónicos (Guo et al., 2005, Gibbs 

et al., 2006, Gibbs et al., 2011, Ernesto et al., 2015), las evidencias indican que el dominio 

N-terminal participaría en la interacción entre membranas (Maeda et al., 1999, Ellerman et 

al., 2006). Por otra parte, el dominio CRD se conecta a través del Hinge con el PR-1, no 

existiendo ningún otro contacto ente el PR-1 y el ICR (Gibbs et al., 2008) (Fig. 22). 
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Figura 22. Representación esquemática de los dominios estructurales de las proteínas 
de la familia CRISP y su relación con las funciones propuestas (Ellerman et al., 2006). 

 

Las proteínas CRISP pertenecen a su vez a una superfamilia denominada CAP 

(CRISP, Antigen 5, and Pathogenesis-Related) cuyos miembros están presentes desde 

procariotas hasta eucariotas y tienen en común al dominio CAP (Gibbs et al., 2008, 

Abraham y Chandler, 2017). Las proteínas CAP cumple funciones muy diversas 

incluyendo roles en reproducción, en defensa contra patógenos y toxicidad (Gibbs et al., 

2008). Sin embargo, a pesar de estar presentes en tan diversos organismos (Fig. 23), 

muy pocos miembros de la superfamilia han sido estudiados en relación a su función 

biológica. En este sentido, nuestro laboratorio ha llevado a cabo numerosos estudios para 

determinar la función de las proteínas CRISP de mamíferos durante el proceso de 

fertilización en distintas especies (revisión en Cohen et al., 2008, Da Ros et al., 2015). 
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Figura 23. Árbol filogenético demostrando la diversidad de las proteínas de la 
superfamilia CAP (Abraham y Chandler, 2017). 

 

La familia de proteínas CRISP surgió a partir de la adición del Hinge y del ICR al 

dominio CAP ancestral y se encuentra presente en algunos invertebrados tales como los 

insectos, y en toda clase de vertebrados (Abraham y Chandler, 2017). Hasta el momento, 

las especies de mamíferos que han sido estudiadas presentan entre 3 y 4 genes distintos 

que codifican para proteínas CRISP. Dichos genes presentan un alto grado de 

conservación entre ellos en comparación con sus homólogos de reptiles (Sunagar et al., 

2012). Si bien las relaciones evolutivas entre las CRISP de mamíferos aún se encuentran 

en debate, en un proyecto del Dr. Eduardo Roldán (Museo Nacional de Ciencias 

Naturales (CSIC), España), con el que nos encontramos actualmente colaborando, se 

estableció parte de la historia evolutiva de la familia (Fig. 24). 
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Figura 24. Esquema que indica la presencia de genes Crisp en diferentes especies de 
mamíferos, su localización en el genoma y porcentajes de identidad entre algunas de 
ellos. Los diferentes colores señalan los ortólogos directos (Arévalo et al., en revisión). 

 

Tal como se muestra en la Figura 24, únicamente en el ratón se encuentran presentes 

4 genes que codifican para proteínas CRISP (Crisp1-4). A continuación se realiza una 

descripción de cada una de las proteínas, manteniendo la nomenclatura histórica. 

 

Proteína CRISP1 

Como se mencionara anteriormente, la proteína CRISP1 ha sido identificada, 

caracterizada y purificada en nuestro laboratorio (Cameo y Blaquier, 1976, Garberi et al., 

1979, Garberi et al., 1982) utilizando, en primer lugar, a la rata como modelo. CRISP1 (32 

kDa), es una de las principales glicoproteínas secretadas por el epidídimo de rata, es 

sintetizada en forma andrógeno-dependiente (Kohane et al., 1983) y se asocia a los 

espermatozoides a medida que los mismos transitan por el epidídimo (Kohane et al., 

1980b; Kohane et al., 1980a). Resultados posteriores de nuestro grupo indicaron la 

existencia de dos poblaciones asociadas a la superficie del espermatozoide con 

afinidades diferentes: una población mayoritaria que se asocia en forma débil, y una 

fracción minoritaria que se asocia con alta afinidad (Cohen et al., 2000). Recientes 

resultados permitieron comprender mejor los mecanismos por los cuales las dos 

poblaciones de CRISP1 se asociarían a la membrana del espermatozoide durante la 

maduración epididimaria. Tal como se muestra en la Figura 25, en el caput epididimario, 

la proteína CRISP1 fuertemente unida a los espermatozoides provendría de la 
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trasferencia de la misma desde los epididimosomas (vesículas presentes en el fluido 

epididimario) (Maldera et al., 2006) (Fig. 25A). A medida que transitan por el epidídimo, 

los espermatozoides se expondrían a concentraciones cada vez mayores de CRISP1, la 

cual se uniría débilmente a la gameta por un mecanismo que involucra la formación de 

complejos entre la proteína y el zinc (Maldera et al., 2011) (Fig. 25B). De esta manera, el 

espermatozoide maduro presentaría ambas poblaciones de CRISP1 en su superficie (Fig. 

25C).  

 

Figura 25. Esquema de los mecanismos involucrados en la asociación de las dos 
poblaciones de CRISP1 al espermatozoide durante la maduración epididimaria. 

 

Durante la incubación de espermatozoides en condiciones capacitantes, se produce la 

liberación de una gran cantidad de CRISP1 (Kohane et al., 1980, Cohen et al., 2000), lo 

cual sugiere que esta proteína podría 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 inhibición 

tanto en la fosforilación de proteínas en residuos tirosina como en la ocurrencia de la RA 

inducida por progesterona, ambos fenómenos asociados con la capacitación. 

Si bien una proporción de CRISP1 se libera durante la capacitación, estudios de 

microscopia electrónica detectaron la permanencia de una población de la misma en 

espermatozoides reaccionados (Cohen et al., 2000). Posteriormente, se observó que, 

luego de la capacitación tanto in vitro como in vivo, la proteína CRISP1 migra de la región 

dorsal de la cabeza del espermatozoide hacia el segmento ecuatorial (Rochwerger and 
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Cuasnicu, 1992, Fig. 26A). Considerando que sólo las proteínas que permanecen en el 

espermatozoide luego de la capacitación y/o RA pueden estar involucradas en la 

interacción con el ovocito, en nuestro laboratorio se realizaron diversos estudios con el fin 

de investigar la posible participación de CRISP1 en la interacción de gametas. La 

exposición de espermatozoides de rata a anticuerpos anti-CRISP1 previo a la 

inseminación intrauterina produjo una disminución significativa en los porcentajes de 

ovocitos fertilizados (Cuasnicu et al., 1984). Este resultado constituyó la primera evidencia 

de la posible participación de CRISP1 en el proceso de fertilización. Estudios posteriores 

demostraron que la presencia de CRISP1 purificada durante la co-incubación de 

espermatozoides y ovocitos de rata sin ZP provocaba una disminución significativa del 

porcentaje de ovocitos penetrados. La presencia de CRISP1 no afectó, sin embargo, la 

unión inicial de los espermatozoides al oolema, indicando que la proteína participaría en 

un evento posterior a la unión de las gametas y conducente a la fusión de las membranas 

(Rochwerger and Cuasnicu, 1992). Estos resultados sugerían la existencia de sitios de 

unión para CRISP1 en la membrana del ovocito, los cuales fueron detectados mediante 

experimentos de inmunofluorescencia indirecta en toda la superficie del ovocito, 

exceptuando un área negativa correspondiente a la membrana plasmática que recubre el 

huso meiótico y por la cual, raramente, ocurre la fusión (Figura 26B). 

 

Figura 26. Localización de la proteína CRISP1 sobre el espermatozoide y de sus sitios 
complementarios en el ovocito. (A) Esquema de la cabeza de un espermatozoide de rata 
en donde se distinguen la región dorsal (RD) y el segmento ecuatorial (SE) (a). 
Microfotografía de la cabeza de un espermatozoide de rata con marca fluorescente para 
CRISP1 en la región dorsal (b), y el segmento ecuatorial (c). (B) Microfotografías de un 
ovocito de rata sin ZP con marca fluorescente correspondiente a los sitios de unión para 
CRISP1. Se muestran dos planos focales del mismo ovocito. La flecha indica el área 
negativa (Rochwerger and Cuasnicu, 1992). 
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Estudios posteriores, utilizando la proteína CRISP1 nativa deglicosilada, la proteína 

recombinante expresada en un sistema procariótico una serie de fragmentos 

recombinantes, indicaron no sólo que los carbohidratos no serían esenciales para el rol de 

la proteína en fusión (Ellerman et al., 2002) sino también que la región comprendida entre 

los aminoácidos 114-158 del dominio PR-1 mantendría la actividad biológica de la 

proteína completa. Un hallazgo muy interesante fue el hecho de que esta secuencia de 45 

aminoácidos contuviera los dos motivos característicos de la familia CRISP, denominados 

Signature1 y Signature2 (Fig. 27). El uso de péptidos sintéticos correspondientes a estos 

dominios (P1 y P2, respectivamente) en ensayos de IFI y de fertilización in vitro indicó que 

P2, pero no así P1, era capaz de unirse a la superficie del ovocito e interferir con la fusión 

de gametas. En conjunto, estos resultados indicaron que CRISP1 se uniría al ovocito a 

través de una región de 12 aminoácidos altamente conservada de la familia CRISP, 

correspondiente al Signature2 (Ellerman et al., 2006). Según nuestro conocimiento, ésta 

fue la primera vez que se describió un rol funcional para un motivo de la familia CRISP, y 

que se logró delimitar la actividad de una proteína CRISP a una región tan pequeña. 

 

 

Figura 27. Signatures 1 y 2 de la familia de proteínas CRISP. Se muestran las 
secuencias de los Signatures de las proteínas CRISP1 de rata (rat CRISP1), CRISP2 y 
CRISP3 de ratón (mouse CRISP2-3), stecrisp de levaduras, helotermina de anfibios, Ag5 
de insectos (Allergen 5) y PR-1 de plantas. Los asteriscos marcan los aminoácidos 
idénticos en todas las secuencias (Ellerman et al., 2006). 

 

Tal como se mostrara en la Figura 24, la proteína CRISP1 de rata presenta alta 

homología con la proteína CRISP1 de ratón (Mizuki y Kasahara, 1992, Haendler et al., 

1993). Resultados de nuestro laboratorio han demostrado que CRISP1 murina se 

encuentra presente en la superficie del espermatozoide y también participa en el proceso 

de fusión espermatozoide-ovocito (Cohen et al., 2000, Da Ros et al., 2008). Más aún, 

ensayos de IFI mostraron la existencia de sitios complementarios para la proteína en la 
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región fusogénica del ovocito murino, tal como previamente se había observado para la 

rata (Cohen et al., 2000). Más allá de la participación de CRISP1 en la etapa de fusión de 

gametas, estudios posteriores realizados tanto en rata como en ratón, demostraron que la 

co-incubación de espermatozoides y ovocitos rodeados de ZP en presencia ya sea de 

anti-CRISP1 o de proteína CRISP1 nativa, produjo una disminución significativa en el 

porcentaje de ovocitos fertilizados (Busso et al., 2007a). Ensayos posteriores en los 

cuales se evaluó el efecto de anti-CRISP1 y CRISP1 en el número de espermatozoides 

unidos por ovocito indicaron que la proteína participaría en el paso inicial de unión del 

espermatozoide a la ZP. Por otro lado, si bien la presencia de la proteína CRISP1 

recombinante también inhibió significativamente la fertilización, en este caso se produjo 

un aumento en el número de espermatozoides perivitelinos, indicando que existía un 

bloqueo a nivel del oolema sin efectos sobre la etapa de interacción con la ZP. Ensayos 

de IFI indicaron que mientras CRISP1 nativa era capaz de unirse al oolema y a la ZP (Fig. 

28), la proteína recombinante sólo se unía al oolema, sugiriendo que la glicosilación y/o la 

conformación de CRISP1 serían importantes para su unión a ZP. En conjunto, estos 

resultados indicaron que CRISP1 cumpliría una doble función en la interacción de 

gametas, participando tanto en la etapa de fusión como de la interacción espermatozoide-

ZP (Busso et al., 2007a). 

 

 

Figura 28. Localización de los sitios complementarios a CRISP1 en el ovocito. 
Microfotografías de un ovocito de ratón con ZP con marca fluorescente correspondiente a 
los sitios de unión 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 et al., 2007a). 
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Por otro lado, se ha descripto una proteína humana denominada ARP o hCRISP1 

(Kratzschmar et al., 1996, Hayashi et al., 1996) con altos niveles de homología con 

CRISP1 de rata. hCRISP1 también se encuentra unida al espermatozoide humano y 

participa en la unión del mismo a la ZP y en la fusión de gametas (Cohen et al., 2001, 

Maldera et al., 2014). Pese a que hCRISP1 sería en realidad el ortólogo directo de 

CRISP4 de ratón y de rata (ver Fig. 24), al momento de nombrar a la proteína humana no 

se había identificado a CRISP4 de roedores. De todos modos, las evidencias sugieren 

que hCRISP1 cumpliría el papel de homólogo funcional tanto de CRISP1 como de 

CRISP4 de roedores. 

Además de su participación en el proceso de fertilización, CRISP1 resultó relevante 

para la fertilidad a juzgar por experimentos indicando que la inmunización activa de ratas 

hembras y machos con CRISP1 era capaz de producir anticuerpos específicos contra la 

proteína como así también una inhibición significativa de la fertilidad en ambos sexos 

(Cuasnicú et al., 1990, Perez Martinez et al., 1995). Estudios posteriores indicaron que 

dicho efecto ocurriría a través de un mecanismo específico que involucra la entrada de los 

anticuerpos al tracto reproductivo, su asociación a los espermatozoides, y la posterior 

inhibición de su capacidad fertilizante sin provocar efectos patológicos (Ellerman et al., 

1998). Posteriormente, se demostró que la proteína CRISP1 recombinante también era 

capaz de generar una respuesta inmune en ratas tanto machos como hembras, 

resultando en una disminución significativa de la fertilidad de los animales (Ellerman et al., 

2008). Estos resultados confirmaron la relevancia de CRISP1 para la fertilidad de un 

individuo como así también el potencial uso de esta proteína para el desarrollo de 

métodos de regulación de la fertilidad. En este sentido, en nuestro grupo también 

evaluamos si la inmunización con hCRISP1 recombinante generaba una respuesta 

inmune específica en primates no humanos, observándose una respuesta inmune 

específica en monos de ambos sexos. Los sueros inmunes fueron capaces de reconocer 

a la proteína nativa de mono (mARP) tanto en extractos proteicos de espermatozoides por 

western blot, como sobre espermatozoides frescos por IFI. Además, ensayos de ELISA e 

IFI indicaron que los anticuerpos anti-hCRISP1 no sólo se encontraban presentes en el 

plasma seminal sino también unidos a los espermatozoides provenientes de animales 

inmunizados con hCRISP1, sin observarse efectos sobre el número, morfología y 

motilidad de dichos espermatozoides, excluyendo así posibles efectos deletéreos de la 

inmunización (Ellerman et al., 2010). Estos resultados sugieren que los anticuerpos anti-

hCRISP1 estarían involucrados en inmuno-infertilidad abriendo la posibilidad de utilizar a 
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la proteína hCRISP1 para el desarrollo de métodos de regulación y diagnóstico de la 

fertilidad.  

Con el fin de investigar más profundamente la relevancia de CRISP1 para la fertilidad, 

en el laboratorio se generó una línea de ratones KO para dicha proteína. La estrategia 

utilizada fue interrumpir el gen Crisp1 murino mediante recombinación homóloga (para 

más inform  i n v r s   i n “Anim l s g néti  m nt  mo ifi   os”    l  intro u  i n). 

De esta manera, se logró establecer una colonia de animales KO con un fondo genético 

mixto (129/SvEvxC57B/6) que constituyen los primeros animales KO producidos para una 

proteína de la familia CRISP.  

El fenotipo de los animales carentes de CRISP1 mostró 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 análisis de diversos parámetros 

funcionales de los espermatozoides reveló que si bien los mismos presentaban una 

motilidad, viabilidad y RA normal, exhibían una marcada disminución en el nivel de pTyr, 

evento clave dentro del proceso de capacitación (Da Ros et al., 2008) así como en los 

porcentajes de HA (Weigel Muñoz et al., en revisión). Además, los machos de una nueva 

colonia KO para Crisp1 con fondo genético homogéneo C57BL/6 presentaron defectos en 

otros parámetros tales como la motilidad y la RA acrosomal inducida (Weigel Muñoz, 

2013). 

En relación a la capacidad fertilizante, se observó que los espermatozoides de los 

animales carentes de CRISP1, ya sea de fondo genético homogéneo o híbrido, 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 cúmulus. Sin 

embargo, al remover estas células, los espermatozoides KO mostraron una capacidad 

fertilizante significativamente menor que los controles, sin acumulación de 

espermatozoides en el espacio perivitelino, apoyando la participación de CRISP1 en la 

interacción espermatozoide-ZP. Más aún, en concordancia con el rol propuesto para la 

proteína en la etapa de fusión de gametas, los ensayos de fertilización in vitro utilizando 

ovocitos sin ZP mostraron una disminución significativa en la capacidad fusogénica de los 

espermatozoides mutantes (Da Ros et al., 2008). Para explorar la posibilidad de que otras 

proteínas CRISP estuvieran compensando la ausencia de CRISP1, se investigó el efecto 

inhibitorio in vitro tanto de la proteína CRISP1 de rata como de otras proteínas CRISP en 

la capacidad fusogénica de espermatozoides KO. La idea de estos experimentos radicaba 
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en que, si la presencia de la proteína CRISP soluble inhibía aún más la capacidad 

fusogénica del espermatozoide KO, dicho espermatozoide se estaría uniendo, 

probablemente, al mismo sitio complementario de CRISP1 en el oolema, pero a través de 

otra proteína del espermatozoide. El hallazgo de que las proteínas CRISP1 y CRISP2 

pero no así la proteína hCRISP1, redujeran significativamente aún más la capacidad 

fusogénica de los espermatozoides KO, apoyó la idea de que otra proteína homóloga a 

CRISP1, y con un S2 muy similar (Fig. 27), tal como CRISP2 estaría involucrada en la 

fusión de gametas, cooperando funcionalmente con CRISP1. Tampoco se puede 

descartar que CRISP3 o CRISP4 se encontraran también compensando la falta de 

CRISP1. 

Por último, recientes resultados obtenidos mediante registros electrofisiológicos en 

espermatozoides de ratón indican claramente que la proteína CRISP1 sería capaz de 

regular canales TRPM8 así como a CatSper (Ernesto et al., 2015), siendo de esta forma 

CRISP1 el primer inhibidor fisiológico descripto para el principal canal de Ca2+ del 

espermatozoide. Más aún, se observaron menores niveles de Ca2+ intracelular en 

espermatozoides expuestos a CRISP1 a través de mediciones de microscopía 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 iónicos (Gibbs et al, 2008). En conjunto, los 

resultados nos han llevado a proponer que mientras la población de CRISP1 fuertemente 

unida al espermatozoide participaría en la interacción con el ovocito a través del dominio 

PR-1, la proteína CRISP1 débilmente unida al espermatozoide que se libera durante la 

capacitación cumpliría un rol como factor decapacitante regulando canales de Ca2+ 

TRPM8 y CatSper, muy probablemente, a través del dominio CRD. Incluso, esta actividad 

reguladora de canales podría estar modulando la orientación del espermatozoide en las 

cercanías del ovocito ya que se ha detectado expresión de CRISP1 en diferentes tejidos 

del tracto femenino e incluso en las células del cúmulus (Ernesto et al., 2015). 

 

Proteína CRISP2 

En al año 1987, se reportó la identificación de una secuencia en el cromosoma 17 de 

ratón de expresión testicular (Kasahara et al., 1987), cuyo producto resultó tener una alta 

homología con la proteína de rata CRISP1 (Kasahara et al., 1989). La secuencia 

codificante predecía una proteína secretoria rica en residuos Cys en su porción C-
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terminal, a la que se denominó 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 años, la proteína ha sido identificada en varias especies y con un alto grado 

de conservación de secuencia aminoacídica entre ellas (Hardy et al., 1988, Maeda et al., 

1998  O’Bry n  t  l.  1998  K s h r   t  l  1989  Gi s   t al., 2002). Más aún, se ha 

demostrado que CRISP2 es la única CRISP que se expresa, mayoritariamente, en el 

testículo, no está glicosilada y cuya expresión no se encuentra regulada por andrógenos 

(Gibbs et al., 2008).  

Casi en forma simultánea a la identificación del gen Crisp2, se identificó a una proteína 

en cobayo que, posteriormente, resultó corresponder al homólogo de CRISP2 en esa 

especie (Hardy et al., 1988; Foster y Gerton, 1996; Kasahara et al., 1989). Los resultados 

de ese trabajo postulaban que dicha proteína, denominada AA1 (autoantigen 1) (25 kDa), 

se encontraba localizada en el acrosoma y estaba involucrada en la aparición de auto-

anticuerpos contra el espermatozoide en un modelo de orquitis experimental, por lo que 

se postuló que la misma sería un agente causante de orquitis autoinmune (Hardy et al., 

1988; Foster and Gerton, 1996). Si bien los autores reportaron que la presencia de 

anticuerpos anti-AA1 no afectaba los porcentajes de fertilización in vitro de cobayo, se 

sugirió que la especificidad y abundancia de AA1 indicaban que la proteína debería ser 

funcionalmente importante para el espermatozoide. En un trabajo posterior, se confirmó, 

por microscopía electrónica, la localización de AA1 en el interior del acrosoma del 

espermatozoide maduro de cobayo (Hardy et al., 1991). Como fuera mencionado 

anteriormente, casi diez años después del primer trabajo en el que se describe a AA1, su 

clonado y secuenciación permitieron determinar que la misma correspondía al homólogo 

de la proteína testicular CRISP2 cuyo gen había sido ya descripto en ratón y humano 

(Foster y Gerton, 1996; Kasahara et al., 1989). En ese trabajo, además de mostrar que 

AA1 correspondía a CRISP2 de cobayo, se determinó su expresión en células 

espermatogénicas (Foster y Gerton, 1996; Hardy et al., 1988). 

Aproximadamente en la misma época que se postulaba a CRISP2 como uno de los 

componentes mayoritarios del acrosoma en el cobayo, un trabajo proveniente de otro 

laboratorio la proponía como una de las proteínas estructurales de las fibras densas de la 

cola en la rata (O'Bryan et al., 1998). En ese trabajo, se aisló a CRISP2 de una biblioteca 

de expresión de testículo de rata mediante un anticuerpo generado contra proteínas 

totales de las fibras densas, por lo que se propuso que la misma correspondería a una de 
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las proteínas mayoritarias de dicha estructura. En un trabajo publicado posteriormente, los 

mismos autores detectaron a CRISP2 en el acrosoma y la cola de rata por microscopía 

electrónica, y sugirieron que la proteína podría estar involucrada en la conformación y la 

función de ambas estructuras (O'Bryan et al., 2001). Por otra parte, CRISP2 fue localizada 

en la superficie de las células espermatogénicas en el testículo (Maeda et al., 1998), 

postulándose su participación en la interacción de dichas células con las de Sertoli 

(Maeda et al., 1999) a través de su dominio PR-1. Experimentos de hibridización in situ en 

ratón, determinaron que CRISP2 se expresaba, al igual que en el cobayo, en células 

espermatogénicas haploides (Mizuki et al., 1992). Los autores de ese trabajo sugirieron 

que CRISP2 se encontraba localizada en el acrosoma ya que, si bien la proteína tenía un 

péptido señal característico de las proteínas secretorias, el hecho de que se expresara en 

células incapaces de realizar procesos secretorios como lo son las espermátides, indicaba 

que la misma sería transportada a la vesícula acrosomal en ese tipo celular.  

Muchos años después, se demostró que la región ICR del dominio CRD de la proteína 

CRISP2 recombinante era capaz de regular el flujo de Ca2+in vitro a través de la 

modulación de canales rianodínicos de células musculares (Gibbs et al., 2006) en forma 

análoga a otras CRISP aisladas del veneno de ciertos reptiles (Yamazaki and Morita, 

2004). El mismo grupo, en los últimos años, ha descripto varias proteínas capaces de 

interactuar con CRISP2 en diferentes compartimentos del espermatozoide, incluyendo el 

flagelo, entre las cuales se encuentran SHTAP (sperm head and tail associated protein), 

MAP311 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 11) y GGN1 (gametogenetin 1) 

(Gibbs et al., 2007; Jamsai et al., 2008; Jamsai et al., 2010). Si bien se ha demostrado 

que la unión de CRISP2 a estos ligandos es estabilizada por la región denominada Hinge 

del dominio CRD, hasta el momento se desconoce la relevancia de dichas interacciones. 

Además, tal como se mencionara, se ha descripto que CRISP2 es capaz de interactuar 

con estructuras del citoesqueleto tal como las fibras densas de la cola en el 

espermatozoide de rata (O’Bry n  t  l., 2001) 

A lo largo de los últimos años, nuestro grupo ha realizado diversos estudios con el fin 

de investigar la posible participación de CRISP2 en la interacción de gametas. Mediante 

ensayos de extracción proteica y de inmunofluorescencia indirecta, se observó que tanto 

en el ratón como en el humano, CRISP2 es una proteína acrosomal que se mantiene 

asociada al segmento ecuatorial del espermatozoide luego de la RA (Busso et al., 2005, 

Nimlamool et al., 2013) (Fig. 29A). Asimismo, demostramos que la presencia de 
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anticuerpos anti-CRISP2 durante la co-incubación de espermatozoides y ovocitos de ratón 

con ZP, provocaba una disminución significativa del porcentaje de ovocitos penetrados 

con un aumento en el número de espermatozoides perivitelinos, sugiriendo que CRISP2 

participaría en la etapa de fusión de gametas en el ratón pero no así en la etapa previa de 

interacción con la ZP. En concordancia con dicho resultado, la proteína CRISP2 

recombinante purificada fue capaz de unirse específicamente al oolema de los ovocitos de 

ratón (Fig. 29B) (Busso et al., 2007b). En el caso de CRISP2 humana, observamos que 

los anticuerpos específicos contra esta proteína eran capaces de inhibir la penetración de 

ovocitos de hámster por espermatozoides humanos (Busso et al., 2005). 

 

 

Figura 29. Localización de la proteína CRISP2 en los espermatozoides y de sus sitios 
complementarios en el ovocito. (A) Microfotografías de la cabeza de un espermatozoide 
humano con marca fluorescente para CRISP2 en la región acrosomal de un 
espermatozoide fresco (panel izquierdo), y en el segmento ecuatorial de un 
espermatozoide reaccionado (panel derecho). Nótese además la marca en la región del 
cuello y la cola. (Busso et al., 2005). (B) Microfotografías de campo claro (panel izquierdo) 
y de fluorescencia (panel derecho) de un ovocito de ratón con ZP con marca fluorescente 
correspondiente a los sitios de unión de CRISP2 en el oolema (Busso et al., 2007b). 

 

La localización similar para los sitios de unión de CRISP1 y CRISP2 en la superficie de 

los ovocitos de roedor nos llevó a estudiar si cada proteína tenía un sitio de unión 

particular o si ambas compartían un único sitio en el oolema. Los resultados de estos 

ensayos indicaron que, en condiciones in vitro, CRISP1 y CRISP2 compiten por los 

mismos sitios en el ovocito (Busso et al., 2007b). Si bien estos resultados podrían deberse 

a la utilización de las proteínas en solución, lo cual tal vez no refleje la situación real de 
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cada proteína sobre el espermatozoide en cuanto a cantidad, localización y afinidad por el 

sitio, también abren la posibilidad de que la unión de CRISP1 y CRISP2 al mismo receptor 

tenga una relevancia fisiológica para la fusión. En este sentido, la comparación de las 

secuencias de CRISP1 y CRISP2 reveló que estas proteínas comparten 10 de los 12 

aminoácidos del S2, dominio en el que, tal como se mencionara anteriormente, se 

encontraría el sitio activo de CRISP1 para su rol en fusión (Ellerman et al., 2006). Más 

aún, como ya fuera mencionado, los estudios de fertilización in vitro realizados en el 

modelo de animales KO para Crisp1 mostraron que la presencia de CRISP2 durante la 

co-incubación de gametas disminuye significativamente la penetración de ovocitos sin ZP 

por dichos espermatozoides (Da Ros et al., 2008), apoyando la existencia de mecanismos 

de compensación entre estas proteínas. En el caso de la rata, los estudios realizados 

utilizando la proteína recombinante de ratón indicaron que CRISP2 es capaz de unirse al 

oolema de ovocitos de rata, y que esa asociación sería funcional ya que fue capaz de 

impedir la fusión de los espermatozoides a los ovocitos (Weigel Muñoz et al., 2012). 

Más allá de su participación en la interacción de gametas, CRISP2 parecería ser 

relevante para la fertilidad de un individuo a juzgar por el hecho de que se han detectado 

anticuerpos anti-CRISP2 en pacientes inmuno-infértiles con anticuerpos anti-

espermatozoides en el plasma seminal (Domagala et al., 2007). Sin embargo, ensayos de 

inmunización de ratas con CRISP2 realizados en nuestro laboratorio demostraron que la 

presencia de anticuerpos anti-CRISP2 en circulación no sería suficiente para producir un 

defecto en la fertilidad (Weigel-Muñoz et al., 2012), posiblemente debido a la naturaleza 

intracelular de CRISP2, lo cual iría en contra de las evidencias en los pacientes inmuno-

infértiles. Por otro lado, se han encontrado rearreglos cromosómicos en la región donde 

se ubica el gen de Crisp2 asociados con infertilidad en tres hermanos y en otros tres 

hombres no relacionados (Paoloni-Giacobino et al., 2000; Olesenet al., 2001). Más aún, 

se hallaron menores niveles de la proteína CRISP2 y alteraciones en su localización en 

hombres infértiles con azoospermia o oligoastenoteratozoospermia (Du et al., 2006) o 

astenozoospermia (Jing et al., 2011). Más recientemente, un estudio retrospectivo 

demostró que una disminución en la expresión de CRISP2 correlacionaba con una menor 

motilidad progresiva y una mala morfología de los espermatozoides (Zhou et al., 2015). 

Estas evidencias sugieren que los defectos en fertilidad de los pacientes con expresión 

aberrante de CRISP2 podrían ser consecuencia de una menor funcionalidad de los 

espermatozoides. 
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Proteína CRISP3 

El tercer miembro de la familia CRISP fue originalmente identificado en la glándula 

salival del ratón, donde se observó que el promotor del gen presentaba dos elementos de 

respuesta a andrógenos (Schwidetzky et al., 1995). A continuación, describieron la 

expresión del mensajero de CRISP3 en las células linfoides pre-B en el ratón (Pfisterer et 

al., 1996), y más recientemente, detectaron su expresión en diversos órganos, incluyendo 

órganos reproductivos (como la próstata y el útero) e inmunológicos (como el timo y el 

bazo) (Reddy et al., 2008, Evans et al., 2015). Posteriormente, se identificó una 

glicoproteína de aproximadamente 28 kDa homóloga a CRISP2 en la matriz de los 

gránulos de los neutrófilos humanos. Casi simultáneamente, se caracterizó la expresión y 

distribución de los mensajeros que codifican para CRISP1, CRISP2 y CRISP3 en los 

tejidos humanos observando que CRISP3 presentaba la más amplia distribución en su 

expresión, encontrándose predominantemente en glándula salival, páncreas y próstata, y 

en menor proporción en el epidídimo, ovario, timo y colon (Kratzschmar et al., 1996). A 

pesar de que las nuevas evidencias indican que CRISP3 humana sería más cercana a 

CRISP1 de ratón (Fig. 24), el hecho de que CRISP3 de ambas especies compartieran un 

patrón de expresión más amplio, que involucra órganos del sistema inmunológico, llevó a 

considerarlas homólogas funcionales. 

En el caballo, CRISP3 originalmente denominada HSP-3, es una proteína abundante 

del plasma seminal (aproximadamente 1 mg/ml) que se produce, principalmente, en la 

ampolla del conducto deferente y en las vesículas seminales (Magdaleno et al., 1997). 

CRISP3 equina no se encuentra glicosilada y se mantiene unida a la región post-

acrosomal y pieza media de los espermatozoides (Magdaleno et al., 1997). Al respecto, 

en un análisis de SNPs (single nucleotide polymorphism, polimorfismo de nucleótido 

único) del gen de CRISP3 equina, los autores identificaron tres polimorfismos asociados a 

infertilidad en los machos, no encontrándose ninguna asociación entre la fertilidad y los 

polimorfismos de los genes de CRISP1 y de CRISP2 (Hamann et al., 2007). En el 

humano, CRISP3 se encuentra en altas concentraciones en saliva y plasma seminal, y en 

menor medida en plasma sanguíneo y sudor. En todos los fluidos, se encuentran dos 

formas de la proteína 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 et al., 2002). Se ha observado que tanto en plasma sanguíneo como en el 

plasma seminal, CRISP3 se encuentra formando un complejo con las proteínas α1β-
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glicoprotein y MSP (β-microseminoprotein), respectivamente (Udby et al., 2004, Udby et 

al., 2005). Si bien la importancia de dichas interacciones se desconoce, se ha observado 

la existencia de una interacción específica de alta afinidad entre MSP y el dominio PR-1 

de la proteína CRISP3 (Gibbs et al., 2008). Por otra parte, se ha descripto la expresión de 

CRISP3 en el epitelio secretor de todo el tracto reproductor masculino, desde el testículo 

hasta la próstata. De forma curiosa, si bien se detectó una altísima expresión en el cauda 

epididimario, no encontraron diferencias en la concentración de CRISP3 en el plasma 

seminal de los pacientes vasectomizados respecto a los controles. En base a ello, los 

autores sugieren que la mayor fuente de CRISP3 en el plasma seminal serían los órganos 

que se encuentran posteriores al epidídimo (Udby et al., 2005). Recientes evidencias 

aportadas por nuestro laboratorio indican que CRISP3 se encuentra presente en los 

espermatozoides eyaculados y se mantiene unido a los mismos incluso después de la 

reacción acrosomal (Da Ros et al., 2015). Pese a que estas evidencias sugieren que la 

proteína CRISP3 también podría estar participando en el proceso de fertilización, no se ha 

logrado inhibir la fusión de gametas al incubar a los espermatozoides humanos con un 

anticuerpo anti-CRISP3 (Da Ros et al., 2015). Por otro lado, el rol de CRISP3 en la unión 

de los espermatozoides con la ZP aún no fue estudiado y, en este sentido es interesante 

mencionar que se ha propuesto que la proteína MSP, que interactúa con CRISP3, 

participaría en esta etapa de la fertilización (Anahi et al., 2008, Manaskova-Postlerova et 

al., 2011). 

 

Proteína CRISP4 

Al igual que CRISP1, la proteína epididimaria CRISP4 se une a los espermatozoides 

de rata y ratón durante la maduración epididimaria (Jalkanen et al., 2005; Nolan et al., 

2006) y es capaz de inhibir canales de Ca2+ del tipo TRPM8 (Gibbs et al., 2011). Las 

primeras evidencias sobre la relevancia funcional de CRISP4 surgieron cuando dos 

grupos de investigadores en forma independiente desarrollaron animales KO para esta 

proteína (Gibbs et al., 2011; Turunen., et al. 2012). El análisis fenotípico de los machos 

KO para Crisp4 mostró que los mismos producían espermatozoides con una deficiente 

capacidad para unirse a la ZP y sufrir la RA en respuesta a progesterona (Gibbs et al., 

2011; Turunen et al., 2012). Además, el agregado de CRISP4 recombinante a 

espermatozoides wild type (WT) es capaz de revertir el efecto inhibitorio del mentol, 

inductor del canal TRMP8, sobre la RA inducida por progesterona (Gibbs et al., 2011). 
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Actualmente, nuestro laboratorio cuenta con una tercera línea de ratones KO para 

CRISP4 desarrollada en un fondo genético diferente a las dos colonias anteriores. El 

análisis del fenotipo de esta nueva colonia en nuestro laboratorio confirmó que los 

espermatozoides carentes de CRISP4 son incapaces de sufrir la RA inducida por 

progesterona y reveló nuevos roles de la proteína tanto en la regulación de la fosforilación 

de proteínas en tirosina como en la etapa de fusión de gametas (Carvajal et al, 2015). Sin 

embargo, al igual que los animales KO para CRISP1, los animales KO para CRISP4 de 

las tres colonias desarrolladas resultaron fértiles, apoyando una vez más nuestra hipótesis 

de la existencia de mecanismos de compensación entre proteínas CRISP homólogas 

durante el proceso de fertilización.  

 

La familia CRISP en el proceso de fertilización 

Por todo lo expuesto hasta aquí, se sabe que las proteínas CRISP escoltan a los 

espermatozoides durante su tránsito por el tracto reproductivo del macho y de la hembra 

(Fig. 30). Al salir del testículo, los espermatozoides contienen CRISP2 dentro del 

acrosoma y en la cola. Durante el tránsito epididimario CRISP1, CRISP3 y CRISP4 se 

asocian a la superficie de los mismos. CRISP3 incluso puede unirse durante la 

eyaculación. En el tracto femenino, la población débilmente unida de las proteínas se 

liberan parcialmente, en tanto que las poblaciones intracelulares o las fuertemente unidas 

relocalizan al segmento ecuatorial de los espermatozoides reaccionados. En cada etapa 

de la fertilización participa más de una proteína CRISP (Fig. 28) apoyando la existencia de 

una redundancia funcional y de una cooperación entre ellas para asegurar el éxito de la 

fertilización.  
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Figura 30. Participación de las proteínas de la familia CRISP en el proceso de 
fertilización (Da Ros et al., 2015).  
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Animales genéticamente modificados 

La manipulación genética ha jugado un rol clave en el estudio de la reproducción, 

sobretodo, considerando que la expresión de los genes necesarios para la fertilidad suele 

ser altamente específica de las gónadas lo cual elimina la necesidad de modelos 

condicionales (Young et al., 2015). Por otro lado, el uso de animales KO por grupos que 

investigan en otras áreas de la biología propició el descubrimiento accidental de genes 

relevantes para la fertilidad (Inoue et al., 2007, Ikawa et al., 2010). En las últimas 

décadas, se generaron líneas de ratones KO para más de la mitad de los genes de esta 

especie (Young et al., 2015), y tan solo en 2003 se estimaba que 2,300 genes eran 

relevantes para la espermatogénesis, sin considerar la maduración espermática, la 

capacitación ni la fertilización (Schultz et al., 2003).  

La generación de ratones KO tuvo auge a partir de la década de 1980, tras haber sido 

descriptas y establecidas las células madre embrionarias pluripotenciales (células ES) de 

la masa interna del blastocisto (Robertson et al., 1986). A partir de esto, se demostró que 

un gen de interés puede ser específicamente interrumpido por medio de recombinación 

homóloga en células ES (Capecchi, 1989, 2005), convirtiéndose así en una herramienta 

poderosa para el estudio de la función de genes en ratones. Brevemente, esta técnica 

consiste en transfectar in vitro las células ES con un vector que tiene como objetivo 

dirigirse al gen blanco y producir la mutación deseada en el genoma de la célula ES. 

Luego, solo aquellas células con la modificación son obtenidas a través del empleo de 

algún agente de selección y, posteriormente, son inyectadas dentro de blastocistos. Estos 

últimos son transferidos a hembras receptoras y dan lugar a crías quiméricas, de las 

cuales, en algunas de ellas, la línea germinal habrá sido originada por las células ES 

modificadas. Por lo tanto, luego de realizar 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 años. 

A principios del 2013, comenzó a utilizarse una revolucionaria técnica biotecnológica 

denominada CRISPR/Cas9, que permite la modificación del genoma de una forma mucho 

más rápida y sencilla (Wang et al., 2013), y que es aplicable a diversas especies (Hsu et 

al., 2014). Este novedoso método es un sistema de edición génica adaptado del sistema 

de defensa contra patógenos de la bacteria Streptococcus pyrogenes para poder ser 

utilizado en células de mamíferos (Gasiunas et al., 2012). CRISPR (Clustered Regulatory 

Interspaced Short Palindromic Repeats) funciona en conjunto con una endonucleasa Cas 
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(CRISPR-associated 9) (Young et al., 2015). Si bien están descriptos tres sistemas 

CRISPR diferentes, el más utilizado es el de tipo II ya que se asocia con una sola 

endonucleasa, la Cas9 (Cong et al., 2013, Jinek et al., 2012, Mali et al., 2013). El sistema 

adaptado está compuesto por la endonucleasa y un ARN guía (sgARN) que le otorga 

especificidad de secuencia a la Cas9. Este complejo, entonces, recorre el genoma hasta 

encontrar un sitio de 20 nucleótidos que debe ser reconocido por el sgARN seguido de 

una secuencia consenso (NGG) o PAM (protospacer adjacent motif) (Mali et al., 2013). 

Entonces, tanto el sgARN como el mARN correspondiente a la Cas9 son transcriptos in 

vitro y microinyectados en el citoplasma de cigotas, en donde reconocen al sitio blanco 

produciendo una ruptura de la doble hebra del ADN (DSB, double strand break) debido a 

la actividad endonucleasa del complejo (Wang et al, 2013). Este daño es corregido por el 

sistema NHEJ de reparación endógeno de la célula (nonhomologous end joining) que 

introduce pequeñas inserciones o deleciones (indels) al azar, las cuales pueden producir 

cambios en el marco de lectura del gen y la aparición de codones stop prematuros (Ran et 

al., 2013, Fig. 31). Alternativamente, si un oligonucleótido con homología con el sitio 

blanco es co-inyectado en las cigotas, entonces ocurre una reparación basada en 

homología (HDR, homology directed repair) que resulta en mutaciones más específicas 

(Ran et al., 2013, Fig. 31). Finalmente, las cigotas son transferidas a hembras receptoras 

analizándose el genotipo de las crías. Debido a la eficiencia de la mutagénesis, se pueden 

obtener animales KO incluso en la primera generación. Sin embargo, dado que los 

animales obtenidos de la microinyección pueden tener diferentes grados de mosaicismo 

(Zhu et al., 2014), resulta prudente trabajar con animales de generaciones subsiguientes. 

 

Figura 31. Representación esquemática del funcionamiento del sistema 
CRISPR/Cas9. 
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El uso de ratones KO no sólo ha contribuido al mejor conocimiento del proceso de 

fertilización (Okabe, 2015), sino que ha dejado en evidencia la alta redundancia entre 

genes relacionados a la reproducción (Klinovska et al., 2014, Young et al., 2015). Esta 

redundancia funcionales entre podría deberse a que el espermatozoides, tal como se 

mencionara, carece de maquinaria de síntesis y, por lo tanto, debe valerse únicamente de 

las proteínas que carga consigo. En este sentido, el uso de animales KO ha brindado 

numerosas evidencias acerca de la existencia de mecanismos de compensación entre 

proteínas expresadas en el tracto reproductor masculino. En el año 2010, Kawano y 

colaboradores (Kawano et al., 2010) publicaron un trabajo mostrando que, en tanto que 

los KO individuales son fértiles, la falta conjunta de las proteasas acrosomales ACR y 

PRSS21 produce subfertilidad en los machos debido a deficiencias en la penetración del 

cumuluso ophorus y la ZP. Consistentemente, un trabajo posterior mostró que si la falta 

de la hialuronidasa SPAM1 se combinaba con la de ACR o de PRSS21, se observaba una 

menor penetración del cúmulus con respecto a los simples KO (Zhou et al., 2012). Por 

otro lado, ha sido demostrado que los ratones deficientes en nueve proteínas de la familia 

   l s β-defensinas eran infértiles, lo cual estaba asociado a defectos en la motilidad de 

sus espermatozoides, a pesar de que los simples KO no tenían un fenotipo evidente 

(Dorin, 2015). Posteriormente, se vio que solo los doble KO (DKO) para dos genes que 

codifican para proteínas que se unen al citoesqueleto de la cola (ROPN1 y ROPN1L) 

presentan alteraciones en la motilidad de los espermatozoides (Fiedler et al., 2013). 

También debido a serios defectos en la motilidad, los ratones deficientes en dos proteínas 

activadoras del proteasom   PA28γ y PA200  son infértil s     if r n i     los simpl s KO 

(Huang et al., 2016). Otro caso interesante es el de los machos DKO para 

adrenoreceptores-α1A y purinor   ptor s-P2X1 que presentan fallas en el transporte de 

los espermatozoides durante la eyaculación y, por lo tanto, resultan infértiles (White et al., 

2013), no observado en los KO individuales. Más recientemente, se reportó la generación 

de los KO simples para los factores determinantes del sexo (Zfy1 y Zfy2), siendo los 

machos fértiles, en tanto que los machos DKO resultaron infértiles por fallas en la 

espermatogénesis y la fertilización (Nakasuji et al., 2017).  

Hasta el desarrollo de la técnica de CRISPR/Cas9, la obtención de animales 

deficientes en más de una proteína era posible mediante la cruza de los animales simples 

KO. Sin embargo, esta metodología tiene el impedimento de que si los genes de interés 

se encuentran muy cercanos en el cromosoma, la frecuencia de recombinación entre ellos 

será muy baja y, por lo tanto, muy baja la probabilidad de obtener los animales múltiples 
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KO. Actualmente, es posible mutar más de un gen en simultáneo de forma más sencilla y 

rápida, mediante CRISPR/Cas9 (Wang et al., 2013). En resumen, la técnica de 

CRISPR/Cas9 no solo representa una revolucionaria metodología de generación de 

ratones KO para el estudio de la función de genes, como así también para establecer la 

interacción existente entre varios genes.  
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En base a lo expuesto hasta aquí, el objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido 

estudiar la relevancia de la familia de proteínas CRISP para la fertilización y la 

fertilidad masculina en mamíferos. Para ello, nos planteamos diferentes objetivos 

específicos que se detallan a continuación.  

Tal como se mencionara anteriormente, la proteína testicular CRISP2 se encuentra 

presente en espermatozoides y participa en la fertilización en roedores y humanos, 

más específicamente en la etapa de fusión de gametas. Asimismo, existen evidencias 

que sugieren una asociación entre los niveles de expresión de esta proteína e 

infertilidad en humanos. Considerando estos antecedentes, y con el fin de investigar si 

el rol de CRISP2 en fertilización se encuentra asociado a los defectos en fertilidad de 

los pacientes, nos planteamos como primer objetivo específico de esta Tesis estudiar 

la relevancia de CRISP2 para la fertilidad a través del empleo de ratones 

knockout para Crisp2 (Capítulo 1). 

Dado que se encontraron menores niveles de CRISP2 en pacientes con defectos 

en la motilidad espermática, y teniendo en cuenta que CRISP2 es capaz de regular 

canales de Ca2+, nos planteamos como segundo objetivo de esta Tesis dilucidar si la 

falta de CRISP2 podría ocasionar dichas fallas en la motilidad a través de una 

desregulación del Ca2+ intracelular de los espermatozoides humanos (Capítulo 2).  

Por último, dada la fertilidad normal de los ratones simples KO para Crisp1 y Crisp4 

que apoya la existencia de mecanismos de compensación entre los diferentes 

miembros de la familia, nos planteamos como tercer objetivo  de esta Tesis analizar la 

fertilidad de animales deficientes en más de una proteína CRISP 

simultáneamente (Capítulo 3).  
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Animales 

Para los ensayos descriptos en esta Tesis, se utilizaron ratones de la línea KO para 

CRISP2 y CRISP4 generados por los Dres. M. Okabe y M. Ikawa (Universidad de 

Osaka, Japón) en un background genético mixto C57BL/6N y DBA/2J (Brukman et al., 

2016).  A través de apareos entre estos KO se obtuvieron los animales DKO 

deficientes en CRISP2 y CRISP4 simultáneamente y luego, mediante la técnica 

CRISPR/Cas9 (ver más adelante), se obtuvieron los animales deficientes en más de 2 

miembros de la familia CRISP.  Para todos los estudios de fertilidad y fertilización se 

utilizaron ratones machos adultos de 3 a 12 meses y hembras de entre 21 días y 6 

meses. Los animales fueron mantenidos bajo ciclos de 12 hs de luz y 12 hs de 

oscuridad en el bioterio del Instituto de Biología y Medicina Experimental (IBYME) 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 National Institutes of Health (NIH, EEUU). Los 

protocolos empleados cuentan con la aprobación del Comité de Bioética del IBYME. 

 

Materiales específicos 

Para los ensayos descriptos en esta Tesis se utilizaron los siguientes reactivos: 

 Inhibidores y drogas: H89 (inhibidor de PKA, Calbiochem), Ethyleneglycol-bis(2-

aminoethylether)-N,N,N,N’ tetraacetic acid (EGTA, quelante de Ca2+, Sigma), ionóforo 

de Ca2+ (A23187, Sigma), Ionomicina (transportador de Ca2+, Sigma), progesterona 

(inductor de la RA, Sigma), PF431396 (inhibidor de PYK2, Sigma), tapsigargina 

(inhibidor de la bomba SERCA, Sigma), HC-056456 (inhibidor de CatSper, VitasMLab), 

monensina (ionóforo de protones, Sigma), anandamida (activador de Hv1, Sigma), 

Fluo-4, AM (sensor de Ca2+, Invitrogen), DiSC3(5) (sensor del potencial de membrana, 

Invitrogen) y BCECF-AM (sensor de pH, Invitrogen).  

Anticuerpos: anti--tubulina (1/5000, clone D66, Sigma), anti-fosfotirosina (α-pY, 

1/4000, clone 4G10, Upstate Biotechnology), anti-CRISP1 (1/1000; #AF4675; R&D), 

anti-CRISP4 (1/1000; #AF5017; R&D), anti-CRISP2 (1/1000 para western blot, 1/100 

para 3D STORM #AF2575, Proteintech) y suero anti-CRISP2 (1/50 para 

inmunofluorescencias, Weigel Muñoz et al., 2012). Como anticuerpos secundarios se 

utilizaron: anti-IgG de conejo acoplado a peroxidasa (1/4000, Vector Laboratories), 

anti-IgG de ratón acoplado a peroxidasa (1/4000, Vector Laboratories), anti-IgG de 

cabra acoplado a peroxidasa (1/4000, Santa Cruz), anti-IgG de oveja acoplado a 

peroxidasa (1/4000, Sigma), anti-IgG de rata acoplado a FITC (1/100, Sigma) y anti-

IgG de conejo acoplado a Alexa Fluor 647 (1/1000, Sigma). 
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Obtención de espermatozoides 

Ratón: Para la obtención de espermatozoides epididimarios, los animales adultos 

fueron sometidos a eutanasia, los epidídimos expuestos a través de un corte 

efectuado en la región escrotal. Una vez liberados de grasa y sangre el cauda 

epididimario fue sumergido en medio de capacitación (ver más adelante) obteniéndose 

los espermatozoides mediante cortes del mismo.  

Humano: Los espermatozoides humanos se obtuvieron de muestras de semen de 

donantes sanos (cuyas características seminales iniciales concordaban con el criterio 

de normalidad de la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2010) o de pacientes 

que asistieron a la clínica de reproducción asistida CEGYR. En todos los casos, se 

solicitó un período de 48 hs de abstinencia sexual previo a la donación de la muestra y 

la firma del consentimiento informado. 

 

Capacitación de espermatozoides  

Ratón: La obtención y capacitación de espermatozoides de ratón se realizó en el 

medio de Fraser y Drury (Fraser y Drury, 1975), suplementado con 0,3 % m/v BSA (en 

los experimentos que se realizaron en ausencia de HCO3Na, se utilizó el medio 

Whitten con similar composición que el anterior pero con el agregado de 10 mM de 

HEPES) (Wertheimer et al., 2008). Los caudas epididimarios fueron cortados en 3 

puntos y colocados en una gota de 300 µl del medio de incubación en una cápsula 

bajo aceite por un período de 10 min a 37°C y 5 % v/v CO2 para permitir la dispersión 

de las células (swim out). La capacitación fue llevada a cabo en gotas de 300 µl de 

medio bajo aceite a una concentración final de 0,1-1,0 x 107 espermatozoides/ml, y las 

células fueron incubadas por un período de 90 min a 37°C y 5 % v/v CO2 en una 

estufa con gaseo automático.  

Humano: Los espermatozoides humanos fueron seleccionados mediante las 

técnicas de swim-up o centrifugación en gradiente, según cada caso. Para el swim-up, 

luego de la licuefacción, el semen fue colocado en el fondo de un tubo cónico de 15 ml 

conteniendo 1 ml de medio Biggers, Whitten, Whittingham (BWW, sin HCO3Na) 

(Biggers, 1971) e incubado durante 1 h a 37°C y 5 % v/v CO2 en una estufa con gaseo 

automático. Los espermatozoides mótiles recuperados de la superficie del medio luego 

de 1 h. Alternativamente, 1 ml de semen fue colocado sobre una capa de 1 ml de 40 % 

de densidad (PureCeption®) en un tubo cónico de 15 ml y centrifugado a 300 x g por 

20 min, recuperándose los espermatozoides del fondo (Tamburrino et al., 2015). En 

todos los casos, los espermatozoides fueron lavado y diluidos en BWW (conteniendo o 
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no 25 mM de HCO3Na y 0,5 % m/v de BSA) a una concentración final de 0,5-1,0 x 107 

células/ml e incubados por 6 hs a 37°C, en una atmósfera de 5 % v/v CO2.  

 

Evaluación de la fertilidad 

Cada ratón macho fue colocado al menos dos veces en apareo con 1 o 2 hembras 

adultas por los tiempos detallados en cada caso, determinándose diferentes 

parámetros asociados a la fertilidad, tales como el porcentaje de hembras preñadas, el 

número de crías por camada y el tiempo transcurrido hasta la preñez.  

 

Vasectomía unilateral 

Los machos fueron anestesiados mediante una inyección intraperitoneal de 

xilacina/ketamina (10:100 mg/kg). De un lado del animal, se realizó una incisión en el 

abdomen, exponiéndose el vas deferens. Luego de atar el extremo proximal del vas 

deferens, se removió una porción de 1 cm del mismo, colocándose nuevamente los 

tejidos en el interior del animal y cerrando la incisión. Los ensayos de fertilidad fueron 

realizados luego de 2 semanas post-cirugía para permitir la recuperación del animal y 

antes de las 8 semanas post-cirugía para evitar la producción de anticuerpos anti-

espermatozoides (Judd et al., 1997). 

 

 

Determinación del ciclo estral de las hembras y superovulación  

El estadio del ciclo estral en ratones hembra fue determinado cada mañana a través 

del análisis de extendidos vaginales (Caligioni, 2009). Las células epiteliales de la 

vagina fueron colectadas en 30 µl de PBS, transferidas a portaobjetos y examinadas 

bajo microscopio óptico. Los diferentes estadios (proestro, estro, metaestro y diestro)  

fueron clasificados basados en la proporción de los distintos tipos celulares (leucocitos 

y células epiteliales cornificadas o nucleadas). Para la estimulación de la ovulación, las 

hembras adultas fueron tratadas con una inyección de 5 UI de gonadotrofina coriónica 

equina (PMSG) en el día del proestro (Zhu et al., 2012) (para estudios de fertilización 

in vivo) o en cualquier estadio del ciclo (para estudios in vitro), seguida, a las 48-72 hs, 

por una inyección de 5 UI de gonadotrofina coriónica humana (hCG). Alternativamente, 

hembras pre-púberes fueron sujetas al protocolo de superovulación para estudios in 

vivo e in vitro, según se especifica en cada caso. 
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Ensayos de fertilización in vivo 

Cada ratón macho fue colocado en apareo por 18 hs con una hembra la noche del 

pro-estro (Nakamura et al., 2011) o  con una hembra superovulada luego de la 

inyección con hCG. En ambos casos, el éxito del apareo fue confirmado por la 

presencia de tapón vaginal. Los ovocitos fueron recuperados del oviducto (por 

punción), fijados en paraformaldehído 2 % v/v en PBS, lavados, expuestos a 10 µg/ml 

de Hoescht 33342, montados en portaobjetos. Los ovocitos fueron considerados 

fertilizados cuando se observó al menos una cabeza de espermatozoide 

decondensada o dos pronúcleos en el citoplasma evaluado bajo microscopio de 

epifluorescencia Nikon Optiphot (Nikon) (x200). En algunos casos, se evaluó la 

fertilización por la formación de embriones de dos células luego de una incubación de 

18 hs, utilizando una lupa esteresocópica (x20 - x60). El porcentaje de fertilización se 

calculó como el número de ovocitos fertilizados sobre el total (%). 

 

Obtención de extractos proteicos 

Los órganos de los ratones fueron homogeneizados en buffer de lisis frío (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 Tritón X-100, 5 mM de MgCl2, 10 mM de HEPES, 0,2 mM de fluoruro 

de fenilmetilsulfonilo (PMSF) en PBS, pH 7,2). Luego de 30 min de incubación en 

hielo, las muestras fueron centrifugadas a 15000 x g por 20 min a 4ºC y una alícuota 

del sobrenadante diluida en buffer de siembra (Tris-HCl 50 mM pH 6,8 conteniendo 

10% v/v glicerol, 2% m/v SDS y azul de bromofenol) (Laemli, 1970). Los 

espermatozoides de humano y ratón (1-2x106) fueron lavados con PBS y 

resuspendidos en buffer de siembra (Laemli, 1970). En todos los casos las muestras 

fueron hervidas y centrifugadas a 5000 xg por 5 minutos para la posterior recuperación 

del sobrenadante. Para la determinación de la fosforilación de proteínas en tirosina, los 

sobrenadantes fueron hervidos por segunda vez en presencia de 70 mM de β-

mercaptoetanol. 

 

Western blot  

Para llevar a cabo la separación electroforética de las proteínas, se utilizaron geles 

de poliacrilamida con SDS de 1,5 mm de espesor al 7,5%-15% m/v según el caso, 

preparados siguiendo la técnica descripta por Laemmli (Laemmli, 1970). La corrida se 

realizó bajo condiciones de corriente constante (25 mA por gel) a temperatura 

ambiente. Una vez finalizada la separación electroforética, las proteínas fueron 

electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa siguiendo la técnica descripta por 



Materiales y Métodos 

 

89 

 

Towbin y colaboradores (Towbin et al., 1979). La transferencia fue realizada en buffer 

Tris 25 mM, Glicina 192 mM, 20 % v/v metanol, a voltaje constante durante toda la 

noche (35 V) a 4°C. Previo al western blot, las membranas fueron teñidas con rojo 

Ponceau para visualizar la correcta transferencia de las proteínas. Para ello, las 

membranas fueron incubadas durante 5 min en Ponceau 0,1 % m/v en ácido acético 

5% v/v y el exceso de colorante removido mediante lavados con agua desionizada. 

Para la detección inmunológica de las proteínas mediante la técnica de western blot, 

las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con una solución de leche en polvo 

descremada 2% m/v en PBS 0,1 % v/v Tween 20 (PBS-Tween), seguida de una 

incubación con anticuerpo primario en PBS-Tween a la correspondiente dilución. 

Luego de 3 lavados con PBS-Tween, las membranas fueron incubadas con anti-IgG 

de la especie en la que se produjo el anticuerpo primario, acoplado a peroxidasa y 

diluido 1/4000 en PBS-Tween. Finalizada la incubación, las membranas fueron 

lavadas nuevamente, eliminándose luego el Tween 20 mediante 1 lavado adicional 

con PBS. Todas las incubaciones fueron realizadas con agitación por un período de 1 

h a temperatura ambiente o 18 hs a 4°C. Por último, las bandas reactivas fueron 

visualizadas por quimioluminiscencia utilizando el kit comercial ECL prime (GE 

Healthcare) y G:BOXGENI (Syngene, Synoptics) según las instrucciones del 

fabricante. La cuantificación de las bandas obtenidas en distintos experimentos fue 

realizada mediante densitometría utilizando el programa ImageJ (NIH, EEUU). 

 

Análisis histológicos 

Con el fin de realizar un análisis histológico, los ratones fueron sometidos a 

eutanasia y sus órganos removidos y fijados por inmersión en solución de Boin 

durante 24 horas. Los órganos fueron luego incluidos en parafina y cortados en 

micrótomo. Finalmente, los cortes fueron teñidos con hematoxilina-eosina y 

observados bajo microscopio óptico (x100 y x400).  

 

Inmunofluorescencia indirecta (IFI) de espermatozoides 

Espermatozoides epididimarios de ratón fueron fijados con paraformaldehído 2 % 

m/v en PBS por 10 min, lavados y extendidos sobre portaobjetos. Las muestras fueron 

permeabilizadas mediante la inmersión en soluciones de concentración decreciente de 

metanol en PBS. El bloqueo se realizó exponiendo a los espermatozoides a 0,4 % m/v 

de BSA en PBS (PBS-BSA4) por 10 min a 37ºC. Luego, los espermatozoides fueron 

incubados con un suero anti-CRISP2 (1/50 en PBS-BSA4) (Weigel Muñoz., et al., 

2012) por 18 hs a 4ºC. Finalmente, los espermatozoides fueron lavados, incubados 
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con un anticuerpo anti-IgG de rata acoplado a FITC (1/100 en PBS) por 1 h a 37°C, 

lavados y examinados bajo un microscopio de epifluorescencia NIKON Optihot 

(x1000). 

 

Evaluación del número y la viabilidad de los espermatozoides 

El número de espermatozoides fue determinado bajo microscopio óptico utilizando 

un hemocitómetro. Con el fin de evaluar la viabilidad de los espermatozoides humanos 

y ratón, alícuotas de 10 μl de las suspensiones obtenidas fueron dispuestas sobre 

portaobjetos mantenidos a 37°C. A continuación, se agregó un volumen de 0,5 % m/v 

de eosina en solución fisiológica. Mientras que los espermatozoides vivos excluyen el 

colorante y no se colorean, los espermatozoides muertos incorporan el colorante y se 

tiñen de rosa. El porcentaje de viabilidad se evaluó por microscopía óptica (x400) 

sobre un mínimo de 100 células. Alternativamente, se obtuvieron los datos de 

viabilidad mediante citometría de flujo (ver más adelante). 

 

Evaluación de la motilidad de los espermatozoides 

Ratón: Alícuotas de 15 µl de las suspensiones de espermatozoides fueron 

colocadas entre porta y cubre objetos (22 x 22 mm) para crear una cámara de 30 µm 

de profundidad, y examinadas a 37ºC utilizando el sistema ISASw (Integrated Semen 

Analysis System) v1.2 CASA (computer-assisted sperm analysis) system (Proiser 

R&D, S.L., España). Se analizaron por lo menos 200 células por muestra distribuidas 

en 20 campos distintos tomándose 30 imágenes a 60 Hz para cada medición. Los 

parámetros analizados fueron los siguientes: velocidad promedio de la trayectoria 

(average path velocity, VAP, µm/s), velocidad curvilínea (curvilinear velocity, VCL, 

µm/s), velocidad en línea recta desde el inicio al final de la trayectoria (straight line 

velocity, VSL, µm/s), linealidad (linearity, LIN, %, VSL/VCL), amplitud del 

desplazamiento lateral de la cabeza (amplitude of lateral head displacement, ALH, 

µm), rectilineidad (straightness, STR, %, VSL/VAP) y frecuencia de batido de la 

cabeza (beat cross frequency, BCF, Hz). Los espermatozoides fueron considerados 

mótiles 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). 

Humano: La evaluación del semen fue realizada de forma subjetiva bajo 

microscopio óptico según las indicaciones de la OMS (OMS, 2010). Para el análisis 

objetivo de la motilidad, alícuotas de 10 µl de las distintas suspensiones de 
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espermatozoides fueron colocadas entre porta y cubre objetos (22 x 22 mm) para 

crear una cámara de 20 µm de profundidad y examinadas a 37ºC utilizando el sistema 

SCA evolution (Microoptic). (Mortimer, 1998). Se analizaron los diferentes parámetros 

(VAP, VCL, VSL, LIN, ALH, STR y BCF) de al menos 200 células por muestra 

distribuidas en 20 campos distintos grabadándose 30 imágenes cada 60 Hzs para 

cada medición.  

 

Evaluación de la reacción acrosomal 

La inducción de la RA se realizó por exposición de los espermatozoides de ratón a 

30 μM progesterona, 15 min antes del final de la capacitación. Los espermatozoides 

fueron recuperados y 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 centrifugación, y 

extendidos sobre portaobjetos, los cuales fueron luego lavados por inmersión sucesiva 

en agua, metanol y agua (5 min en cada uno), y posteriormente incubados durante 5 

min en una solución de 0,22 % m/v Coomasie Brillant Blue en 50% v/v metanol y 10% 

v/v ácido acético. Luego, los portaobjetos fueron lavados con agua y examinados 

inmediatamente bajo el microscopio óptico (x400). Los espermatozoides fueron 

cuantificados como intactos cuando presentaban una coloración azul intensa en la 

región acrosomal, y como reaccionados cuando esa región no presentaba color (Da 

Ros et al., 2008). 

 

Medición de Ca2+ intracelular 

En todos los casos, los espermatozoides humanos y de ratón fueron incubados con 

2 μM Fluo-4, AM (sonda sensible a Ca2+) y 0,05 % v/v ácido plurónico por 30 min y 

lavados con medio fresco para eliminar el exceso de sonda (Mata-Martinez et al., 

2013).  

Fluorometría: La fluorescencia de la sonda Fluo-4, AM fue detectada a través de un 

espectrofluorímetro equipado con un controlador de temperatura Peltier. Las 

concentraciones de Ca2+ intracelular se obtuvieron de la siguiente ecuación: 

[Ca2+]=Kd(F–Fmin)/(Fmax–F), donde Kd = 354 nM. Las fluorescencias Fmax y Fmin 

se determinaron para cada muestra luego del agregado de 1 % v/v de Tritón X-100 o 

10 mM de EGTA, respectivamente. 

Citometría de flujo: Los espermatozoides humanos y de ratón cargados con la 

sonda Fluo-4, AM fueron expuestos a 2,5 mg/ml de ioduro de propidio y la 

fluorescencia evaluada inmediatamente por citometría de flujo utilizando un equipo BD 
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FACSCantoTM II para ratón y MAQSQuantAnalyzer 10 para humano. Los resultados 

fueron evaluados utilizando el programa FlowJo v10 (FlowJo LLC, EEUU).  

Microscopía en tiempo real: Los espermatozoides humanos cargados con Fluo-4, 

AM fueron fijados por la cabeza sobre cubreobjetos tratados con laminina (1mg/ml), 

permitiendo el movimiento del flagelo. Las muestras fueron montadas en una cámara 

de 500 μl (Hard Apparatus, EEUU) y puestos en un microscopio invertido Nikon 

Eclipse TE 300 microscope (Nikkon Inc). Las imágenes fueron tomadas cada 500 

mseg usando iQ software (Andor Bioimaging) y analizadas mediante el programa 

ImageJ. Al final de cada medición se realizó un tratamiento con ionomicina 20 μM 

seguido de otro con MnCl2 5 mM para obtener la fluorescencia máxima y mínima, 

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.  

 

Determinación del pH intracelular y potencial de membrana 

El pH intracelular y el potencial de membrana en espermatozoides humanos fueron 

evaluados a través de citometría de flujo utilizando las sondas BCECF-AM y DiSC3(5) 

(Puga Molina et al., 2017). Para tal fin, los espermatozoides fueron expuestos a 0,5 μM 

de BCECF-AM por 10 min, lavados y resuspendidos en medio sin BSA. Antes de la 

medición, se agregó 50 nM de DiSC3(5) por 3 min a la suspensión de 

espermatozoides. La fluorescencia de ambas sondas fue evaluada por el equipo de 

citometría de flujo MAQSQuantAnalyzer 10, analizándoe los resultados a través del 

programa FlowJo v10. Se consideraron células vivas a aquellas con marca positiva 

para BCECF (Puga Molina et al., 2017). 

 

Análisis de la actividad de CatSper 

La determinación de la actividad de CatSper en espermatozoides humanos fue 

realizada a través de la medición de la depolarización de membrana en respuesta al 

agregado de EGTA (Torres-Flores et al., 2011, Ernesto et al., 2014). Para ello, el 

potencial de membrana fue evaluado por citometría de flujo utilizando la sonda 

DiSC3(5) como se describió en el punto anterior. En este caso, la viabilidad de los 

espermatozoides fue determinada utilizando 2,5 mg/ml de ioduro de propidio. La 

fluorescencia fue evaluada por citometría de flujo antes y después de un tratamiento 

con 3,5 mM de EGTA por 3 min utilizando un equipo BD FACSCantoTM II. Los 

resultados fueron evaluados utilizando el programa FlowJo v10. 
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Medición de los niveles de cAMP intracelulares 

Alícuotas de espermatozoides de ratón capacitados 10 min fueron centrifugadas, 

lavadas con PBS y, finalmente, resuspendidas en etanol absoluto. A continuación, se 

realizó una nueva centrifugación a máxima velocidad (5 min a 8000 x g) y el 

sobrenadante fue recuperado en nuevos tubos, evaporado y luego resuspendidos en 

buffer 50 mM de acetato de sodio, pH 6,2. Las muestras finalmente fueron sujetas a 

radioinmunoensayo (RIA) tal como se encuentra descripto previamente (Del Punta et 

al., 1996). Brevemente, tanto muestras como estándares fueron acetilados durante 10 

min a TA por el agregado de 10 μl de una mezcla de anhídrido acético y trietilamina 

(1:2 v/v). Posteriormente, se agregó a cada tubo 25.000 cpm de TME-cAMP (Sigma) 

marcado con I125 en 100 μl de buffer acetato, y un anticuerpo anti-cAMP diluído 

1/17.500 en 100 μl de buffer acetato, continuando la incubación a 4ºC durante toda la 

noche. Al día siguiente, se agregó a cada tubo 50 μl de BSA 2 % m/v y 2 ml de etanol 

frío, y las muestras centrifugadas a 2000 x g durante 15 min. El sobrenadante fue 

descartado y la radioactividad del pellet determinada en contador Beckman para rayos 

gamma. 

 

Ensayos de fertilización in vitro 

Los ensayos de fertilización in vitro se realizaron tal como se describió 

anteriormente (Da Ros et al., 2008). Los COC de ratón fueron obtenidos de hembras 

en estro o hembras estimuladas hormonalmente mediante punción de la ampulla en 

medio de capacitación. En algunos casos, los COC fueron tratados con hialuronidasa 

0,1 % m/v (type IV) a temperatura ambiente para la disociación de las células del 

cúmulus. Cuando fue necesario, las ZP fueron removidas por tratamiento con solución 

ácida de Tyrode (pH=2,5) durante 20 seg. Los COC y los ovocitos sin cúmulus pero 

con ZP fueron inseminados con espermatozoides capacitados (concentración final: 1–

5 × 105 células/ml) y las gametas co-incubadas en medio de capacitación por 3 hs a 

37ºC en una atmósfera de CO2 5 % v/v en aire. En algunos casos, la co-incubación se 

realizó en presencia de glutatión reducido 1 mM. Para los ensayos de fusión, ovocitos 

sin ZP fueron co-incubados con espermatozoides capacitados (concentración final: 1–

5 × 104 células/ml) por 1 h. Los ovocitos fueron considerados fertilizados cuando se 

observó al menos una cabeza de espermatozoide decondensada o dos pronúcleos en 

el citoplasma del ovocito, tal como se explicara anteriormente. En algunos casos, se 

evaluó la fertilización por la formación de embriones de dos células luego de una 

incubación de 18 hs, utilizando una lupa esteresocópica (x20 - x60). 
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Ensayo de penetración del cúmulus in vitro 

Los COC de ratón fueron inseminados con espermatozoides de ratón 

(concentración final en la gota de co-incubación de gametas: 0.3 × 105 células/ml), 

previamente teñidos con Hoescht 33342 (1 µg/ml concentración final) y las gametas 

co-incubadas durante 15 min en una estufa a 37°C y CO2 5 % v/v. Finalmente, los 

COC fueron fijados con PFA 2 % m/v, lavados con PBS y observados bajo 

microscopio de epifluorescencia (x200), determinándose el número total de 

espermatozoides dentro del cúmulus (Ernesto et al., 2015). 

 

Ensayos de unión a la ZP 

Ovocitos de ratón sin cúmulus pero con ZP intacta y embriones de 2 células 

(utilizados como control) fueron co-incubados con espermatozoides capacitados 

(concentración final: 1 × 105 células/ml) por 30 min a 37ºC en atmósfera CO2 5 % v/v. 

Los embriones y los ovocitos fueron luego lavados hasta que no queden 

espermatozoides unidos a los embriones y fijados en PFA 4 % m/v. Finalmente, el 

número de espermatozoides unidos a la ZP fue determinado bajo microscopio óptico 

(x200) (Cohen et al., 2011). 

 

Stochastic Optical Reconstruction Microscopy (3D STORM) 

El análisis por 3D STORM se hizo tal como se describiera previamente (Chung et 

al., 2014). Para ello, los espermatozoides de ratón fueron adheridos a cubreobjetos 

por medio de poli-lisina, secados, fijados con PFA 4 % v/v en PBS por 10 min y  

lavados. Luego, las células fueron permeabilizadas con 0,5 % v/v de Tritón X-100 en 

PBS por 5 minutos, lavadas, y después de un bloqueo con 3 % m/v BSA en PBS por 1 

h, incubadas con el anticuerpo anti-CRISP2 (1/100 en 1 % m/v BSA en PBS) por 18 hs 

a 4°C. Las células fueron nuevamente lavadas e incubadas con anti-IgG de conejo 

acoplado a Alexa Fluor 647 (1/1000 en 1 % m/v BSA en PBS) por 1 h. Una vez 

lavadas, las células fueron montadas con buffer STORM  (50 mM Tris-HCl pH=8, 10 

mM NaCl, 0,56 mg/ml glucosa oxidasa, 34 µg/ml catalasa, 10 % m/v glucosa y 1 % v/v 

β-mercaptoetanol). Las imágenes fueron tomadas con el programa Andor IQ 2.3 y la 

reconstrucción 3D fue realizada utilizando Thunder STORM (Ovesný et al., 2014). 
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Genotipificación de ratones KO  

Extracción de ADN genómico: Para tal fin, se obtuvieron muestras de orejas de los 

animales, extrayéndose de las misma el ADN genómico por la técnica HotSHOT 

(Truett et al., 2000). Brevemente, el tejido fue sumergido en 75 μl de una solución de 

lisis (25 mM de NaOH, 0,2 mM de EDTA, pH 12) y calentado a 95ºC por 30 min, 

agregándose, luego, 75 μl de una solución de neutralización (40 mM de Tris-HCl, 

pH=5). 

PCR (reacción en cadena de la polimerasa): El genotipo de los animales fue 

determinado por la técnica de PCR. La reacción fue realizada en un buffer conteniendo 

1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 μM de cada primer específico y 1 U de la 

polimerasa GoTag (Promega, EEUU) en un volumen final de 20 μl (pH=8,5). Las 

secuencias de los primers utilizados fueron:   

1) Crisp2 Fwd: 5´-GTCTTCTGTAAGCATGTGTCAAGC-3´ 

2) Crisp2 Rvs WT: 5´-CATGTGGGAGATATGCACTTGAATAAGC-3´  

3) Crisp2/4 Rvs KO: 5´-CACAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC-3´  

4) Crisp4 Fwd: 5´-ACCCTCACCTATCCTTGCTGGCAG-3´ 

5) Crisp4 Rvs WT: 5´-CTTTAGAATACCATGATACCCGCA-3´.  

Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: desnaturalización inicial por 

2 min a 94ºC, 30 ciclos de, 30 seg a 94ºC, 30 seg a 60ºC, 2 min a 72ºC y extensión 

final por 7 min a 72ºC. Para Crisp2, se utilizaron los primers 1, 2 y 3, obteniéndose 

una banda de 380 pb para el alelo salvaje y otra de 540 pb para el alelo mutado. Para 

Crisp4, se utilizaron los primers 3, 4 y 5, obteniéndose una banda de 470 pb para el 

alelo salvaje y otra de 650 pb para el alelo mutado. Para determinar ambos genotipos 

a la vez, todos los primers fueron utilizados en simultáneo obteniéndose las cuatro 

bandas posibles. En todos los casos, el resultado de la PCR fue analizado por 

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

 

Mutagénesis de Crisp1 y Crisp3 a través de CRISPR/Cas9 

Se diseñaron los sgARN dirigidos contra Crisp1 y Crisp3 utilizando el soporte 

bioinformático diseñado por el grupo del Dr. Zhang (MIT, EEUU) (http://crispr.mit.edu/) 

tanto para la determinación de las secuencias como para la verificación de los posibles 

sitios off-targets. Las secuencias correspondientes a los sgARN utilizados fueron:  

1º tanda: Crisp1/3 exon 3: 5´-GCACAACCAATTGAGACGAA-3’ 

2º tanda: Crisp3 exon 5: 5’-TAATGTCCAACCACACTATC-3’  y Crisp3 exon 5: 5´-

GAATCCAAAGGTCTTATATT-3’ 
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3º tanda: Crisp1/3 exon 2 (I): 5’-CAGCACAAGCATTAATGCCA-3’ y Crisp1/3 exon 2 

(II): GTTATCTTGAAGAAGGGATG-3’ 

Los oligonucleótidos mencionados se obtuvieron mediante síntesis (Genbiotech, 

Argentina) clonándose, luego, en el plásmido DR274 (www.addgene.org/42250/). 

Dichos sgARNs, junto al mARN que codifica para la endonucleasa Cas9 (contenido en 

el plásmido MLM3613 (www.addgene.org/42251/)), fueron obtenidos mediante 

transcripción in vitro utilizando el kit comercial MEGAshortscript™ T7 Transcription Kit 

(Thermo Fisher Scientific) según las instrucciones del proveedor. 

Por otra parte, se colocaron en apareo hembras pre-púberes KO para Crisp2 y 

Crisp4 estimuladas hormonalmente con machos KO para Crisp2 y HT para Crisp4, 

recuperándose los embriones del oviducto al día siguiente. Se realizó una 

microinyección de aproximadamente 1 pl de una solución de 50 ng/ul de cada uno de 

los sgARNs y 50 ng/ul del mARN Cas9 en agua en el citoplasma de las cigotas en 

estadío de pronúcleos. Para dicha microinyección se utilizaron micropipetas de 

sujeción y de inyección preparadas a partir de capilares de borosilicato mediante un 

estirador vertical de micropipetas (Vertical PipettePuller, Model 720, KOPF, David 

KopfInstruments, EEUU), y un micromanipulador manual (Leica, Alemania) acoplado a 

un microscopio con óptica de contraste de interferencia diferencial (FS Labovert, Leica, 

Alemania). Los embriones microinyectados se mantuvieron en medio M2 a 37 ºC y 5 

% v/v de CO2 hasta ser transferidos al oviducto de hembras pseudopreñadas por 

apareo con machos vasectomizados. La presencia de las mutaciones en los animales 

obtenidos de las microinyecciones se analizó a través de PCR (ver primers en Tabla 1) 

a partir de ADN genómico obtenido de muestras de orejas, y el producto sometido a 

electroforesis en gel de agarosa. Alternativamente, el producto de PCR fue incubado a 

94ºC por 5 min induciendo la desnaturalización del ADN, seguido de una re-

naturalización lenta a temperatura ambiente. Luego, la formación 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 secuenciación mediante el método Sanger 

(Macrogen, Corea del Sur). 

Una vez establecida la colonia a partir de animales con las mutaciones deseadas, 

se analizó de forma rutinaria el genotipo de los ratones a través de PCR a partir de 

ADN genómico, utilizando un juego de primers que flanquean al exón 2 de cada gen 

(Tabla 1). De esta manera, se amplificaron fragmentos para Crisp1 de 612 pb y 451 

pb para el alelo salvaje y mutante, respectivamente, y para Crisp3 de 594 pb y 522 pb 

para el alelo salvaje y mutante, respectivamente. 
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Tabla 1. Secuencia de los primers utilizados para la determinación del genotipo de 
los animales obtenidos mediante la técnica de CRISPR/Cas9. 

 

Gen Exón 
Tamaño 

del 
producto 

Primers Foward (5'-3') Primers Reverse (5'-3') 

Crisp1 3 687 pb TTCATTCCTTAACACTTCCTTGC AATGAGAAAATGAACGTGGGTC 

Crisp3 3 643 pb AGCCTAATTGTGTGGGAATGAC AGCTCTGATCTTACATGCACG 

Crisp1 5 
612 pb TCAGTTCATACCATACGCTGTTC TTGGTAGGCTCTATTTGACAGTG 

276 pb CTCTCTATCTCCCACACCCTCTT TTCAAATAATTTTCTTGCCTCTCA 

Crisp3 5 
682 pb TCCCTCACACGTTTTCACAC GGCTCTATTTGACAGTGGCC 

229 pb TGCTTTGTATAGCCCCTCCC CCTGAGTATGATGTCCAACCAC 

Crisp1 2 
202 pb TTGTGTTTCTCTGAACCCAATG GCTCATAACCCTCGTAGCTG 

612 pb ATGGAAATAACTGGAAGCTATTGG GCTACAAGTTCTTTTGCCACAAC 

Crisp3 2 
214 pb CGTCTCAGAGAATTTGTAGGTGTG GCCTTCATACCAGCATAAATTG 

594 pb TGGTAATAACTGGAAGCCCTTG TGACAAGTTCTTTTGCCACAAC 

 

Se detallan la secuencia de los diferentes pares de primers para amplificar los 
diferentes exones de Crisp1 o Crisp3, indicándose además, el tamaño del producto 
obtenido. 

 

Análisis estadístico 

Los datos se muestran como la media ± SEM de al menos tres experimentos 

independientes. Todos los cálculos fueron realizados usando el programa Prism 4.0 

(GraphPad, EEUU). Los resultados de experimentos con dos grupos experimentales, 

tales como los porcentajes de fertilización entre HT y KO del Capítulo 1 fueron 

evaluados por la prueba t de Student. Para aquellos experimentos que involucraron 

más de 2 grupos tales como las comparaciones entre los grupos C, NC y C+PF del 

Capítulo 2, se utilizó la prueba ANOVA de una vía y el post-test de Dunett para 

comparar con el control. Al compararse dos factores tal como es el caso de la RA 

espontánea e inducida en machos HT o KO del Capítulo 1, se utilizó la prueba ANOVA 

de dos vías y el post-test de Bonferroni para comparaciones múltiples. Para el análisis 

de las correlaciones tales como las realizadas entre los niveles de Ca2+ y CRISP2 en 

el Capítulo 2, se utilizó el análisis de Pearson. Finalmente, el análisis para determinar 

si la proporción de genotipos obtenidos de los apareos del Capítulo 1 seguía una 

distribución mendeliana se realizó mediante el test de χ². En todos los casos la 

significancia estadística se indica en la leyenda de las figuras y un valor de p<0,05 fue 

considerado como significativo.  
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Capítulo 1 

Estudio de la relevancia de CRISP2 para la fertilización y la fertilidad 

 

Tal como se comentara en la introducción, los resultados obtenidos hasta el momento 

apoyaban un rol para la proteína CRISP2 en la etapa de fusión de gametas a través de su unión 

a sitios complementarios en la superficie del ovocito (Busso et al, 2005, Busso et al, 2007, 

Weigel-Muñoz et al, 2012). Asimismo, las observaciones realizadas en humanos sugerían que 

una expresión aberrante de CRISP2 podía estar relacionada con infertilidad masculina (Paoloni-

Giacobino et al, 2000, Olesen et al, 2001, Du et al, 2006, Jing et al, 2011, Zhou et al, 2015). En 

base a ello, nos planteamos como objetivo generar ratones KO para Crisp2 y estudiar el 

fenotipo reproductivo de los mismos como una aproximación al estudio de la relevancia de 

CRISP2 para la fertilidad. 

La generación de la línea KO para Crisp2 estuvo a cargo del grupo colaborador dirigido por 

el Dr. Okabe (Universidad de Osaka, Japón), experto en la generación de animales KO para 

proteínas del espermatozoide. Los animales KO fueron obtenidos por recombinación homóloga 

(Fig. 1.1) y enviados a nuestro instituto para su estudio. 

 

Figura 1.1 Representación esquemática de un fragmento del alelo WTde Crisp2, del vector 
utilizado para la generación de los ratones KO, el alelo floxeado con secuencias LoxP 
flanqueando al exón 6, y el alelo KO generado por recombinación mediada por Cre. Los exones 
se representan con recuadros blancos numerados. Los triángulos negros señalan la ubicación 
de las secuencias LoxP. lacZ: gen de β-galactosidasa; neo: cassette de resistencia a 
neomicina; DTA: cadena A de la toxina diftérica. 
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El establecimiento de la colonia KO se realizó siguiendo el genotipo de los animales 

mediante PCR a partir de ADN genómico (Fig. 1.2A). Una vez desarrollada la colonia, se 

obtuvieron los animales KO para Crisp2 y se confirmó la ausencia de la proteína en los mismos 

tanto por ensayos de western blot de extractos de testículos (Fig 1.2B) y de espermatozoides 

(Fig. 1.2C)  como por inmunofluorescencia indirecta de espermatozoides (Fig. 1.2D).  Dado que 

los niveles de expresión de CRISP2 no mostraron diferencias entre animales WT y HT, y que 

los animales HT poseen un alelo mutado, consideramos que estos últimos resultan mejores 

controles para comparar con los animales KO. Por lo tanto, en esta sección se utilizaron 

animales HT como control. 

 

Figura 1.2 (A) El genotipo de los animales fue determinado por PCR genómica obteniendo 
bandas de 380 bp (WT), 540 bp (KO) o ambas, 380 bp and 540 bp (HT). (B y C) La presencia 
de CRISP2 (punta de flecha negra) en extractos de proteínas de testículos (B) o 
espermatozoides epididimarios (C) fue evaluada por western blot utilizando un anticuerpo anti-
CRISP2. β-tubulina fue utilizado como control de carga (paneles inferiores). El análisis 
densitométrico (Media ± SEM) se muestra debajo de cada panel. ND: no detectado; n=5; no 
significativo (n.s). Se muestran imágenes representativas. n=3. (D) La expresión de CRISP2 fue 
evaluada por inmunofluorescencia indirecta de espermatozoides epididimarios HT o KO 
utilizando anticuerpos anti-CRISP2. Los paneles de la izquierda y derecha corresponden a la 
fluorescencia o campo claro, respectivamente. Se muestran imágenes representativas. n=3.  
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A partir de cruzas entre animales HT, se obtuvo la proporción de ratones de cada genotipo 

esperada por la frecuencia mendeliana (WT: 25,2 %; HT: 48,6 %; KO: 25,2 %; n = 258; n.s.), 

indicando que la mutación no es letal embrionaria. Además, no se observaron diferencias entre 

hermanos con distinto genotipo en cuanto a su desarrollo, comportamiento ni estado general de 

salud.  

Como la expresión de proteínas relacionadas puede estar alterada en los ratones KO 

(Drabent et al., 2000, Stein et al., 2005), estudiamos la abundancia de las proteínas 

epididimarias CRISP1 y CRISP4 en espermatozoides KO y HT mediante western blot y 

posterior análisis densitométrico. Tal como se observa en la Fig. 1.3, no se detectaron 

diferencias entre genotipos en los niveles de expresión de CRISP1 y CRISP4.  

 

Figura 1.3 La presencia de CRISP1 (flecha blanca) y CRISP4 (flecha negra) en extractos 
proteicos de espermatozoides fue evaluada en espermatozoides epididimarios mediante 
western blot usando anticuerpos anti-CRISP1 y anti-CRISP4, simultáneamente. β-tubulina fue 
utilizada como control de carga (panel inferior). El análisis densitométrico (Media ± SEM) se 
muestra en la parte inferior.  n=5; n.s. Se muestra una imagen de un experimento 
representativo. 

 

Considerando que CRISP2 se expresa casi exclusivamente en el testículo y habiéndose 

sugerido un rol para esta proteína en la interacción entre células de Sertoli y las células 

espermatogénicas (Maeda et al., 1998, 1999), existía la posibilidad de que la falta de CRISP2 

produjera alteraciones a nivel del testículo. Sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas en el peso de los testículos KO con respecto a los controles (Fig. 1.4A), como así 
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tampoco alteraciones a nivel histológico, observándose túbulos seminíferos con diámetro 

normal y con abundantes células espermatogénicas y espermatozoides en el lumen (Fig. 1.4B). 

Este último análisis se realizó en colaboración con la Dra. Livia Lustig (INBIOMED, UBA), quien 

es experta en el área de la fisiología y patología testicular. 

 

 

Figura 1.4 (A) Porcentaje del peso testicular relativo al peso corporal de animales HT y KO. 
Media ± SEM, n=14, n.s. (B) Análisis histológico de testículos HT y KO por medio de tinción 
PAS-hematoxilina. n=3. Se muestran imágenes representativas. 

 

Asimismo, para confirmar que la producción de los espermatozoides fuese normal en los 

animales KO, se recuperaron espermatozoides del cauda epididimario de animales de ambos 

genotipos y se analizó el número, viabilidad, motilidad y morfología de los mismos, no 

observándose diferencias entre ambos grupos para ninguno de estos parámetros (Fig. 1.5A-D). 
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Figura 1.5 (A) Número total de espermatozoides recuperados de epidídimos HT o KO. n=12, 
n.s. (B) Porcentaje de espermatozoides epididimarios HT o KO viables evaluado por tinción vital 
con eosina. n=5, n.s. (C) Porcentaje de espermatozoides epididimarios HT o KO mótiles 
analizado por medio del sistema CASA. n=6, n.s. En todos los casos se muestra la media ± 
SEM. (D) Evaluación morfológica de espermatozoides epididimarios HT o KO. n=5. Se 
muestran imágenes representativas. 

 

En base a ello, el próximo paso consistió en analizar la fertilidad de los machos carentes de 

CRISP2. Los resultados indicaron que los machos KO colocados en apareo con dos hembras 

control no presentaban diferencias significativas respecto a los controles en ninguno de los 

parámetros de fertilidad estudiados (Fig. 1.6 A-C). Tampoco se detectaron defectos en la 

fertilidad de las hembras KO, no observándose diferencias para el número de crías por camada 

(HT: 8,5±0,7 vs KO: 9,0±1,1, n=4, n.s.), el peso promedio de las crías (HT: 1,4±0,1 g vs KO: 
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1,5±0,1 g, n=4, n.s.) o el tiempo desde el comienzo del apareo hasta la parición (HT: 34,5±4,4 

días vs KO: 26±4,5 días, n=4, n.s.). 

 

 

Figura 1.6 Machos HT o KO fueron colocados en apareo por tres semanas con hembras 
control, determinándose el porcentaje de hembras preñadas (A), tamaño de camada (B) y 
tiempo hasta parición (C). Media ± SEM, n=8, n.s. 

 

Frente a estos resultados, nos interesó evaluar la fertilidad de machos KO en situaciones 

más demandantes. Para ello, animales adultos HT y KO fueron sujetos a una vasectomía 

unilateral para reducir el número de espermatozoides en el eyaculado (tal como se demuestra 

en Judd et al., 1997), y luego colocados en apareo con dos hembras control. Bajo estas 

condiciones, los animales control hemi-vasectomizados mostraron comportamiento reproductivo 

similar al obtenido en condiciones normales. Sin embargo, los machos KO presentaron una 

disminución significativa no sólo en el porcentaje de hembras preñadas sino también en el 

número de crías por camada respecto a los machos control- (Fig. 1.7 A,B). Para evaluar si la 

bajada en la fertilidad era consecuencia de un problema en la fertilización, los machos mutantes 

hemivasectomizados fueron colocados en apareo por una noche con hembras en estro, 

evaluándose, al día siguiente, el porcentaje de ovocito fertilizados recuperados de la ampulla. El 

estadio del ciclo estral fue determinado diariamente por citología vaginal. Los resultados de 

estos ensayos mostraron una disminución significativa en el porcentaje de ovocitos fertilizados 

in vivo para los animales KO respecto a los animales control (Figura 1.7C). 
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Figura 1.7 Machos HT o KO sometidos a una vasectomía unilateral fueron colocados en apareo 
con hembras control, determinándose el porcentaje de hembras preñadas (A) y el tamaño de 
camada (B). Los mismos machos fueron luego colocados en apareo con hembras en estro, 
analizándose el porcentaje de ovocitos fertilizados en la ampulla al día siguiente (C). Media ± 
SEM, n=5; *p<0,05, **p<0,005. 

Como otra aproximación al estudio del efecto de la falta de CRISP2 sobre la fertilización in 

vivo, machos HT y KO fueron colocados en apareo ya sea con hembras estimuladas 

hormonalmente o con hembras en estro como control, evaluándose el porcentaje de fertilización 

al día siguiente. De manera interesante, los porcentajes de fertilización fueron normales cuando 

los machos KO se aparearon con hembras en estro (Fig. 1.8A), consistente con la fertilidad 

normal de estos animales (Ver Fig.1.6). Por el contrario, los niveles de fertilización mostraron 

una marcada disminución cuando los animales KO habían sido apareados con hembras 

estimuladas (Fig. 1.8A). Estos resultados indicaban que mientras los espermatozoides de los 

machos control podían lidiar con los cambios impuestos por el tratamiento hormonal (ej. mayor 

número de ovocitos en la ampulla, ver Fig. 1.8B), los espermatozoides de los machos KO para 

CRISP2 no podían lograrlo. Como una manera de evaluar esta posibilidad, se analizaron los 

porcentajes de fertilización en función del número de ovocitos presentes en el oviducto, 

observándose que mientras los porcentajes obtenidos con los espermatozoides KO disminuían 

significativamente en función del número de ovocitos ovulados, aquellos correspondientes a los 

espermatozoides control no se modificaban al aumentar el número de ovocitos (Figura 1.8C). 
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Figura 1.8 (A) Machos HT y knockout KO fueron colocados en apareo con hembras en estro 
natural y hembras estimuladas hormonalmente, determinándose, al día siguiente, el porcentaje 
de ovocitos fertilizados en la ampulla. Los espermatozoides epididimarios de esos mismos 
machos fueron recuperados y utilizados en ensayos de fertilización in vitro con ovocitos de 
hembras estimuladas hormonalmente. Media ± SEM, n=5, *p<0,01, **p<0,001. (B) Número de 
ovocitos recuperados de hembras en estro o estimuladas hormonalmente correspondientes a 
los apareos experimentales del panel (A). Media ± SEM, n=5, n.s. (C) Porcentaje de fertilización 
en función del número de ovocitos ovulados correspondientes a los machos KO (panel de la 
izquierda) y HT (panel de la derecha). n=10. El coeficiente de Pearson “r” y la significancia se 
incluyen en cada panel.  

 

Los menores niveles de fertilización obtenidos in vivo podrían deberse a un problema en la 

cópula o en la deposición de los espermatozoides, a una menor migración de los 

espermatozoides hacia la ampulla, o una menor capacidad de los mismos de interactuar con los 

ovocitos. El éxito de la cópula  y la correcta deposición de los espermatozoides fueron 

confirmados en todos los casos por la presencia de tapón vaginal y de espermatozoides en 

útero, respectivamente. Para analizar la interacción de gametas, espermatozoides epididimarios 

HT y KO de los mismos machos utilizados para los apareos experimentales (ver Fig. 1.8A), 

fueron capacitados y co-incubados in vitro con COC obtenidos de hembras WT superovuladas. 
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Bajo estas condiciones, el porcentaje de ovocitos fertilizados por los espermatozoides KO fue 

marcadamente menor que el de los controles (Fig. 1.8A). Cabe destacar, que el porcentaje de 

fertilización de los espermatozoides epididimarios HT no fue diferente a aquel obtenido por los 

espermatozoides eyaculados tras los apareos con hembras en estro o estimuladas 

(comparación entre las barras negras en la Fig. 1.8A). 

Con el fin de evaluar si una menor calidad de los ovocitos en respuesta a la estimulación 

hormonal podría contribuir a los menores porcentajes de fertilización obtenidos para el grupo 

KO, espermatozoides de ambos genotipos fueron utilizados en ensayos de fertilización in vitro 

empleando el mismo número de COC ovulados naturalmente o por estimulación hormonal. Los 

resultados mostraron que los espermatozoides KO  se comportaron defectuosamente  

comparados con los controles cuando eran expuestos a ambos tipos de ovocitos (Tabla 1.1), 

confirmando que los espermatozoides mutantes exhiben defectos en su capacidad fertilizante in 

vivo e in vitro independientemente de la calidad ovocitaria. 

Tabla 1.1 Capacidad fertilizante in vitro  de espermatozoides empleando ovocitos obtenidos 
de hembras en estro o estimuladas hormonalmente. 

 

 Estro Estimuladas 

HT 91.5 ± 6.5 % 82.5 ± 6.5 % 

KO 23.7 ± 13.1* % 22.2 ± 8.3* % 

 

Espermatozoides capacitados HT o KO fueron incubados in vitro con igual número de 
ovocitos obtenidos de hembras en estro natural o estimuladas hormonalmente analizándose el 
porcentaje de fertilización. Los resultados representan la media ± SEM, n = 5; *p< 0.01 versus 
control. No se observaron diferencias significativas dentro de cada genotipo para los tipos de 
ovocitos. 

 

Habiendo observado que los espermatozoides KO presentaban una menor capacidad 

fertilizante in vitro, estudiamos el comportamiento de los mismos en las distintas etapas del 

proceso de fertilización. Para ello, espermatozoides capacitados de ambos genotipos fueron co-

incubados in vitro ya sea con COC, con ovocitos rodeados solo de ZP o con ovocitos sin 

cúmulus ni ZP. En todos los casos, se observaron menores niveles de fertilización para los 

espermatozoides KO que para los HT (Fig. 1.9A–C), consistente con la participación de CRISP2 
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en la etapa de fusión de gametas (Fig. 1.9C) tal como había sido reportada por nuestro 

laboratorio (Busso et al., 2007).  

 

 

Figura 1.9 Espermatozoides capacitados de machos HT o KO fueron co-incubados con (A) 
COC por 3 h, (B) ovocitos con ZP por 3 h o (C) ovocitos sin ZP por 1 h. Al final de cada 
incubación se determinó el porcentaje de fertilización analizándose la presencia de al menos 
una cabeza de espermatozoide decondensada en el citoplasma. Media ± SEM, (A) n=6, 
**p<0,01, (B) n=9, **p<0,01, (C) n=7, **p<0,01. 

 

Dada la posibilidad de que estos defectos se debieran a un mero retraso en la fertilización, 

los COC fueron expuestos a espermatozoides HT y KO durante 5 horas en vez de 3 h, y los 

ovocitos fertilizados incubados hasta su desarrollo a embriones de 2 células. En este caso, el 

porcentaje de fertilización obtenido para cada genotipo (Fig. 1.10) fue similar al observado 

previamente al analizar presencia de cabeza decondensada o pronúcleos (ver Fig. 1.9A), 

indicando que los defectos en fertilización de los espermatozoides mutantes no podían ser 

revertidos por una co-incubación de mayor duración. 

 

Figura 1.10 Espermatozoides capacitados de machos HT o KO fueron co-incubados con  
COC por 5 h, analizándose el porcentaje de embriones de 2 células al día siguiente. Media ± 
SEM. n=5, **p<0,01. 
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El hecho de que los porcentajes de fertilización fueran mucho menores para los casos en los 

que se utilizaban COC u ovocitos rodeados de ZP (Fig. 1.9A,B) que en aquellos en los cuales 

se utilizaban ovocitos sin cúmulus ni ZP (Fig. 1.9C), sugirió que los espermatozoides carentes 

de CRISP2 presentaban deficiencias no sólo para fusionarse con el ovocito sino también para 

interactuar con las envolturas del mismo. Para examinar la capacidad de los espermatozoides 

KO de penetrar el cúmulus, los COC fueron co-incubados con espermatozoides de cada 

genotipo previamente marcados con Hoescht y el número de espermatozoides dentro de la 

matriz del cúmulus determinado luego de 15 min de co-incubación. Los resultados mostraron 

una disminución significativa en el número de espermatozoides mutantes que penetraron el 

cúmulus en comparación con los controles (Fig. 1.11).  

 

Figura 1.11 Espermatozoides capacitados de machos HT y KO fueron expuestos a Hoescht 
y co-incubados con COC por 15 min, determinándose el número de espermatozoides 
fluorescentes dentro de la matriz del cúmulus. Media ± SEM, n=4, *p<0,05. 

 

Si bien cuando existe una falla en la fusión de gametas, los espermatozoides tienden a 

acumularse en el espacio perivitelino, no se observó acumulación de espermatozoides KO en el 

espacio perivitelino de los ovocitos fertilizados o no fertilizados, sugiriendo la existencia de una 

deficiencia en la capacidad de estos espermatozoides de unirse y/o penetrar la ZP. Para 

estudiar dicha posibilidad, ovocitos con ZP fueron co-incubados con espermatozoides KO o 

control y el número de espermatozoides unidos a la ZP evaluado luego de 30 min. Los 

resultados no revelaron diferencias entre ambos genotipos en cuanto al número de 

espermatozoides unidos por ZP (Fig. 1.12A), sugiriendo una deficiencia a nivel de la siguiente 

etapa de penetración de la ZP. Para estudiar esta etapa específica del proceso de fertilización 
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se intentaron diferentes estrategias que tienen como base el empleo de ovocitos incapaces de 

desencadenar el bloqueo de polispermia por modificación de la ZP post-fertilización. Para ello 

se utilizaron: a) ovocitos de hembras WT en estadio de vesícula germinal, en los cuales la 

maduración citoplasmática no ha ocurrido y, por lo tanto, no puede ocurrir la reacción cortical 

(Iwamatsu y Chang, 1972); b) ovocitos maduros incubados por 1 hr a 55 ºC, inactivándose las 

enzimas que modifican la ZP (Miller et al, 1993); c) ovocitos maduros almacenados en 

soluciones concentradas de sales neutras (ej. sulfato de amonio 2 M) que retraen el citoplasma 

del ovocito, creando un gran espacio perivitelino, manteniendo las propiedades biológicas de la 

ZP (Yanagimachi et al, 1979). Sin embargo, en ninguna de las condiciones se observó un 

número significativo de espermatozoides control en el espacio perivitelino de los ovocitos 

imposibilitando el estudio con espermatozoides KO. En paralelo al desarrollo de estos estudios, 

se publicó un trabajo en el cual lograban aumentar la permeabilidad de la ZP tratando a los 

ovocitos con glutatión reducido y, de esta forma, revertir los defectos en fertilización por fallas 

en la penetración de la ZP (Miyata et al, 2015). En base a ello, se realizaron ensayos de 

fertilización in vitro exponiendo a espermatozoides KO y HT a ovocitos tratados con glutatión 

reducido. Bajo estas condiciones, los porcentajes de fertilización correspondientes a 

espermatozoides KO aumentaron, alcanzando los niveles de los espermatozoides controles 

(Figura 1.12B) y apoyando una deficiencia a nivel de la penetración de la ZP.  

 

Figura 1.12 (A) Espermatozoides capacitados de machos HT y KO fueron co-incubados con 
ovocitos sin cúmulus y con ZP por 30 min, determinándose el número de espermatozoides 
unidos a la ZP. Media ± SEM, n=5, n.s. (B) Espermatozoides capacitados HT y KO fueron co-
incubados con ovocitos control o tratados con glutatión, determinándose el porcentaje de 
fertilización al cabo de 3 h. Media ± SEM, n=5; (a) vs. (b) p<0,05. 
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Con el fin de elucidar los mecanismos que conducen a la menor capacidad fertilizante de los 

espermatozoides KO observada tanto in vivo como in vitro, espermatozoides de ambos 

genotipos fueron incubados bajo condiciones capacitantes, examinándose diferentes 

parámetros espermáticos asociados a la capacitación. Por medio de radioinmunoensayo (Del 

Punta et al., 1996) y en colaboración con el Dr. Omar Pignataro (IBYME), se evaluaron los 

niveles intracelulares de cAMP, el cual es un mensajero crítico para el desarrollo de la 

capacitación. Los resultados mostraron niveles similares entre ambos genotipos (Fig. 1.13A). 

Consistentemente, el análisis por western blot de extractos de espermatozoides mutantes y 

controles no reveló diferencias en los niveles de fosforilación de proteínas en tirosina (Fig. 

1.13B), evento post-traduccional que ocurre normalmente durante la capacitación vía activación 

de PKA en respuesta al aumento de cAMP (Visconti et al., 2005), como así tampoco en el 

porcentaje de RA espontánea o inducida con progesterona (Fig. 1.13C). Sin embargo, el 

análisis objetivo de la motilidad de los espermatozoides por el sistema CASA reveló que, a 

pesar de presentar una motilidad total normal (KO: 58±5% versus HT: 60±6%; media ± SEM; 

n=7; n.s.), los espermatozoides mutantes exhibían una disminución en la mayoría de los 

parámetros cinéticos asociados a la HA (Tabla 1.2) como así también en el porcentaje de 

células hiperactivadas (Fig. 1.13D). 

 

Figura 1.13 Espermatozoides epididimarios de machos HT y KO fueron incubados en 
condiciones capacitantes evaluándose diferentes parámetros funcionales asociados a la 
capacitación. (A) Niveles de cAMP medidos mediante radioinmunoensayo. Media ± SEM, n=5, 
n.s. (B) Fosforilación de proteínas en tirosina analizada por western blot utilizando un 
anticuerpo anti-fosfotirosina. n=4. Se muestra una imagen representativa. (C) Porcentaje de RA 
analizado por medio de tinción con Coomasie Blue de espermatozoides expuestos a 
progesterona (P4) o a DMSO (vehículo) durante los últimos 15 minutos de la capacitación. 
Media ± SEM, n=4, n.s. (D) Porcentaje de HA evaluado por el sistema CASA. Media ± SEM, 
n=7, *p<0,05.  
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Tabla 1.2. Efecto de la falta de CRISP2 sobre la motilidad de espermatozoides capacitados  

 
VAP (μm/s) VSL (μm/s) VCL (μm/s) ALH (μm) BCF (Hz) STR (%) LIN (%) 

HT 
122,1±5,3 52,6±3,0 226,0±12,4 4,7±0,3 11,7±0,3 43,6±0,1 24,2±0,7 

KO 
110,7±4,2 

* 
46,7±1,8 

* 
202,9±10,7 

** 
4,2 ± 0,2 

*** 
12,0±0,2 43,1±1,6 24,4±1,3 

 

Espermatozoides capacitados HT o KO fueron analizados por CASA evaluándose diferentes 

parámetros de motilidad. VAP: velocidad promedio de la trayectoria (µm/s), VSL: velocidad en 

línea recta desde el inicio al final de la trayectoria (µm/s), VCL: velocidad curvilínea (µm/s), ALH: 

amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (µm), BCF: frecuencia de batido de la cabeza 

(Hz), STR: rectilineidad (%) y LIN: linealidad (%). n=7; * p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001 vs 

control. 

 

Teniendo en cuenta los defectos en la HA de los espermatozoides KO, estudiamos si la 

reversión de la fertilización en presencia de glutatión (ver Fig. 1.12B) se debía a una mayor 

permeabilidad de la ZP o a un aumento en los porcentaje de HA de los espermatozoides KO.  

Los resultados mostraron que la incubación de los espermatozoides con glutatión no tiene 

efectos sobre los niveles de HA de los mismos (Fig. 1.14), indicando que el efecto en la ZP 

sería el principal factor en la reversión con el agente reductor. 

 

Figura 1.14 Espermatozoides capacitados de machos HT y KO fueron incubados 30 min en 
condiciones control o con glutatión (GSH) y el porcentaje de HA evaluado por el sistema CASA. 
Media ± SEM, n=3, n.s. versus control sin GSH. 
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Considerando que la motilidad es dependiente de los niveles de Ca2+citosólico (Ren et al., 

2001; Schuh et al., 2004), evaluamos por fluorometría el Ca2+ intracelular en espermatozoides 

KO y HT tanto frescos como capacitados utilizando una sonda sensible al catión (Fluo-4, AM). 

Los resultados mostraron que mientras que los espermatozoides de los dos genotipos exhibían 

el ya reportado aumento de Ca2+ intracelular durante la capacitación (Ruknudin y Silver, 1990), 

en el grupo KO este aumento fue significativamente mayor que en los controles (Fig. 1.15A).  

En paralelo, empleando citometría de flujo, se pudieron evaluar los niveles de Ca2+ en 

espermatozoides KO y HT incubados por 90 min en condiciones capacitantes y no 

capacitantes. Para el análisis, los espermatozoides fueron seleccionados por su forma en el 

gráfico SSC (side scatter o dispersión lateral) vs. FSC (foward scatter o dispersión frontal) (Fig. 

1.15B) y luego por su viabilidad, es decir, aquellas que no mostraron marca para ioduro de 

propidio (Fig. 1.15C). Los resultados mostraron que tanto los espermatozoides frescos como los 

incubados en condiciones no capacitantes exhibían bajos niveles de fluorescencia que no 

diferían entre genotipos (Fig. 1.15D,E). Asimismo, los espermatozoides capacitados KO 

presentaron niveles de fluorescencia significativamente mayores que los de espermatozoides 

capacitados control (Fig. 1.15D,E). En conjunto, los resultados obtenidos por fluorometría y 

citometría de flujo apoyan la existencia de una desregulación del Ca2+ intracelular que podría 

ser la responsable de los defectos en capacitación y fertilización observados en los 

espermatozoides KO.  
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Figura 1.15 (A) Incremento en los niveles de Ca2+ intracelular durante la capacitación 
medidos por fluorometría utilizando Fluo-4, AM (Fluorescencia de espermatozoides 
capacitados/frescos). Media ± SEM. n=4, p<0,05. (B-E) Niveles de Ca2+ intracelular evaluados 
por citometría de flujo. (B) Gráfico SSC vs FSC mostrando el área seleccionada. Solo los 
eventos dentro de esa área fueron utilizados en los posteriores análisis. (C) Gráfico de 
fluorescencia en el canal de ioduro de propidio (IP) mostrando las células negativas (vivas) y 
positivas (muertas). Solo los espermatozoides dentro del área marcada fueron utilizados. (D) 
Histogramas de fluorescencia del canal FITC de un experimento representativo en el que se 
muestran espermatozoides HT (rojo) y KO (azul), tanto frescos (línea punteada) como 
capacitados (línea continua) (E) Intensidad de fluorescencia media (MFI) del Fluo-4 de 
espermatozoides de ambos genotipos frescos, no capacitados y capacitados. Media ± SEM, 
n=5, (a) vs. (b) p<0,001; (b) vs. (c) p<0,001. 

 



Resultados 1 

 

115 

 

Dado que el aumento de Ca2+ intracelular durante la capacitación espermática depende 

principalmente de la entrada de Ca2+ desde el exterior de la célula a través de CatSper, el 

principal canal de Ca2+ del espermatozoide, evaluamos los niveles de Ca2+ en espermatozoides 

capacitados en menores concentraciones de Ca2+ extracelular o en presencia de un inhibidor 

específico de CatSper. El aumento exacerbado de Ca2+ intracelular en los espermatozoides KO 

no se observó en ninguna de estas dos condiciones (Fig. 1.16A,B) indicando que la 

desregulación del Ca2+ en los espermatozoides KO es dependiente de la entrada de Ca2+ a 

través de este canal. 

 

Figura 1.16 (A) Niveles de Ca2+ intracelular evaluados por citometría de flujo usando Fluo-4, 
AM. Los resultados se muestran como la intensidad de fluorescencia media (MFI) de 
espermatozoides expuestos en concentraciones decrecientes de Ca2+ extracelular o EGTA. 
Media ± SEM, n=5, *p<0,05 (B) Niveles de Ca2+ evaluados en espermatozoides capacitados en 
condiciones control o en presencia 10 µM del inhibidor de CatSper, HC-056456. Media ± SEM, 
n=5, *p<0,05.  

 

Habiendo observado que los niveles de Ca2+ intracelular de los espermatozoides KO podían 

ser normalizados disminuyendo la concentración de este ion en el medio de incubación, el 

próximo paso consistió en estudiar si en estas condiciones mejoraba la hiperactividad y la 

capacidad fertilizante de los espermatozoides. Sin embargo, no se observó un aumento en los 

porcentajes de hiperactividad (Fig. 1.17A) ni de fertilización (Fig. 1.17B) indicando que la simple 

normalización de los niveles de Ca2+ intracelular no sería suficiente para revertir el fenotipo de 

los espermatozoides KO. Más aún, a la menor concentración empleada (0,6 mM), se observó 

incluso un detrimento en la fertilización en el grupo HT (Fig. 1.17B), posiblemente debido al 

crítico rol que cumple este ion en el desarrollo de la HA y en las distintas etapas de la 

fertilización. 
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Figura 1.17 Espermatozoides epididimarios de machos HT o KO fueron capacitados bajo 
diferentes concentraciones de Ca2+ extracelular. (A) El porcentaje de HA fue evaluado por el 
sistema CASA. Media ± SEM, n=3, n.s. versus 1,7 mM (B) El porcentaje de fertilización fue 
estudiado analizándose el porcentaje de embriones de 2 células al día siguiente de una co-
incubación de 3 h con COC. Media ± SEM. n=5, *p<0,05, **p<0,01 vs 1,7 mM. 

 

 Finalmente, con el objetivo de esclarecer cuales flujos de Ca2+ podrían estar siendo 

regulados por CRISP2 y teniendo en cuenta la naturaleza intracelular de esta proteína que 

dificulta los estudios electrofisiológicos, nos planteamos analizar en mayor profundidad su 

localización celular. En este sentido, CRISP2 podría regular el Ca2+ intracelular a través de la 

modulación de canales de Ca2+ ubicados tanto en el RNE (redundant nuclear envelope) del 

cuello, como en la membrana plasmática a lo largo de la cola. Considerando que la cola del 

espermatozoide tiene un diámetro menor de 1 μm, este análisis se realizó utilizando el sistema 

3D STORM (stochastic optical reconstruction microscopy), que permite una resolución mayor al 

límite de refracción de la luz, y que ya fue utilizado para conocer la localización de diferentes 

proteínas en el flagelo del espermatozoide murino (Chung et al., 2015). Estos estudios se 

hicieron en colaboración con los Dres. Mariano Buffone (IBYME) y Diego Krapf (Universidad de 

Colorado, EEUU), utilizando anticuerpos anti-CRISP2 en espermatozoides frescos de animales 

WT. Los resultados confirmaron la localización de CRISP2 en el acrosoma, en el cuello y en la 

cola del espermatozoide (Fig. 1.118A), mientras que el análisis radial de la cola indicó que 

CRISP2 se ubicaba a una distancia desde el centro coincidente con la membrana plasmática de 

la pieza principal y pieza media de la cola (Fig. 1.18B,C), apoyando así el rol de CRISP2 en la 

regulación de los diferentes canales de Ca2+ mencionados. 
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Figura 1.18 (A) Imagen representativa de un espermatozoide marcado con un anticuerpo 
anti-CRISP2 y analizado por el sistema STORM. (B) Detalle de la pieza media (recuadro 
amarillo) y pieza principal (recuadro rojo) y cortes transversales de las mismas. Las barras 
blancas corresponden a 500 nm. (C) Cuantificación de la densidad de probabilidad a partir de 
las reconstrucciones mostradas en (B).  

 

En resumen, los resultados obtenidos a partir de ensayos tanto in vivo como in vitro 

mostraron que los animales deficientes en CRISP2 exhibían defectos asociados a la fertilidad 

en condiciones demandantes, y que sus espermatozoides presentaban una menor capacidad 

fertilizante, defectos en el desarrollo de la HA y una desregulación del Ca2+ intracelular.  
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Capítulo 2 

Regulación de los niveles de calcio intracelular en espermatozoides humanos 

 

Tal como se mencionara en la introducción, existen estudios que señalan al gen 

codificante para la proteína testicular CRISP2 como uno de los candidatos cuya alteración 

es causante de infertilidad masculina, especialmente asociada a astenozoospermia 

(Paoloni-Giacobino et al., 2000; Olesen et al., 2001; Du et al., 2006; Jing et al., 2011; 

Zhou et al., 2015). Estos estudios señalan que, además del rol en la fusión de gametas 

propuesto previamente por nuestro laboratorio (Busso et al., 2005), CRISP2 tendría una 

relevancia para la motilidad de los espermatozoides humanos y la fertilidad masculina. En 

base a ello, y teniendo en cuenta los defectos en hiperactividad y en la regulación de Ca2+ 

observados en los animales KO para CRISP2, nos planteamos como objetivo estudiar en 

muestras de pacientes con astenozoospermia si la falta de CRISP2 podría ocasionar la 

falla en motilidad a través de la regulación del Ca2+ intracelular. Para ello, se estableció 

una colaboración con el Dr. Álvarez Sedó, Director del Laboratorio de Biología y Genética 

Reproductiva de la clínica de reproducción asistida CEGYR, quien nos proveyó de 

muestras de semen tanto de donantes sanos como de pacientes.  

En primer lugar, pusimos a punto el método de recuperación de espermatozoides ya 

que si intentáramos seleccionar las células por su motilidad en pacientes con problemas 

severos en la motilidad espermática (por ejemplo, a través de la técnica de swim up), las 

mismas serían tan escasas que serían insuficientes para poder obtener datos y 

analizarlos estadísticamente. Por lo tanto, se probó el uso de la centrifugación en 

gradiente de densidad (PureCeption®) de dos capas (40/80 %) y de una única capa (40 

%). Los mayores porcentajes de recuperación de espermatozoides se lograron mediante 

el uso de una única capa de gradiente de densidad, obteniéndose una población de 

espermatozoides con los mismos porcentajes de motilidad que la muestra de semen 

original y sin contaminación con células redondas. Dado que trabajos en la literatura 

muestran que esta forma de separación no selecciona excluyentemente a los 

espermatozoides con mejor motilidad (Tamburrino et al., 2015), los resultados que se 

obtienen sobre las células así recuperadas serían representativos de lo que ocurre 

naturalmente. 
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Luego de analizarse la motilidad de la muestra de semen, y separados los 

espermatozoides por el método de gradiente de una única capa, se dividió cada muestra 

en dos partes, la primera se utilizó para medir los niveles de expresión de CRISP2 por 

medio de western blot. En el tiempo que duró este estudio, se obtuvieron tan solo 3 

muestras astenozoospérmicas (motilidad progresiva menor a 32 % según la OMS, 2010) y 

43 controles con motilidad normal. De las 3 muestras de pacientes, dos presentaron 

niveles más bajos de CRISP2 que el promedio de donantes sanos, mientras que solo el 

30% de los donantes tenían niveles bajos de CRISP2 (Fig. 2.1A). Sin embargo, el bajo 

número de muestras astenozoospérmicas y la variabilidad de las muestras controles no 

permitió hacer una correcta comparación entre ambos grupos, por lo cual se decidió hacer 

análisis de correlaciones utilizando todas las muestras en conjunto, sin observarse una 

correlación significativa entre los niveles de CRISP2 y la motilidad progresiva de las 

muestras (Fig. 2.1B).  

 

 

Figura 2.1 (A) Cuantificación mediante western blot de la expresión de CRISP2 
relativizada a la cantidad de tubulina y a una muestra patrón que se sembró en todos los 
geles. Se grafican los valores independientes (normozoospérmicos, n=43 y 
astenozoospérmicos, n=3) y la media ± SEM, n.s. (B) Porcentaje de motilidad progresiva 
en función de la expresión relativa de CRISP2. Los triángulos representan las muestras 
astenozoospérmicas y los círculos las de motilidad normal. Se incluye en el gráfico el 
coeficiente de correlación de Pearson y el nivel de significancia (n=37). 

 

Con el objetivo de investigar si CRISP2 tenía un rol en la regulación del aumento de 

Ca2+ intracelular, la otra parte de la muestra de espermatozoides se empleó para medir 

los niveles de Ca2+ intracelular por citometría de flujo en espermatozoides incubados en 

condiciones capacitantes y no capacitantes (sin BSA ni bicarbonato) utilizando una sonda 



Resultados 2 
 

120 
 

sensible a Ca2+ (Fluo-4, AM). Estas mediciones se realizaron en colaboración con la Lic. 

Sol Nuñez, miembro del Laboratorio dirigido por el Dr. Zwirner del IBYME. En primer 

lugar, pusimos a punto esta medición con espermatozoides de donantes sanos, 

seleccionándose los espermatozoides a partir de un gráfico SSC (side scatter o dispersión 

lateral) vs. FSC (foward scatter o dispersión frontal) (Fig. 2.2A) ya que estas variables 

brindan información acerca del volumen y complejidad celular (Mata-Martinez et al., 

2013). Luego, se seleccionan las células por su viabilidad según la ausencia de marca 

con ioduro de propidio (Fig. 2.2B). Los resultados mostraron el aumento esperado de Ca2+ 

intracelular dependiente de la capacitación, medido como fluorescencia media de Fluo-4 

(Fig. 2.2C,D) y como el porcentaje de células con alto Ca2+ (Fig. 2.2C,E), tal como había 

sido reportado previamente (Mata-Martinez et al., 2013). 

 

Figura 2.2 El aumento de Ca2+ en espermatozoides capacitados y no capacitados fue 
medido por citometría de flujo. (A) Gráfico SSC vs FSC mostrando el área seleccionada. 
Solo los eventos dentro de esa área fueron utilizados en los posteriores análisis. (B) 
Gráfico de fluorescencia en el canal de ioduro de propidio (IP) mostrando las células 
negativas (vivas) y positivas (muertas). Solo los espermatozoides dentro del área 
marcada fueron utilizados. (C) Histogramas de fluorescencia del canal FITC de un 
experimento representativo en el que se muestran espermatozoides capacitados (C, rojo) 
y no capacitados (NC, azul). Además, se señala la población de espermatozoides con 
altos niveles de Ca2+. (D-E) Intensidad de fluorescencia media (MFI) del Fluo-4 (D) y  
porcentaje de células con alto Ca2+ (E) de espermatozoidesno capacitados y capacitados. 
Media ± SEM, n=35, **p<0,01, ***p<0,001. 
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El próximo paso consistió en evaluar la asociación entre los niveles de CRISP2 y el 

aumento de Ca2+ durante la capacitación. El análisis de los resultados mostró una 

tendencia, en el caso del aumento del MFI (Fig. 2.3A), y una correlación negativa 

significativa, en el caso del porcentaje de células con alto Ca2+ (Fig. 2.3B), entre el 

aumento de Ca2+ y la expresión de CRISP2. Estos resultados sugieren que cuanto menor 

es la expresión de CRISP2 mayor es el aumento de Ca2+, indicando que los pacientes con 

expresión aberrante de CRISP2 podrían estar teniendo una desregulación en los niveles 

de este catión al igual que en el modelo de ratones KO para Crisp2. 

  

 

Figura 2.3 Aumento de Ca2+medido como veces de aumento de intensidad media de 
fluorescencia (MFI) (A) o porcentaje de células con alto Ca2+ (B) entre espermatozoides 
capacitados (Cap) y no capacitados (No Cap), en función de la expresión relativa de 
CRISP2. Los triángulos representan las muestras astenozoospérmicas y los círculos las 
de motilidad normal. Se incluye en cada gráfico el coeficiente de correlación de Pearson y 
el nivel de significancia (n=33). 

 

De forma paralela a las mediciones de CRISP2 y Ca2+, se buscó desarrollar un modelo 

experimental que emulara a pacientes con niveles elevados de Ca2+ intracelular para 

ensayar posibles tratamientos. Dado que el Ca2+ extracelular es esencial para el aumento 

de los niveles intracelulares de este ion, decidimos incubar a espermatozoides de 

donantes sanos en concentraciones crecientes de Ca2+ en el medio de capacitación. 

Como control positivo, los espermatozoides fueron expuestos al ionóforo de Ca2+ A23187, 

registrándose el aumento esperado en el calcio intracelular. El análisis por citometría de 

flujo mostró que ninguna de las concentraciones de Ca2+ extracelular ensayadas logró 

elevar el Ca2+ intracelular con respecto al control (1,7 mM) (Fig. 2.4). 
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Figura 2.4 Niveles de Ca2+ medidos por citometría de flujo comointensidad de 
fluorescencia media (MFI) del Fluo-4 de espermatozoidescapacitados en concentraciones 
crecientes de Ca2+ en el medio.Como control positivo, se utilizó el ionóforo A23127 (Iono). 
Media ± SEM, n=5, ***p<0,001. 

 

Dado que nuestros resultados indicaban que bajos niveles de CRISP2 estaban 

asociados a mayores aumentos de Ca2+ durante la capacitación (ver Fig. 2.3) y, teniendo 

en cuenta los posibles efectos negativos de niveles anormalmente altos de Ca2+ (Schuh et 

al., 2004, Brukman et al., 2016, Li et al., 2016), nos planteamos como objetivo encontrar 

moduladores de la capacitación que inhiban el aumento anormal de Ca2+ y que puedan 

ser utilizados como herramienta farmacológica para mejorar la motilidad de los 

espermatozoides de este tipo de pacientes. Como primer paso, se buscaron drogas que 

inhibieran el aumento de Ca2+ que ocurre normalmente durante la capacitación en 

muestras de donante sanos con la idea de emplear dicha droga en aquellos pacientes que 

muestren mayores niveles de Ca2+ que lo normal. Para ello, medimos los niveles de Ca2+ 

de espermatozoides de donantes sanos expuestos a diferentes compuestos que inhiban 

la entrada de Ca2+ a través de CatSper. Los compuestos empleados fueron EGTA, un 

quelante de calcio extracelular; HC056456, un inhibidor específico de CatSper; y H89, un 

inhibidor de la quinasa PKA que regula la entrada de Ca2+ al espermatozoide (Torres-

Flores et al., 2008, Baron et al., 2016). Finalmente, como un control negativo del H89 se 

empleó un inhibidor de la quinasa PYK2 (PF431396, PF) que inhibe la fosforilación de 

proteínas en tirosina (pTyr) sin afectar la actividad de PKA (Battistone et al., 2014). Como 

controles, se utilizaron espermatozoides capacitados en ausencia de inhibidores y 

espermatozoides incubados en condiciones no capacitantes. En todas las condiciones 

ensayadas se observó una disminución en los niveles de Ca2+intracelular respecto a los 

espermatozoides capacitados en ausencia de inhibidores (Fig. 2.5). 
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Figura 2.5 Niveles de Ca2+ expresados como intensidad de fluorescencia media Fluo-4 

(MFI) de al menos 4 experimentos diferentes de espermatozoides capacitados (C), no 

capacitados (NC) o capacitados en presencia de 3,5 mM EGTA (E); 10 μM de HC056456, 

inhibidor de CatSper (HC); 50 μM de H89, inhibidor de PKA (H89); o 30 μM de PF431396, 

inhibidor de PYK2 (PF). Media ± SEM. **p<0,001, ***p<0,0001 vs. C. 

 

Para nuestra sorpresa, el PF produjo una inhibición en el aumento de Ca2+ ya que el 

mismo había sido empleado como control negativo de la inhibición de PKA. Dado que 

hasta el momento no existían evidencias acerca de la relevancia de la pTyr para la 

regulación de los niveles de Ca2+, nos pareció de sumo interés investigar en profundidad 

el cross-talk entre esta cascada de señalización y el aumento de Ca2+ inducido por la 

capacitación, ampliando así el abanico de actores moleculares que podrían ser blanco de 

un tratamiento para la infertilidad. Para ello, en primer lugar estudiamos el efecto de la 

concentración de PF en los niveles de Ca2+ (Fig. 2.6), observándose tanto un efecto dosis-

dependiente como diferencias con respecto al control en aquellas concentraciones a las 

cuales se veía inhibición de la pTyr (Battistone et al., 2014). 
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Figura 2.6 Niveles de Ca2+ medidos por citometría de flujo comointensidad de 
fluorescencia media (MFI) del Fluo-4 en espermatozoides capacitados expuestos a 
concentraciones crecientes de PF en el medio. Media ± SEM, n=3, **p<0,01, ***p<0,001 
vs 0 µM. 

 

Teniendo en cuenta que CatSper es el principal canal involucrado en la entrada de 

Ca2+ en el espermatozoide humano (Smith et al., 2013; Williams et al., 2015), el próximo 

paso fue estudiar si el efecto de inhibir pTyr en los niveles intracelulares de Ca2+ se debía 

a una menor actividad de CatSper. Estos estudios se llevaron a cabo durante una beca de 

entrenamiento otorgada por PLISSER llevada a cabo en el laboratorio Consorcio de 

Fisiología del Espermatozoide (Instituto de Biotecnología, UNAM, México), dirigido por el 

Dr. Alberto Darszon. En primer lugar, la actividad de CatSper fue evaluada mediante 

citometría de flujo por depolarización del potencial de membrana (Em) (Torres-Flores et 

al., 2011, Ernesto et al., 2014), dado que cuando CatSper se encuentra activo en un 

medio libre de cationes divalentes, es permeable a cationes monovalentes (Kirichok et al., 

2006; Strunker et al., 2011) como el Na+, produciendo una depolarización de la célula 

(Torres-Flores et al., 2011). Para ello, espermatozoides tanto capacitados en presencia de  

PF como controles (capacitados, no capacitados y capacitados con HC) fueron teñidos 

con el indicador de Em DiSC3(5) y la intensidad de fluorescencia registrada antes y 

después del agregado de 3,5 mM de EGTA. Solo aquellas células seleccionadas en los 

gráficos de FSC y SSC (Fig. 2.7A), y negativas para ioduro de propidio fueron utilizadas 

en el análisis (Fig. 2.7B). Bajo estas condiciones, los espermatozoides capacitados 

mostraron mayor depolarización de membrana que los espermatozoides no capacitados o 

capacitados con HC (Fig. 2.8C), lo cual es consistente con la mayor actividad de CatSper 

durante la capacitación. En el caso de los espermatozoides capacitados en presencia de 

PF, se observó una disminución en la depolarización inducida con EGTA comparado con 

los espermatozoides capacitados control (Fig. 2.7C).  
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Figura 2.7 Actividad de CatSper evaluada por la depolarización de membrana luego 
del tratamiento con EGTA. El potencial de membrana fue evaluado por citometría de flujo 
registrando la fluorescencia de la sonda DiSC3(5). (A) Gráfico SSC vs FSC mostrando las 
células seleccionadas para el posterior análisis. (B) Gráfico de fluorescencia del ioduro de 
propidio (IP) mostrando la selección de células negativas (vivas). (C) Espermatozoides 

capacitados (C), no capacitados (NC) o capacitados en presencia de 10 μM de HC 

(C+HC) o 30 μM de PF (C+PF) expuestos a 3,5 mM EGTA. Los resultados se expresan 

como la diferencia entre la intensidad de fluorescencia media antes y después del 

agregado de EGTA (ΔMFIbasal-EGTA). Media ± SEM, n=7, *p<0,05, ***p<0,001 vs C. 

 

Considerando que en humanos, CatSper es activado por progesterona (Lishko et al., 

2011; Strunker et al., 2011), evaluamos si dicha activación era afectada por la inhibición 

de pTyr. Debido a la rapidez y a la naturaleza bifásica del aumento de Ca2+, la intensidad 

de fluorescencia del Fluo-4 fue registrada por microscopía en tiempo real antes y después 

del agregado de 100 nM de progesterona. Tal como se muestra en la Figura 2.8A, se 

pudo observar el típico aumento de Ca2+
 bifásico en respuesta a progesterona con un 

pico máximo a los 50 seg seguido de un plateau (Strunker et al., 2011), en todos los 

tratamientos. Sin embargo, los espermatozoides capacitados en presencia de PF 

exhibieron una disminución significativa tanto en el pico máximo (Fig. 2.8B) como en el 

plateau (Fig. 2.8C) con respecto a los espermatozoides capacitados control. 
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Figura 2.8 Actividad de CatSper evaluada por el aumento de Ca2+intracelular inducido 
por 100 nM de progesterona (P4). (A) Experimento representativo de microscopía en 
tiempo real de espermatozoides capacitados (C), no capacitados (NC) o capacitados en 
presencia de 30 μM de PF (C+PF). Se registró la fluorescencia relativa máxima 
correspondiente al pico (B) y la fluorescencia relativa media obtenida en la fase 
estacionaria (C) de la respuesta a P4. Los niveles de calcio se representan como la 
fluorescencia del Fluo-4 relativa al valor inicial (F0). Media ± SEM, n=5, *p<0,05, **p<0,01 
vs. C.  

 

Dado que ambos esquemas experimentales sugerían que la actividad de CatSper 

estaba disminuida por acción del tratamiento con PF, lo siguiente que nos preguntamos 

fue si el inhibidor bloqueaba a CatSper directamente o indirectamente a través de un 

mecanismo asociado a la capacitación tal como la pTyr. Para ello, y considerando que 

CatSper en espermatozoides no capacitados tiene cierta sensibilidad a progesterona (Ver 

Fig. 2.9A) (Lishko et al., 2011; Strunker et al., 2011), evaluamos si el agregado de PF (o 

HC como control) a espermatozoides no capacitados inhibía el aumento de Ca2+ inducido 

por la hormona. Los resultados mostraron que en tanto el tratamiento con HC fue capaz 

de bloquear el incremento de Ca2+ en espermatozoides no capacitados, el agregado de 

PF a dichas células no afectó la respuesta a progesterona (Fig. 2.9A,B), descartando que 

el PF estuviera bloqueando directamente a CatSper.  
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Figura 2.9 Incremento de Ca2+en respuesta a 100 nM de progesterona medido por 
microscopía en tiempo real como fluorescencia de Fluo-4. Se registró la fluorescencia 
relativa máxima correspondiente al pico (B) y la fluorescencia relativa media obtenida en 
la fase estacionaria (C) de la respuesta a P4. Los niveles de calcio se representan como 
la fluorescencia del Fluo-4 relativa al valor inicial (F0). Media ± SEM, n=5, ***p<0,001 vs. 
NC. 

 

Otra posibilidad que podría explicar los menores niveles de Ca2+ en los 

espermatozoides capacitados en presencia de PF sería que la inhibición de pTyr esté 

afectando el sistema (Store Operated Calcium Entry) ya que existen en la literatura fuertes 

evidencias que señalan que en otros tipos celulares, PYK2 regula la entrada de Ca2+ por 

este sistema a través de la fosforilación en Tyr de STIM1 (stromal interaction molecule 1) 

(Mohammad et al., 2011, López et al., 2012, Mohammad et al., 2015, Yazbeck et al., 

2017). Asimismo, este mecanismo de entrada de Ca2+ juega un rol en la fase estacionaria 

de la respuesta a progesterona en espermatozoides humanos (Lefièvre et al., 2012), 

durante la cual se observó una disminución de los niveles de Ca2+ en espermatozoides 

capacitados expuestos a PF. Por lo tanto, estudiamos la posible modulación de SOCE por 

pTyr agregando tapsigargina a espermatozoides no capacitados o capacitados expuestos 

o no a PF, un compuesto que libera Ca2+ de los reservorios intracelulares y activa la vía 

SOCE. El análisis por citometría mostró que la tapsigargina produjo efectos similares en 

las tres condiciones ensayadas (Fig. 2.10), indicando que la actividad de SOCE en 

espermatozoides humanos no estaría bloqueada por la inhibición de pTyr. 
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Figura 2.10 Niveles de Ca2+ medidos por citometría de flujo como aumento de 
laintensidad de fluorescencia media del Fluo-4 (MFI) de espermatozoides capacitados (C), 
no capacitados (NC) y capacitados en presencia de 30 μM de PF (C+PF) expuestos a 10 
μM de tapsigargina. Los resultados se expresan como veces de aumento con respecto al 
basal sin tapsigargina. Media ± SEM, n=5, n.s. 

 

Basado en los resultados expuestos, el próximo paso consistió en analizar los eventos 

asociados a la capacitación que son requeridos para la activación de CatSper y que 

pudieran estar afectados al inhibir pTyr. En este sentido, es sabido que la actividad de 

CatSper es dependiente del pH intracelular y del potencial de membrana (Lishko et al., 

2011; Strunker et al., 2011, Miller et al., 2015), por lo cual el siguiente paso consistió en 

estudiar la alcalinización del citoplasma y la hiperpolarización de membrana luego de la 

capacitación. Para evaluar el efecto del tratamiento con PF sobre estos parámetros, los 

espermatozoides fueron capacitados en presencia del inhibidor y luego analizados por 

citometría de flujo utilizando como sondas BCECF para pH y DiSC3(5) para Em. Los 

espermatozoides fueron seleccionados para el posterior análisis tanto por su forma en el 

gráfico FSC vs SSC (Fig. 2.11A) como a través de la marca positiva para BCECF (Fig. 

2.11B), dado que esta sonda sólo se acumula en células vivas (Puga Molina et al., 2016). 

Los resultados mostraron una disminución de la fluorescencia de DiSC3(5) en 

espermatozoides no capacitados con respecto a los capacitados (Fig. 2.11C), 

confirmando la ya descripta ausencia de hiperpolarización en esta condición (López-

González et al., 2014). Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en 

cuanto a la fluorescencia de DiSC3(5), entre los espermatozoides expuestos a PF con 

respecto a los capacitados control (Fig. 2.11C). En el caso del pH, se observó una 

disminución significativa en la fluorescencia tanto en los espermatozoides no capacitados, 

como ya se encontraba descripto (López-González et al., 2014), como en los capacitados 

en presencia de PF respecto a los espermatozoides capacitados control (Fig. 2.11D). 
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Estos resultados indicarían que la vía de pTyr estaría regulando a CatSper a través de la 

alcalinización del citoplasma. 

 

Figure 2.11 pH intracelular y Em evaluados por citometría de flujo utilizando las sondas 
BCECF y DiSC5(3), respectivamente. (A) Gráfico SSC vs FSC mostrando las células 
seleccionadas para el posterior análisis. (B) Gráfico de fluorescencia del BCECF 
mostrando la selección de células positivas. (C,D) Intensidad de fluorescencia media 
(MFI) del DiSC5(3) (C) y del BCECF (D) de espermatozoides no capacitados (NC), 
capacitados (C) y capacitados en presencia de 30 µM de PF (C+PF). Media ± SEM, n=8, 
*p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 vs C. 

 

Teniendo en cuenta que la capacitación espermática involucra cascadas de 

señalización secuenciales y que, en humanos, este proceso requiere varias horas, nos 

propusimos estudiar la cinética de los cambios en pH y Ca2+ en espermatozoides 

capacitados control o expuestos a PF. Los resultados mostraron que los espermatozoides 

tratados con PF exhibían un aumento dentro de la primera hora tanto de pH como de 

Ca2+, similar a lo observado en los controles (Fig. 2.12A,B). Sin embargo, a partir de las 2 

hs de capacitación, coincidiendo temporalmente con la activación de la quinasa PYK2, se 
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observaron diferencias significativas en ambos parámetros comparados con el control 

(Fig. 2.12A,B). 

 

 

Figure 2.12 (A) Ca2+ y (B) pH intracelulares fueron evaluados por citometría de flujo 
utilizando las sondas Fluo-4 y BCECF, respectivamente,de espermatozoides capacitados 
control (C) y capacitados en presencia de 30 µM de PF (C+PF).Se muestran los niveles 
de fluorescencia media relativos al valor de los espermatozoides no capacitados (rMFI). 
Media ± SEM, n=6, *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 vs C. 

 

Como una manera de confirmar que CatSper estaría siendo regulado por pTyr a través 

de la modulación del pH, espermatozoides capacitados en presencia de PF y los controles 

(espermatozoides no capacitados y capacitados) fueron expuestos a NH4Cl o monensina, 

dos compuestos con capacidad de elevar el pH intracelular (Alasmari et al., 2013, Woo et 

al., 2002), evaluándose posteriormente los niveles intracelulares de pH y Ca2+ por 

citometría de flujo en los espermatozoides antes y después del tratamiento. Los 

resultados mostraron un aumento similar en el pH intracelular en las tres condiciones 

empleadas para ambos compuestos (Fig. 2.13A,C). Sin embargo, mientras que esta 

alcalinización no logró revertir los niveles de Ca2+en los espermatozoides no capacitados, 

en aquellos tratados con PF, fue suficiente para aumentar el Ca2+ intracelular de forma 

similar a los espermatozoides capacitados control (Fig. 2.13B,D). 
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Figura 2.13 (A,C) pH y (B,D) Ca2+ intracelulares evaluados por citometría de flujo 
utilizando las sondas BCECF y Fluo-4, respectivamente, en espermatozoides capacitados 
(C), no capacitados (NC) o capacitados en presencia de PF (C+PF) antes y después de 
un tratamiento de 2 min con 10 mM de NH4Cl (A,B) o 5 µM de Monensina (C,D). Los 
resultados se muestran como las veces de aumento luego del agregado de los 
compuestos con respecto al basal (MFItrat/MFIbasal). Media ± SEM, n=5 (Monensina), n=6 
(NH4Cl), *p<0,05, vs C. 

 

Para confirmar que la regulación del Ca2+ intracelular por el pH se encontraba río abajo 

de la pTyr, se evaluaron los niveles de pTyr por medio de western blot en los 

espermatozoides tratados con PF antes y después del aumento del pH por NH4Cl. Los 

resultados mostraron que el aumento de Ca2+ luego de la alcalinización del citoplasma no 

involucraría un aumento de pTyr (Fig. 2.13). 
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Figura 2.14 Efecto de la alcalinización del citoplasma sobre la vía de pTyr. Los niveles 
de pTyr fueron evaluados en espermatozoides capacitados (C), no capacitados (NC) o 
capacitados en presencia de PF (C+PF) antes y luego de la exposición por 2 min a 10 mM 
de NH4Cl. Para ello, extractos proteicos de los espermatozoides fueron sometidos a 
electroforesis en gel de acrilamida seguido por western blot utilizando un anticuerpo anti-
pTyr. Se utilizó tubulina como control de carga. Se muestra un experimento 
representativo. n=3. 

 

En base a estos resultados, y teniendo en consideración que la bomba de protones 

Hv1 esta propuesta como la principal responsable de la alcalinización del citoplasma en 

espermatozoides humanos (Lishko et al., 2010), el próximo paso fue estudiar la actividad 

del canal en espermatozoides tratados con PF. Para ello, espermatozoides capacitados 

en presencia de PF y controles (espermatozoides no capacitados o capacitados) fueron 

incubados con anandamida, un activador de Hv1, evaluándose posteriormente los niveles 

intracelulares de pH y Ca2+. Sin embargo, no pudimos obtener resultados relevantes de 

estos experimentos dado que en nuestras condiciones no observamos un aumento en 

ninguno de los dos parámetros estudiados, aún en los espermatozoides control (Fig. 

2.15A,B) (pH anandamida vs. basal, p=0,9891 y Ca2+ anandamida vs. basal, p=0,7162, 

n=5). Cabe aclarar que se utilizaron dos lotes distintos de anandamida y se emplearon las 

mismas condiciones de activación de Hv1 que en el trabajo publicado en el que describen 

su actividad en espermatozoides humanos (Lishko et al., 2010). 
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Figura 2.15 Niveles de pH y Ca2+ en respuesta al tratamiento con andandamida. 
Espermatozoides capacitados (C), no capacitados (NC) o capacitados en presencia de PF 
(C+PF) fueron expuestos por 5 min a 10 μM de anandamida. Los niveles de pH y Ca2+ 
medidos como intensidad de fluorescencia de las sondas BCECF (A) y Fluo-4 (B) fueron 
evaluados por citometría de flujo mostrándose las veces de aumento luego del agregado 
de la andandamida con respecto al basal. Media ± SEM, n=5. 

 

Finalmente, habiendo demostrado la regulación del Ca2+ por medio de la modulación 

del pH, y teniendo en cuenta la ya demostrada relevancia del Ca2+ y de la pTyr para la 

motilidad espermática (Battistone et al., 2014), el próximo paso fue analizar si la 

alcalinización del citoplasma revertía los defectos de motilidad de los espermatozoides 

tratados con PF. Con este objetivo, espermatozoides capacitados en presencia o no de 

PF fueron analizados por el sistema CASA antes y después del agregado de NH4Cl, 

utilizando como control espermatozoides capacitados en ausencia del inhibidor. Los 

resultados mostraron que la alcalinización farmacológica fue suficiente para revertir, al 

menos parcialmente, los parámetros de motilidad afectados en los espermatozoides con 

inhibición de pTyr (STR y LIN) (Tabla 2.1), señalando la relevancia del pH en el efecto 

producido por PF sobre la motilidad. 
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Tabla 2.1 Efecto de la alcalinización del citoplasma sobre la motilidad de 

espermatozoides con inhibición de pTyr 

 STR (%) LIN (%) VAP (μm/s) VSL (μm/s) VCL (μm/s) ALH (μm) BCF (Hz) 

C 64,2±3,4
a
 38,8±2,7

a
 71,0±6,4 48,0±6,3 128,7±13,4 2,9±0,3 15,0±1,9 

C+PF 52,0±3,7
b
 28,5±2,2

b
 61,7±7,4 35,0±5,8 120,0±15,2 2,8±0,3 12,3±1,6 

C+PF 

+NH4Cl 

61,6±3,5
ab

 36,0±2,6
ab

 57,2±6,9 38,8±6,6 102,8±13,4 

 

2,5±0,3 12,7±1,6 

 

Espermatozoides capacitados en presencia de PF antes y después de ser expuestos a 
10 mM de NH4Cl fueron analizados por CASA, analizándose luego diferentes parámetros 
de motilidad. Como control, se utilizaron espermatozoides capacitados en ausencia de PF 
como control. STR: rectilineidad (%), LIN: linealidad (%), VAP: velocidad promedio de la 
trayectoria (µm/s), VSL: velocidad en línea recta desde el inicio al final de la trayectoria 
(µm/s), VCL: velocidad curvilínea (µm/s), ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la 
cabeza (µm) y BCF: frecuencia de batido de la cabeza (Hz). Media ± SEM, n=6, letras 
diferentes indican diferencias signficativas (p<0,05). 
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Capítulo 3 

Evaluación del fenotipo de animales deficientes en más de una proteína 

CRISP simultáneamente 

 

Tal como se mencionara en la introducción, existen proteínas del tracto reproductor 

masculino cuya falta es compensada en los animales KO individuales pero 

evidenciada en modelos de animales múltiples KO (Kawano et al, 2010, Zhou et al, 

2012, Fiedler et al, 2013, White et al, 2013, Huang et al, 2016, Nakasuji et al, 2017, 

Zhang et al, 2017). En base a ello, existía la posibilidad de que alguno de los 

miembros de la familia CRISP estuviera compensando la falta de CRISP2 en los 

animales KO. Frente a ello, se planteó como objetivo, analizar el fenotipo reproductivo 

de animales deficientes en más de una proteína CRISP simultáneamente. La primera 

estrategia consistió en generar animales doble KO (DKO) por apareo de los ratones 

KO simples. Sin embargo la opción de generar por este medio las combinaciones 

entre Crisp2 y Crisp1 o Crisp2 y Crisp3 se descartó debido a que los loci Crisp1 y 

Crisp3 se encuentran muy cercanos al de Crisp2 en el cromosoma 17 del ratón (Fig. 

3.1), llevando a una probabilidad baja de recombinación entre ellos de 

aproximadamente el  0,5 % por generación.  

 

Figura 3.1 Se muestran de forma esquemática la posición y distancias (en millones 
de bases, Mb) entre los genes de las proteínas de la familia CRISP en el genoma 
murino. Las distancias y tamaños de los genes no están a escala. 

 

Teniendo en cuenta que el locus de Crisp4 se encuentra en el cromosoma 1 del 

ratón  y que, por lo tanto, la probabilidad de recombinación con el locus de Crisp2 es 

del 50 % (Fig. 3.1), se generó una colonia de animales DKO para ambos genes por 

medio de cruzas entre animales KO para Crisp2 y KO para Crisp4, los cuales estaban 

disponibles en el laboratorio. En una primera instancia se aparearon animales simple 

KO para cada uno de los genes obteniéndose un 100 % de animales HT para ambos 
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genes (Fig. 3.2A). Luego, animales de esta segunda generación fueron apareados 

entre sí, obteniéndose animales DKO con una frecuencia de 1:16. El genotipo de cada 

animal fue determinado mediante PCR de ADN genómico (Fig. 3.2B) y la ausencia de 

las proteínas fue confirmada por ensayos de western blot de extractos de 

espermatozoides (Fig. 3.2C,D) 

 

Figura 3.2 (A) Esquema de apareos realizado para la obtención de animales 
deficientes en CRISP2 y CRISP4. (B) El genotipo de los animales fue determinado por 
PCR a partir de extractos de ADN genómico obteniendo bandas de 380 pb y 470 pb 
(WT), 540 pb y 650 pb (DKO) o todas ellas (HT). Las flechas negras indican las 
bandas correspondientes al gen de Crisp4 y las blancas al de Crisp2 (C) La presencia 
de CRISP2 y CRISP4 en extractos de proteínas de espermatozoides epididimarios fue 
evaluada por western blot utilizando anticuerpos anti-CRISP2 y anti-CRISP4, 
respectivamente. β-tubulina fue utilizada como control de carga (paneles inferiores). 
n=3. Se muestran imágenes representativas.  

 

Considerando la baja frecuencia de DKO obtenidos por apareo entre animales HT 

para ambos genes (Ver Fig. 3.2A), este tipo de apareos se reservó únicamente para el 

mantenimiento de la colonia, en tanto que para obtener animales de experimentación 

se emplearon otros esquemas que aumentaban la probabilidad de obtener animales 

DKO. Por otro lado, y tal como se mencionara previamente, si bien los animales HT 

representan buenos controles para comparar fenotipos, en esta sección de la Tesis se 

utilizaron animales WT como control debido a que estos últimos se encontraban 

disponibles en mayor número.  
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En primer lugar, la fertilidad de los animales se analizó apareando cada macho con 

dos hembras control durante dos semanas, evaluándose el número de crías por 

camada. Bajo estas condiciones, no se observaron diferencias en la fertilidad entre 

machos DKO y control (Fig. 3.3A). Tampoco se observaron defectos cuando los 

machos DKO fueron apareados con hembras DKO. Sin embargo, en ensayos de 

fertilización in vivo, en los cuales los ovocitos eran recuperados al día siguiente de 

detectarse el tapón vaginal, los machos DKO mostraron menores niveles de 

fertilización que los controles (Fig. 3.3B). Más aún, los porcentajes de fertilización in 

vivo correspondientes a los machos DKO fueron significativamente menores que los 

de los machos simples KO para Crisp2 y Crisp4 (Fig. 3.3B).  

 

Figura 3.3 (A) Machos WT o DKO fueron colocados en apareo por dos semanas 
con hembras control (n=10) o hembras DKO (n=6) determinándose el tamaño de 
camada para cada grupo. Media ± SEM, n.s. (B) Machos WT (n=8), DKO (n=9) o 
simple KO para cada Crisp2 (n=7) o Crisp4 (n=4) fueron colocados en apareo con 
hembras estimuladas hormonalmente, analizándose el porcentaje de ovocitos 
fertilizados en la ampulla al día siguiente. Media ± SEM. Las barras con diferente letra 
presentan diferencias significativas entre sí, p<0,01. 

 

Con el fin de estudiar los parámetros que podrían estar siendo afectados por la 

ausencia simultánea de CRISP2 y CRISP4, se analizó la funcionalidad in vitro de los 

espermatozoides DKO. Los resultados mostraron que, pese a que el número (Fig. 

3.4A) y la motilidad (Fig. 3.4B) de los espermatozoides epididimarios de los animales 

mutantes no fueron diferentes a los controles, los porcentajes de fertilización fueron 

marcadamente menores para los espermatozoides DKO (Fig. 3.4C).    
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Figura 3.4 (A) Número total de espermatozoides recuperados de epidídimos WT o 
DKO. Media ± SEM, n=7, n.s. (B) Porcentaje de espermatozoides epididimarios WT o 
DKO mótiles analizado por medio del sistema CASA. Media ± SEM, n=5, n.s. (C) 
Espermatozoides capacitados de machos WT o DKO fueron co-incubados con COC 
por 3 hs, analizádose el porcentaje de fertilización por detección de al menos una 
cabeza de espermatozoide decondensada en el citoplasma. Media ± SEM, n=4, 
**p<0,001. 

 

Dado que tanto CRISP4 (Gibbs et al., 2011, Turunen et al., 2012, Carvajal et al., en 

preparación) como CRISP2 (Brukman et al., 2016) tienen roles en la capacitación 

espermática, se analizó si los menores porcentajes de fertilización in vivo e in vitro de 

los machos DKO podían deberse a defectos en diferentes parámetros asociados a la 

capacitación. Los resultados mostraron que los espermatozoides mutantes 

capacitados exhibían menores niveles de pTyr (Fig. 3.5A), menores porcentajes de RA 

inducida por progesterona (Fig. 3.4B) y fallas en el desarrollo de la HA (Fig. 3.5C, 

Tabla 3.1), sugiriendo que los defectos en la fertilización observados por la falta de 

ambas proteínas en los espermatozoides DKO podrían deberse a una acumulación de 

fallas durante la capacitación espermática. 

 

Figura 3.5 Espermatozoides epididimarios de machos WT y DKO fueron incubados 
en condiciones capacitantes por 90 min, evaluándose diferentes parámetros 
funcionales. (A) Fosforilación de proteínas en tirosina evaluada por western blot 
utilizando un anticuerpo anti-fosfotirosina. n=3. Se muestra una imagen representativa. 
(B) Porcentaje de reacción acrosomal estudiado por medio de tinción con Coomasie 
Blue de espermatozoides expuestos a progesterona (P4) o DMSO (vehículo) durante 
los últimos 15 min de la capacitación. Media ± SEM, n=8, **p<0,001 con respecto al 
vehículo. (C) Porcentaje de hiperactividad analizado por el sistema CASA. Media ± 
SEM, n=5, *p<0,05. 
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Tabla 3.1 Efecto de la falta simultánea de CRISP2 y CRISP4 sobre la motilidad de 
espermatozoides capacitados  

 

 VAP (μm/s) VSL (μm/s) VCL (μm/s) ALH (μm) BCF (Hz) STR (%) LIN (%) 

DKO 99,5±4,4 68,6±2,9 215,8±16,1 4,3±0,3 11,9±0,2 53,9±2,8 26,7±1,4 

WT  112,0±4,1 

 

61,5±4,0 

 

239,1±5,9 

 

4,8 ± 0,1 11,5±0,4 67,0±1,5** 33,6±2,0* 

 

Espermatozoides capacitados WT o DKO fueron evaluados por el sistema CASA 
analizádose diferentes parámetros de motilidad. VAP: velocidad promedio de la 
trayectoria (µm/s), VSL: velocidad en línea recta desde el inicio al final de la trayectoria 
(µm/s), VCL: velocidad curvilínea (µm/s), ALH: amplitud del desplazamiento lateral de 
la cabeza (µm), BCF: frecuencia de batido de la cabeza (Hz), STR: rectilineidad (%) y 
LIN: linealidad (%).Media ± SEM, n=5, *p<0,05, **p<0,01. 

 

A pesar de que los resultados señalaban la existencia de cierta cooperación entre 

CRISP2 y CRISP4 en el proceso de fertilización in vivo, la fertilidad de los animales no 

se vio afectada por la falta de ambas proteínas, sugiriendo que podría existir una 

compensación por parte de las restantes proteínas de la familia (CRISP1 y/o CRISP3). 

En base a ello, nos propusimos generar ratones deficientes en más de dos miembros 

de la familia CRISP  (triples KO (TKO) o cuádruples KO (CKO)) a través de la 

novedosa técnica de CRISPR/Cas9, que permite mutar diferentes genes en 

simultáneo (Wang et al., 2013). Esta metodología resulta ventajosa considerando la 

baja probabilidad de recombinación entre los genes Crisp1, Crisp2 y Crisp3, ubicados 

en el mismo cromosoma (Ver Fig. 3.1). Sin embargo, dado lo novedoso de la técnica y 

lo laborioso de analizar las mutaciones para cada uno de los genes, decidimos 

simplificar el esquema utilizando la técnica de CRISPR/Cas9 contra los genes Crisp1 y 

Crisp3 sobre los animales DKO para Crisp2 y Crisp4 que ya teníamos disponibles en 

el laboratorio. Para ello, diseñamos sgARN específicos dirigidos contra Crisp1 y 

Crisp3. Tal como se mencionara en la introducción, los sgARN son capaces de formar 

un complejo con la endonucleasa Cas9 y de reconocer un determinado sitio en el 

genoma en el cual la Cas9 genera una ruptura de doble hélice. Este daño al ADN es 

reconocido por los sistemas endógenos de reparación, produciéndose inserciones y 

deleciones al azar (indels). Si bien el diseño y la selección de los sgARN a utilizar se 

realizaron mediante aproximaciones informáticas basadas principalmente en minimizar 

la posibilidad de que los mismos reconozcan otros lugares del genoma, la eficiencia de 

mutagénesis con cada uno de los sgARN debe ser probada experimentalmente. Una 
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vez diseñados los sgARNs, el grupo dirigido por el Dr. Marcelo Rubinstein (INGEBI), 

fue el encargado de realizar la transcripción in vitro de los mismos y del mARN 

correspondiente a la enzima Cas9, como así también de microinyectarlos en los 

embriones DKO y de transferirlos a hembras pseudopreñadas. Una vez nacidas las 

crías, la presencia de mutaciones fue analizada en nuestro laboratorio.  

En una primera instancia, teniendo en cuenta que Crisp1 y Crisp3 presentan un alto 

porcentaje de identidad en los primeros exones y, considerando que cada sgARN 

microinyectado puede reconocer sitios inespecífcos en el genoma, se utilizó un único 

sgARN dirigido al exón 3 de ambos genes (Fig. 3.6A). De esta forma, se minimizaba la 

posibilidad de que existieran efectos en otros sitios del genoma. Se realizaron dos 

tandas de microinyecciones y transferencias embrionarias, de las cuales nacieron 13 

crías vivas. Posteriormente, se realizó un análisis por PCR a partir de ADN genómico 

utilizando primers que flanquean el exón 3 de cada gen, seguido por un ciclo de 

desnaturalización/renaturalización y electroforesis en gel de poliacrilamida. Dado que 

las bandas obtenidas mostraron el mismo patrón de corrida electroforética que el 

animal WT, se concluyó que estos animales resultaron ser todos WT para Crisp1 y 

Crisp3 (Fig. 3.6B). 

 

Figura 3.6 (A) Análisis del sgARN utilizado para la microinyección mediante 
electroforesis en gel de agarosa para corroborar el tamaño y la calidad del mismo. (B) 
Análisis del genotipo de 3 de las 13 crías nacidas de la primera tanda de 
microinyección (calles 1, 2 y 3). Se realizó una PCR genómica utilizando primers que 
flanquean el exón 3 de cada gen (panel superior Crisp1 y panel inferior Crisp3), 
seguido por un ciclo de desnaturalización/renaturalización y electroforesis en gel de 
poliacrilamida. Como control, se muestra un animal WT. 
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Ante la posibilidad de que la concentración del único sgARN no fuese suficiente 

para producir mutaciones en dos genes, se realizó una segunda tanda con dos nuevos 

sgARN dirigidos cada uno contra el exón 5 de Crisp1 y Crisp3 (Fig. 3.7A). En esta 

región, ambos genes difieren lo suficiente como para poder diseñar dos sgRNA que 

reconozcan específicamente a cada uno de ellos. En este caso, luego de cuatro 

tandas de microinyección y transferencia, se obtuvieron 4 crías vivas. El análisis por 

PCR seguido de electroforesis en gel de poliacrilamida mostró que uno de los 

animales (macho 14) presentaba una mutación en el gen de Crisp1 (Fig. 3.7B). Este 

macho se puso en apareo y el análisis del ADN genómico de sus crías reveló que, 

mientras que en el gen de Crisp3 no había ninguna mutación, en el gen de Crisp1 

existía una deleción de 3 pares de bases (Δ455-457, Fig. 3.7C). Dado que la 

mutuación en Crisp1 produjo la deleción de un codón y, por ende, de un único 

aminoácido en el gen de (CRISP1 ΔSer134) manteniendo intacto el resto de la 

proteína, y que no se detectaron mutaciones en Crisp3, se decidió continuar con otra 

tanda de mutagénesis para obtener el modelo animal deseado.  

 

Figura 3.7 (A) Análisis de los sgARNs utilizados para la microinyección mediante 
electroforesis en gel de agarosa para corroborar el tamaño y la calidad de los mismos. 
Se indica en cada caso el exón y gen blanco. (B) Análisis del genotipo de las crías 
nacidas de la segunda tanda de microinyección (11, 12, 13 y 14). Se realizó una PCR 
genómica utilizando primers que flanquean el exón 5 de cada gen (panel superior 
Crisp1 y panel inferior Crisp3), seguido por un ciclo de desnaturalización/ 
renaturalización y electroforesis en gel de poliacrilamida. Como control, se muestra un 
animal WT y agua (-). (C) Resultado de la secuenciación de un fragmento del exón 5 
de Crisp1 de los alelos WT y mutante (MT) mostrando la deleción de tres aminoácidos 
en el alelo MT. 



Resultados 3 
 

142 
 

Finalmente, se eligió seguir una nueva estrategia para la tercera tanda de 

microinyección. En este caso, se utilizaron dos sgARNs complementarios al exón 2 de 

ambos genes (en dicha región ambos genes también presentan un alto porcentaje de 

identidad) con el fin de lograr dos clivajes separados por unos 40 pb (Fig. 3.8A) , de 

forma tal de aumentar las probabilidades de generar mutaciones más grandes que 

resulten deletéreas. Asimismo, cabe mencionar que uno de los sitios de clivaje se 

encuentra muy próximo al sitio de inicio de la traducción abriendo la posibilidad de que 

se elimine. De esta nueva tanda de mutagénesis, se obtuvieron 4 animales (Fig 

3.8B,C). El análisis del genotipo de las crías mediante PCR mostró la presencia de 

grandes deleciones que podían verse incluso en un gel de agarosa (Fig. 3.8A).  

 

Figura 3.8 (A) Análisis de los sgARNs utilizados para la microinyección mediante 
por electroforesis en gel de agarosa para corroborar el tamaño y la calidad de los 
mismos. Se indica en cada caso el exón y gen blanco. (B,C) Análisis del genotipo de 
las crías nacidas de la tercera tanda de microinyección (1, 2, 3 y 4). Se realizó una 
PCR genómica utilizandoprimers que flanquean el exón 2 de cada gen (panel superior 
Crisp1 y panel inferior Crisp3), seguido por electroforesis en gel de agarosa (A) o un 
ciclo de desnaturalización/renaturalización y electroforesis en gel de poliacrilamida (B). 
Como control, se muestra un animal WT y agua (-).  

 

Los animales 2 y 4 mostraron mutaciones en ambos genes y fueron colocados en 

apareo con animales WT. Sólo el animal 2 generó crías que se analizaron por PCR y 

electroforesis en gel de agarosa (Fig. 3.9). Ya que todas las crías eran heterocigotas 

para Crisp1 y Crisp3, se puede concluir que las mutaciones presentes en un mismo 

animal están en el mismo cromosoma. Este resultado fue muy importante ya que, 

debido a la baja probabilidad de recombinación entre Crisp1, Crisp2 y Crisp3, las 
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mutaciones que se produjeran en estos genes se comportarían como un único alelo. 

Dado que la mutagénesis se hizo sobre citogtas DKO para Crisp2 y Crisp4, los 

animales resultantes presentaban mutaciones para Crisp1, Crisp2 y Crisp3 en un 

mismo cromosoma, mientras que Crisp4, por su parte, se segrega 

independientemente. En cuanto a los alelos de Crisp1 y Crisp3 obtenidos, el análisis 

electroforético reveló dos tipos diferentes: uno que presentaba deleciones de 

aproximadamente 150 y 70 pb para Crisp1 y Crisp3, respectivamente, y otro que 

presentaba deleciones de 40 y 50 pb para Crisp1 y Crisp3, respectivamente.  

 

 

Figura 3.9 Análisis del genotipo de las crías nacidas del macho 2 obtenido de la 
tercera tanda de microinyección (15, 16, 17 y 18). Se realizó una PCR genómica 
utilizando primers que flanquean el exón 2 de cada gen (panel superior Crisp1 y panel 
inferior Crisp3), seguido por electroforesis en gel de agarosa. Como control, se 
muestra un animal WT y agua (-).  

 

La secuenciación de los productos de PCR correspondientes a ambos alelos, 

confirmó que los animales con mutaciones más pequeñas (15 y 17) presentaban 

deleciones para Crisp1 y Crisp3 de 44 y 50 pb, respectivamente, permaneciendo en el 

gen, posibles sitios de inicio de la traducción (Fig. 3.10). Por otro lado, los animales 

con mutaciones más grandes (16 y 18) mostraron deleciones para Crisp1 y Crisp3 de 

161 y 72 pb, respectivamente, eliminándose en ambos genes, el sitio de inicio de la 

traducción (Fig. 3.11). De este modo, para tener la seguridad de que no iba a haber 

ningún tipo de expresión proteica de CRISP1 y CRISP3, se decidió utilizar a los 

animales con deleciones más grandes como fundadores de la colonia de animales 

TKO (deficientes en CRISP1, CRISP2 y CRISP3) y CKO. 
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Figura 3.10 Análisis del genotipo de las crías nacidas del macho 2 de la tercera 
tanda de microinyección con deleciones más pequeñas (15 y 17) mediante 
secuenciación. Se muestra el resultado de la secuenciación de Crisp1 (A) y Crisp3 (B) 
de los alelos WT y mutante (MT). Se encuentra resaltada la región correspondiente al 
exón 2 y subrayado el sitio de inicio de la traducción. 

 

 

 

Figura 3.11 Análisis del genotipo de las crías nacidas del macho 2 de la tercera 
tanda de microinyección con deleciones más pequeñas (16 y 18) mediante 
secuenciación. Se muestra el resultado de la secuenciación de Crisp1 (A) y Crisp3 (B) 
de los alelos WT y mutante (MT). Se encuentra resaltada la región correspondiente al 
exón 2 y subrayado el sitio de inicio de la traducción. 
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El establecimiento de la colonia se realizó siguiendo el genotipo de los animales 

mediante PCR a partir de ADN genómico con el fin de detectar las nuevas mutaciones 

(Fig. 3.12A) mientras que la ausencia de CRISP1 en los animales homocigotas para la 

deleción se evaluó por medio de western blot (Fig. 3.12B,C). Si bien la falta de 

CRISP3 no pudo confirmarse debido a que no se encuentran disponibles en el 

mercado anticuerpos contra esta proteína, la mutación del sitio de inicio de la 

traducción en el gen no debería permitir expresión alguna de la misma. Los genotipos 

para Crisp2 y Crisp4 se hicieron tal como se mostró anteriormente para la colonia 

DKO.  

 

Figura 3.12 (A) Las mutaciones en Crisp1 y Crisp3 generadas por CRISPR/Cas9 
fueron detectadas por medio de PCR a partir de extractos de ADN genómico 
obteniendo bandas correspondientes al alelo WT o KO, o la combinación de ambas en 
el HT. (B y C) La presencia de CRISP1 en extractos de proteínas de glándula salival 
de hembras (B) o de epidídimo (C) fue evaluada por western blot utilizando 
anticuerpos anti-CRISP1. Actina o tubulina fueron utilizadas como control de carga 
(paneles inferiores). Se muestran imágenes representativas.  

 

A continuación, se evaluó la fertilidad de los machos TKO, deficientes en CRISP1, 

CRISP2 y CRISP3, por medio de apareo natural con hembras control, determinándose 

el tamaño de la camada promedio por macho. Bajo estas condiciones, se observó una 

marcada disminución en la fertilidad de los machos TKO en relación a los machos WT 

(Fig. 3.13A). Consistentemente, los ensayos de fertilización in vivo con hembras en 

estro, analizados al día siguiente de detectarse el tapón vaginal, mostraron que los 

machos TKO tenían menores niveles de fertilización que los controles (Fig. 3.3B). 
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Figura 3.13 (A) Machos WT o TKO fueron colocados en apareo por dos semanas 
con hembras control determinándose el tamaño de camada para cada grupo. n=3,  
Media ± SEM, **p<0,01 (B) Machos WT o TKO fueron colocados en apareo con 
hembras en estro natural, analizándose el porcentaje de ovocitos fertilizados en la 
ampulla al día siguiente. n=3,  Media ± SEM, **p<0,01. 

 

El próximo paso consistió en analizar la capacidad fertilizante in vitro de los 

espermatozoides obtenidos de machos TKO. Hasta el momento, se han podido 

analizar tres animales TKO con sus respectivos controles. Los resultados obtenidos a 

partir de dos de dichos animales mostraron que si bien el peso de los testículos y de 

los epidídimos así como el número de espermatozoides y su motilidad eran similares a 

los controles, los espermatozoides TKO presentaban porcentajes de fertilización nulos 

(Tabla 3.2). El tercer animal TKO utilizado en los estudios presentó epidídimos de 

mayor tamaño con muy pocos espermatozoides que además eran inmótiles e 

inviables. Esto junto al hecho que se observaron mayormente cabezas y colas de 

espermatozoides por separado, imposibilitó el estudio de la capacidad fertilizante  de 

los espermatozoides de este último animal. 

Tabla 3.2 Resultados obtenidos a partir de los ensayos in vitro empleando machos 
TKO y WT. 

Exp. Macho Peso 
testículos/ 

corporal (%) 

Peso 
epidídimos/ 

corporal (%) 

Nº de 
esper. 

Motilidad Fertilización 

in vitro 

1 
WT 0,34 % 0,09 % 18x106 79,1 % 72,7 % 

TKO 0,36 % 0,10 % 12x106 77,1 % 0,0 % 

2 
WT 0,43 % 0,09 % 8x106 85,5 % 90,9 % 

TKO 0,35 % 0,08 % 6x106 76,4 % 0,0 % 

3 
WT 0,37 % 0,08 % 15x106 77,8 % N.D. 

TKO 0,36 % 0,21 % N.D. 0,0 % N.D. 

Machos TKO y WT fueron sacrificados analizándose el peso relativo de los 
testículos y de los epidídimos (expresado como porcentaje del peso corporal), el 
número total de espermatozoides recuperados del epidiídimo y los porcentajes de 
motilidad y de fertilización in vitro utilizando COC de hembras control.  
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Hasta el momento de finalizada esta Tesis Doctoral, se pudo caracterizar 

reproductivamente a un único macho CKO, el cual tenía apariencia y comportamiento 

normal. Si bien el mismo se apareó con tres hembras, lo cual fue confirmado por 

presencia de tapón vaginal, no dejó preñada a ninguna de ellas. Dos de estas mismas 

hembras tuvieron 6 y 9 crías al ser apareadas con un macho control. El mismo macho 

CKO fue colocado con otras dos hembras, pero esta vez, en vez de evaluar preñez, 

las hembras fueron sacrificadas el día del tapón vaginal, analizándose el porcentaje de 

fertilización en la ampulla. A pesar de que para ambas hembras se observaron 

espermatozoides en útero los porcentajes de fertilización fueron nulos (0/8 y 0/12 

ovocitos recuperados). En el caso del macho WT, por su parte, se obtuvieron 100% de 

fertilización in vivo en la dos hembras utilizadas para el apareo (11/11 y 10/10 ovocitos 

recuperados). Finalmente, el macho CKO fue sacrificado, observándose una 

morfología normal del tracto reproductor respecto del WT con un peso normal de los 

epidídimos y testículos (Tabla 3.3). A pesar de que el número de espermatozoides 

recuperados del cauda epididimario fue similar entre ambos genotipos, así como su 

viabilidad, y su motilidad, el porcentaje de fertilización in vitro fue 0 % (Tabla 3.3).  

En conjunto, los resultados analizando los animales TKO y CKO confirman la 

relevancia de las proteínas CRISP para la fertilidad y la existencia de mecanismos de 

cooperación funcional entre los miembros de la familia. 

Tabla 3.3 Resultados obtenidos a partir de los ensayos in vitro empleando machos 
CKO y WT. 

 
Peso 

testículos/ 
corporal 

(%) 

Peso 
epidídimos/ 

corporal 
(%) 

Nº de 
esper. 

Motilidad Viabilidad Fertilización 
in vitro 

WT 0,35 % 0,09 % 6,5x106 90,3 % 85,4 % 66,7 % 

CKO 0,34 % 0,08 % 6,1x106 92,7 % 90,0 % 0,0 % 

Los machos CKO y WT fueron sacrificados analizándose el peso relativo de los 
testículos y de los epidídimos (expresado como porcentaje del peso corporal), el 
número total de espermatozoides recuperados del epidiídimo y los porcentajes de 
motilidad, de viabilidad y de fertilización in vitro utilizando COC de hembras control.  

 

En resumen, los resultados obtenidos mostraron que si bien los animales 

deficientes en CRISP2 y CRISP4 eran fértiles, los ratones TKO y CKO presentaban 

una profunda disminución en su fertilidad asociada a la incapacidad de sus 

espermatozoides para interactuar con el ovocito. 
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Capítulo 1 

Estudio de la relevancia de CRISP2 para la fertilización y la fertilidad 

 

Teniendo en cuenta el rol propuesto para CRISP2 en fertilización, tanto en modelos de 

roedores como en humanos (Busso et al., 2005, Busso et al., 2007, Weigel-Muñoz et al., 

2012), y la expresión aberrante de esta proteína en pacientes infértiles (Paoloni-Giacobino 

et al., 2000, Olesen et al., 2001, Du et al., 2006, Jing et al., 2011, Zhou et al., 2015), nos 

planteamos como objetivo de esta parte de la Tesis, analizar el fenotipo reproductivo de 

ratones KO para CRISP2 con el fin de evaluar la relevancia de esta proteína para la 

fertilidad.  

El hecho de que la relación de genotipos en las crías haya seguido una proporción 

mendeliana indica que la falta de CRISP2 no es letal en el desarrollo intrauterino ni 

neonatal. Asimismo, dado que CRISP2 se expresa no solo en testículo sino también en 

músculo, pulmón y glándula lacrimal (Reddy et al., 2008), el haber observado que los 

animales KO para Crisp2 no presentaran alteraciones en su desarrollo general ni en su 

comportamiento, descarta la posibilidad de que CRISP2 cumpla roles esenciales en el 

desarrollo de dichos órganos u de otros en los que aún no se haya descripto su expresión. 

Por otro lado, pese a detectarse la presencia de CRISP2 en ovario (Reddy et al., 2008), 

las hembras resultaron fértiles, indicando que su ausencia no tendría efectos significativos 

sobre la reproducción de las hembras. A pesar de que CRISP2 en el testículo se expresa 

en células germinales (Kasahara et al., 1987, 1989, Hardy et al., 1988, Mizukiet al., 1992, 

Maeda et al., 1998, O’Bryan et al., 1998, Giese et al., 2002) y que se ha descripto que la 

proteína participa en la adhesión entre células de Sertoli y las células germinales (Maeda 

et al., 1998, 1999), los ratones KO para Crisp2 presentaron testículos y espermatozoides 

epididimarios normales, indicando que la falta de CRISP2 tampoco afecta el desarrollo de 

la espermatogénesis. Estos resultados son consistentes con un trabajo previo realizado 

por nuestro laboratorio en el que se observó que la inmunización de ratas con CRISP2 

recombinante no tenía efectos sobre los testículos de los animales (Weigel Muñoz et al., 

2012), pese a que esta proteína estaba descripta como un posible causante de la orquitis 

autoinmune (Hardy et al., 1988, Foster y Gerton, 1996). 

Tal como fuera observado para los KO para Crisp1 (Da Ros et al., 2008) y Crisp4 

(Gibbs et al., 2011, Turunen et al., 2012), los animales deficientes en CRISP2 resultaron 
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ser fértiles, sugiriendo que la falta de alguna de las proteínas de la familia CRISP podría 

estar siendo compensada por las restantes, pese a no observarse cambios en los niveles 

de expresión de CRISP1 y CRISP4 en los espermatozoides KO para Crisp2. En este 

sentido, se ha descripto que CRISP2 recombinante puede unirse a los mismos sitios en el 

ovocito que CRISP1 (Busso et al., 2006b) e incluso inhibir la fusión entre ovocitos y 

espermatozoides KO para Crisp1 (Da Ros et al., 2008), señalando a CRISP1 como una 

de las proteínas capaces de compensar la falta de CRISP2. Por otra parte, nuestros 

resultados de fertilidad son consistentes con el hecho de que la mayoría de los modelos 

de ratones KO para proteínas espermáticas con roles propuestos en fertilización 

presentan una fertilidad normal (Okabe y Cummins, 2007, Okabe, 2014). En este sentido, 

es importante mencionar que el tracto femenino es capaz de seleccionar muy 

eficientemente a los espermatozoides de alta calidad que serían los encargados de 

fertilizar a los ovocitos en la ampulla (Holt y Fazeli 2015, Sakkas et al., 2015). Este 

eficiente sistema de selección puede garantizar un número suficiente de espermatozoides 

en el sitio de fertilización, incluso en aquellos machos con deficiencias reproductivas y, de 

esta forma, enmascarar defectos de los espermatozoides que se vuelven evidentes solo 

en condiciones más demandantes. En base a esta idea, estudiamos el desempeño 

reproductivo de los machos CRISP2 en condiciones restrictivas. En tanto que la reducción 

a la mitad del número de espermatozoides en el eyaculado por medio de una vasectomía 

unilateral no afectó el rendimiento reproductivo de los animales HT, dicha reducción tuvo 

un impacto significativo en la fertilidad de los machos mutantes. Además, el hecho de que 

se observaran menores niveles de fertilización en la ampulla en el caso de los machos KO 

vasectomizados unilateralmente confirma que los defectos en fertilización son 

responsables de la menor fertilidad observada en estos animales. En otro esquema 

experimental, encontramos que los machos KO exhibían menores niveles de fertilización 

in vivo con respecto a los HT cuando eran colocados en apareo con hembras estimuladas 

hormonalmente que ovulan un mayor número de ovocitos que las hembras en estro 

natural. En ambas aproximaciones experimentales es claro que, en tanto que los machos 

control pudieron lidiar con las condiciones más demandantes, los machos KO no lograron 

hacerlo. Es interesante señalar que estas observaciones pueden ser extrapoladas al 

modelo humano, en el cual la subfertilidad de un individuo puede ser detectada o no 

dependiendo de la combinación de los propios defectos y del estado reproductivo de su 

pareja. 
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Los defectos observados en los ensayos de fertilización in vivo podrían estar asociados 

a distintas causas. La detección del tapón vaginal y la presencia de espermatozoides en 

el útero confirmaron la correcta cópula y deposición de los espermatozoides 

respectivamente, descartando defectos en el comportamiento o en la eyaculación en los 

animales mutantes tal como fuera observado en otros modelos KO tales como los 

mutantes para la  proteína seminal Transglutaminasa IV (Tgm4) (Dean, 2013) o los 

receptores P2X1 y α1A  del vas deferens (White et al., 2013, Kauffenstein et al., 2014). 

Los resultados posteriores obtenidos en ensayos de fertilización in vitro apoyan la idea de 

que los menores porcentajes de fertilización in vivo observados para los machos KO 

podrían deberse a defectos en la habilidad de los espermatozoides mutantes de 

interactuar con el COC. Sin embargo, dado que existen evidencias que señalan que el 

protocolo hormonal utilizado para las hembras podría llegar a tener un efecto negativo 

sobre los ovocitos (Edgar et al., 1987), era posible que una menor calidad de los ovocitos 

de hembras estimuladas contribuyera a los menores niveles de fertilización obtenidos 

tanto in vivo como in vitro. El hecho de que los espermatozoides mutantes tuvieran un mal 

desempeño cuando fueron co-incubados con COC obtenidos tanto de hembras en estro 

natural como de hembras estimuladas, iría en contra de esta posibilidad. En este sentido, 

es posible que la cantidad de espermatozoides de alta calidad en el eyaculado de 

animales KO haya sido suficiente para fertilizar el bajo número de ovocitos presentes en 

la ampulla en condiciones normales, pero que no alcance para fertilizar al mayor número 

que se ovula luego del tratamiento hormonal. Esta posibilidad está apoyada por la 

correlación negativa observada para el caso de los KO entre el porcentaje de fertilización 

y el número de ovocitos ovulados. A pesar de haber detectado defectos en la interacción 

de gametas, no se puede descartar que los espermatozoides KO tengan, además, 

problemas para llegar al sitio de fertilización. De este modo, es posible que los 

espermatozoides KO tengan una menor viabilidad en el útero o que no puedan migrar 

correctamente a la ampulla tal como fuera descripto para ratones KO para las proteínas 

CatSper, ADAM3, Tex101 o SVS2 (Ho et al., 2009, Yamaguchi et al., 2009, Li et al., 2013, 

Kawano et al., 2014). No obstante, estos posibles defectos solo serían relevantes en 

condiciones de apareo más demandantes en las que, por ejemplo, podría estar afectado 

el sistema de selección de espermatozoides por parte del tracto femenino como 

consecuencia de la estimulación hormonal. 

Posteriores ensayos fertilización in vitro en los cuales los espermatozoides fueron 

expuestos a ovocitos desnudos o rodeados de sus envolturas revelaron que los 



Discusión 1 
 

152 
 

espermatozoides KO presentaban defectos en diferentes etapas del proceso de 

fertilización. La menor penetración de los ovocitos sin ZP por parte de los 

espermatozoides KO, que presentaban niveles normales de RA espontánea, apoyan las 

observaciones previas de nuestro laboratorio proponiendo un rol para CRISP2 en la fusión 

de gametas, tanto en roedores como en humanos, a través de su interacción con sitios 

complementarios en el ovocito (Busso et al., 2005, 2007, Da Ros et al., 2008, Weigel 

Muñoz et al., 2012). Consistentemente, CRISP2 se re-localiza durante la capacitación 

desde el compartimiento acrosomal al segmento ecuatorial, región por la cual el 

espermatozoide se fusiona con la membrana plasmática del ovocito. (Busso et al., 2005, 

2007, Nimlamool et al., 2013). En este sentido, es interesante mencionar que CRISP1 

también se localiza en el segmento ecuatorial de espermatozoides capacitados y, tal 

como se mencionara anteriormente, se ha propuesto que participa en la fusión de 

gametas (Rochwerger y Cuasnicú, 1992, Rochwerger et al., 1992, Cohen et al., 2000, 

2001, Da Ros et al., 2008) a través de su unión a los mismos sitios en el ovocito que 

CRISP2 (Ellerman et al., 2006, Busso et al., 2007), sugiriendo a CRISP1 como un posible 

candidato a compensar la falta de CRISP2 durante la fusión de gametas. Estudios 

recientes de nuestro laboratorio, aún no publicados, mostraron que el KO para Crisp4 

también presenta deficiencias en esta etapa de la fertilización, por lo cual CRISP4 podría 

ser otra proteína que compense la falta de CRISP2.  

Las diferencias en los porcentajes de fertilización entre espermatozoides KO y HT 

fueron más pronunciadas cuando los espermatozoides fueron expuestos a COC o 

ovocitos con ZP. Estos defectos no pudieron revertirse al co-incubar a las gametas por 

mayores períodos de tiempo, indicando que los menores porcentajes de fertilización 

obtenidos para los espermatozoides KO no se debían a un retraso en la fertilización, tal 

como fuera descripto para los espermatozoides deficientes en acrosina (Adham et al., 

1997). El hecho de que, pese a tener una menor capacidad fusogénica, los 

espermatozoides KO no se acumularan en el espacio perivitelino de ovocitos con ZP 

fertilizados o no fertilizados, indica una falla de los espermatozoides para unirse y/o 

penetrar la ZP. Sin embargo, a diferencia de lo observado para los KO para Crisp1 

(Cohen et al., 2011) y para Crisp4 (Turunen et al., 2012), los espermatozoides KO para 

Crisp2 no mostraron defectos en su habilidad para unirse a la ZP, sugiriendo que estas 

células tendrían deficiencias en la etapa de penetración de esta envoltura per se. Esta 

posibilidad fue confirmada al incubar a los ovocitos con glutatión reducido, el cual es 

capaz de hacer a la ZP más permeable a los espermatozoides (Miyata et al., 2015). Bajo 
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estas condiciones, los espermatozoides KO para Crisp2 pudieron fertilizar el mismo 

porcentaje de ovocitos que los espermatozoides HT, confirmando la relevancia de 

CRISP2 para la penetración de la ZP. En contraposición a esta observación, resultados 

previos mostraron que la exposición de espermatozoides WT a anticuerpos anti-CRISP2 

no afectó la penetración de la ZP resultando en una acumulación de espermatozoides en 

el espacio perivitelino (Busso et al., 2007). En base a ello, es posible que los 

espermatozoides KO para Crisp2 tuvieran deficiencias para penetrar la ZP debido a 

defectos asociados a la población intracelular de CRISP2 que está presente en el cuello y 

la cola del espermatozoide y, por lo tanto, no accesible al bloqueo por anticuerpos en 

espermatozoides WT. A diferencia de esta población presente dentro del flagelo, la 

proteína intra-acrosomal, con un rol en fusión, se expone y migra al segmento ecuatorial 

luego de la RA (Busso et al., 2005, 2007, Nimlamool et al., 2013) pudiendo ser inhibida 

por los anticuerpos. Los resultados utilizando anticuerpos sobre espermatozoides WT, 

junto a los menores niveles de penetración del cumulus oophorus observados para 

espermatozoides KO, apoyan la participación de CRISP2 en la fusión de gametas y 

revelan un nuevo rol de la proteína en la penetración de las envolturas del ovocito. 

Para explorar los mecanismos moleculares que conducen a una menor capacidad 

fertilizante de los espermatozoides KO, se analizaron diferentes parámetros asociados a 

la capacitación espermática. Los niveles de pTyr, que aumentan normalmente con la 

capacitación (Visconti et al., 1995a), fueron similares en ambos genotipos, sugiriendo que 

no existirían mayores defectos en esta cascada de señalización. Consistentemente, no se 

observaron diferencias entre ambos grupos en cuanto a los niveles de cAMP, mensajero 

celular necesario para el inicio de la vía de señalización conducente al aumento de pTyr 

(Visconti et al., 1995b). Estas evidencias parecen indicar que, a diferencia de lo que se 

encuentra descripto para CRISP1 y CRISP4 (Da Ros et al., 2008, Gibbs et al., 2011, 

Turunen et al., 2012), CRISP2 no tendría un rol relevante en esta cascada de señales. De 

forma similar, no se observaron diferencias entre los HT y KO en cuanto a la RA 

espontánea o inducida por progesterona, excluyendo la posibilidad de que la menor 

capacidad fertilizante de los espermatozoides mutantes se deba a defectos en este 

evento exocitótico, a diferencia de CRISP1 y CRISP4, las cuales tienen un rol reportado 

en la RA inducida por progesterona (Gibbs et al., 2011, Turunen et al., 2012, Weigel 

Muñoz et al., en revisión). Por otra parte, el análisis objetivo de motilidad de los 

espermatozoides KO por el sistema CASA reveló una disminución significativa en la 

mayoría de los parámetros cinéticos asociados al desarrollo de la HA así como en los 
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porcentajes de células hiperactivadas. Estos defectos en la motilidad de los 

espermatozoides KO son consistentes con su menor capacidad de fertilizar a los ovocitos 

recubiertos por el cumulus y la ZP ya que la HA es un requisito esencial para la 

penetración de las envolturas ovocitarias (Suarez and Dai, 1992, Yanagimachi, 1994, 

Stauss et al., 1995, Ren et al., 2001). Dado que CRISP2 ha sido descripto como un 

componente de las fibras densas de la cola en la rata (O’Bryan et al., 2001), los menores 

niveles de HA en los espermatozoides KO podrían atribuirse a alteraciones estructurales 

en el flagelo debido a la falta de esta proteína. Sin embargo, los espermatozoides KO 

para Crisp2 no mostraron defectos en su morfología analizada por microscopía óptica ni 

en su motilidad inicial, tal como fuera reportado para dos modelos diferentes de ratones 

KO para proteínas de las fibras densas de la cola (Tarnasky et al., 2010, Yang et al., 

2012). Más aún, nuestros análisis por microscopía de ultra-resolución revelaron que la 

localización de CRISP2 en el ratón no es coincidente con las fibras densas de la cola 

como fuera descripto para la rata (O’Bryan et al., 2001). 

Teniendo en cuenta que el Ca2+ es crítico para el desarrollo de la HA (Yanagimachi, 

1994), el rol de CRISP2 en la motilidad espermática podría estar ligado a su reportada 

capacidad de regular canales de Ca2+ del tipo RyR (receptores rianodínicos) en otros tipos 

celulares (Gibbs et al., 2006). Esta posibilidad está apoyada por los mayores niveles de  

Ca2+ intracelular observados en los espermatozoides KO para Crisp2 luego de la 

capacitación así como por los defectos en HA observados en espermatozoides KO para 

PMCA4 y JAM-A con niveles aumentados de este catión (Schuh et al., 2004, Aravindan et 

al., 2012). A su vez, si se exponen espermatozoides WT a agentes farmacológicos que 

aumentan el Ca2+ intracelular, tales como timerosal o ionóforo, o a mayores 

concentraciones del catión en el medio, la motilidad se ve disminuida (Ho et al., 2002, 

Chang y Suarez, 2011, Tateno et al., 2013, Li et al., 2016).  

El hecho de que los mayores niveles de Ca2+ no afectaran la ocurrencia de la RA en los 

espermatozoides KO está en concordancia con reportes previos en murinos que muestran 

que un aumento de Ca2+ no se asocia necesariamente con mayores niveles de RA 

(Chang y Suarez, 2011) y que diferentes flujos de Ca2+ pueden estar involucrados en las 

distintas vías de señalización conducentes a la HA o RA (Alasmari et al., 2013, Tateno et 

al., 2013). A pesar de que se lograron normalizar los niveles intracelulares de Ca2+ en los 

espermatozoides KO para Crisp2 mediante la reducción de la concentración del ion en el 

medio capacitante, esto no se reflejó en una mejora en los porcentajes de HA ni de 
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fertilización in vitro. Incluso, con menores concentraciones de Ca2+ extracelular se vio 

afectada la fertilización en ambos genotipos, muy probablemente debido a los múltiples 

roles que cumple el Ca2+ en distintas etapas de la fertilización (Yanagimachi 1994). Por 

otra parte, en el espermatozoide existen mecanismos de homeostasis que mantienen 

bajos los niveles de Ca2+ (Wennemuth et al., 2003) tales como las bombas de Ca2+ 

PMCA4 o SERCA. En base a ello, es posible que los niveles normalizados de Ca2+ en los 

espermatozoides KO estén asociados a una mayor actividad de estos mecanismos de 

homeostasis celular, lo cual, a su vez, podría estar resultando en menores niveles de ATP 

o en un mayor estrés oxidativo. La primera de las posibilidades se encuentra apoyada por 

trabajos que asocian mayores niveles de Ca2+ con un menor balance energético de la 

célula (Aravindan et al., 2012, Li et al., 2016). Por el hecho de que la incubación de los 

espermatozoides KO con glutatión reducido no tuvo efectos en la HA, el aumento del 

estrés oxidativo no parecería probable. Sin dudas, el estudio de los efectos producidos 

por la desregulación de Ca2+ es de extremo interés y será llevado a cabo en profundidad 

en el futuro. 

Existen diferentes posibilidades en cuanto a los canales que podrían estar siendo 

regulados por CRISP2. Considerando la localización de los canales RyR (Harper et al., 

2004) como así también de CRISP2 en el cuello de los espermatozoides, y que la 

liberación de Ca2+ desde los reservorios intracelulares ubicados en dicha región está 

involucrada en el desarrollo de la HA (Ho y Suarez, 2003, Chang y Suarez, 2011), es 

posible que CRISP2 se encuentre modulando la motilidad espermática a través de la 

regulación del Ca2+ de los reservorios intracelulares. Por otro lado, basados en el rol 

esencial que cumple el canal de Ca2+ CatSper en el desarrollo de la HA (Ren et al., 2001, 

Carlson et al., 2003), existe la posibilidad de que CRISP2 se encuentre regulando la 

entrada de Ca2+ a través de CatSper, tal como lo hace CRISP1 (Ernesto et al., 2015). Esta 

posibilidad está apoyada por el hecho de que CRISP2 fue localizada en la membrana 

plasmática de la pieza principal de la cola mediante nuestro estudio de ultra-resolución, y 

que el aumento exacerbado de Ca2+ intracelular en los espermatozoides KO capacitados 

pudo ser prevenido empleando menores concentraciones de Ca2+ o un inhibidor de 

CatSper en el medio de capacitación. Esta posibilidad debería ser explorada con mayor 

profundidad a través de ensayos de patch clamp, los cuales son difíciles de llevar a cabo 

debido a la naturaleza intracelular de CRISP2. Por otro lado, hasta el momento no ha sido 

posible expresar el complejo de proteínas que forman CatSper en sistemas heterólogos 
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(incluyendo huevos de Xenopus) (Chung et al., 2011), lo cual dificulta el estudio de los 

posibles reguladores de su actividad.  

En conjunto, los resultados de esta primera parte de la Tesis revelaron deficiencias en 

la capacidad fertilizante de espermatozoides KO para Crisp2 tanto in vivo como in vitro 

ligados a defectos en el desarrollo de la HA y a una desregulación del Ca2+  intracelular. 

Estas observaciones apoyan la idea de que una menor capacidad fertilizante podría 

contribuir a los problemas de fertilidad detectados en pacientes con expresión aberrante 

de CRISP2 (Du et al., 2006, Jing et al., 2011, Zhou et al., 2015). Asimismo, mientras los 

niveles normales de fertilización observados para los machos KO para Crisp2 luego de un 

apareo convencional remarcan el rol del tracto femenino para la selección de 

espermatozoides de alta calidad, los defectos en fertilización observados en condiciones 

más demandantes destacan la necesidad de emplear diferentes aproximaciones 

experimentales para el análisis de la fertilidad de los machos. 
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Capítulo 2 

Regulación de los niveles de calcio intracelular en espermatozoides humanos 

 

La proteína CRISP2 está presente en espermatozoides humanos y, al igual que en el 

ratón, se localiza dentro del acrosoma y la cola de los espermatozoides (Busso et al., 

2005, Nimlamool et al., 2013). Asimismo, resultados de nuestro laboratorio indican que 

CRISP2 humana participaría en el proceso de fusión de gametas (Busso et al., 2005). Tal 

como se mencionara previamente, existen evidencias que señalan que el gen codificante 

para CRISP2 estaría asociado a infertilidad masculina, más específicamente en pacientes 

con astenozoospermia (Paoloni-Giacobino et al., 2000, Olesen et al., 2001, Du et al., 

2006, Jing et al., 2011, Zhou et al., 2015), abriendo la posibilidad de que CRISP2 tenga 

relevancia para la motilidad de los espermatozoides humanos. En base a ello, y 

considerando que CRISP2 es capaz de regular canales de Ca2+ (Gibbs et al., 2006), nos 

planteamos como objetivo estudiar en muestras de pacientes con astenozoospermia si la 

falta de CRISP2 podría ocasionar la falla en motilidad a través de la desregulación del 

Ca2+ intracelular. Para tal fin, se analizó la motilidad en muestras de semen de pacientes 

que consultaban por problemas de fertilidad y de donantes sanos, midiéndose en paralelo 

los niveles proteicos de CRISP2 y el aumento de Ca2+ inducido por la capacitación. Si 

bien durante el desarrollo de esta Tesis se obtuvieron pocas muestras de pacientes con 

problemas de motilidad, se logró analizar un número significativo de muestras de 

donantes sanos. Dado que el análisis poblacional de los niveles de CRISP2 mostró una 

variabilidad importante entre individuos, no fue posible hacer una comparación 

concluyente entre ambos grupos, por lo cual, decidimos incluir a todos los sujetos 

experimentales en los diferentes análisis de correlaciones. En primer lugar, no se observó 

una correlación significativa entre la motilidad progresiva de las muestras y los niveles de 

CRISP2, lo cual sería contrario a los reportes existentes (Jing et al., 2011, Zhou et al., 

2015). Sin embargo, se pudo observar una clara tendencia hacia la correlación positiva 

entre dichos parámetros que abre la posibilidad de que con un mayor número de 

muestras analizadas, especialmente de pacientes con asteozoospermia, se alcance una 

significancia que coincida con los reportes previos. Además, resulta interesante 

mencionar que en tanto el 2/3 de los pacientes mostraron niveles bajos de CRISP2, solo 

el 30,0 % del grupo control tenía niveles bajos de esta proteína. En conjunto, estas 

evidencias son compatibles con la idea de que los menores niveles de CRISP2 estrían 



Discusión 2 
 

158 
 

asociados a menores porcentajes de motilidad progresiva. Estas observaciones 

representan una diferencia en cuanto a lo observado en ratones KO en los que los 

defectos se encontraron sólo en el tipo de motilidad hiperactivada, consistente con el 

hecho de que existen algunas diferencias en la regulación de la funcionalidad espermática 

entre los espermatozoides humanos y murinos (Miller et al., 2015). Una de dichas 

diferencias es que CatSper, un claro regulador de la motilidad, es activado por 

progesterona en humano pero no así en ratón (Lishko et al., 2011, Strunker et al., 2011, 

Miller et al., 2016).  

El próximo paso consistió en correlacionar el aumento de Ca2+ inducido por la 

capacitación con los niveles de CRISP2, observándose que cuanto menor era la 

expresión de CRISP2, mayor era el aumento de Ca2+ en espermatozoides incubados en 

condiciones capacitantes. Estos resultados están en concordancia con el hecho de que 

los espermatozoides de ratones KO para CRISP2 tienen un aumento exacerbado de Ca2+ 

durante la capacitación. En este sentido, existen varias evidencias que muestran los 

efectos negativos de un aumento anormal de los niveles de este ion sobre la motilidad 

espermática (Ho et al., 2002, Schuh et al., 2004, Chang y Suarez, 2011, Aravindan et al., 

2012, Tateno et al., 2013, Li et al., 2016, Brukman et al., 2016). Ante esta posibilidad, nos 

planteamos como objetivo encontrar moduladores de la capacitación que inhiban el 

aumento de Ca2+ en humanos y que puedan ser utilizados como posibles agentes 

terapéuticos para mejorar la capacidad fertilizante de los espermatozoides de pacientes 

infértiles. En paralelo a la búsqueda de pacientes con menores niveles de CRISP2, nos 

propusimos desarrollar un modelo de espermatozoides con altos niveles de Ca2+ que 

simulara la situación de dichos pacientes. En base a la dependencia existente entre el 

Ca2+ intracelular y extracelular en los espermatozoides (Serres et al., 1991), primeramente 

incubamos a los espermatozoides de donantes sanos en medios de capacitación 

contenieno mayores concentraciones de Ca2+. Sin embargo, el análisis por citometría no 

mostró alteraciones en los niveles intracelulares de Ca2+ aun cuando la concentración en 

el medio era 3 veces mayor a la normal. El hecho de que en los mismos experimentos se 

haya podido detectar un aumento del Ca2+ intracelular utilizando el ionóforo A23187 

descarta que haya habido problemas en la sensibilidad de la técnica. Es posible, por 

ende, que en las condiciones ensayadas, los mecanismos de regulación del Ca2+ 

intracelular (Wennemuth et al., 2003) hayan sido suficientes para mantener los niveles del 

mismo.  
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Como otra estrategia, nos propusimos estudiar moduladores del incremento normal de 

Ca2+ que ocurre durante la capacitación. Los resultados mostraron una inhibición en dicho 

incremento utilizando el quelante de Ca2+ EGTA y el inhibidor de CatSper HC056456, lo 

cual es consistente con la relevancia que tiene el influjo de Ca2+ a través de este canal 

para la capacitación (Ren et al., 2001, Lishko et al., 2011). También se pudo observar un 

efecto al utilizar el inhibidor de PKA H89, apoyando la idea de que esta quinasa regularía 

la entrada de Ca2+ a los espermatozoides (Torres-Flores et al., 2008, Baron et al., 2016). 

Curiosamente, también se observó una disminución en los niveles intracelulares de Ca2+ 

al utilizar un inhibidor de la quinasa PYK2 (PF431396, PF), que impide el aumento en 

pTyr sin afectar la actividad de PKA (ver Figura 9 de la Introducción) (Battistone et al., 

2014, Alvau et al., 2016). Más aún, la inhibición se produjo a concentraciones a las que el 

PF inhibe la actividad PYK2 y pTyr en espermatozoides humanos (Battistone et al., 2014), 

sugiriendo un rol de pTyr en la regulación del Ca2+ intracelular. Dado que el PF no afecta 

la actividad de PKA (Battistone et al., 2014, Alvau et al., 2016), el efecto observado para 

el H89 se debería, al menos en parte, a un rol de pTyr. Esto resultó ser de sumo interés 

ya que no existían en la bibliografía evidencias claras que indicaran la influencia del 

aumento de pTyr sobre el aumento del Ca2+ durante la capacitación de los 

espermatozoides, por lo que nos propusimos investigar en profundidad el cross-talk entre 

estas cascadas de señalización. 

Tal como se mencionara anteriormente, CatSper es crítico para la entrada de Ca2+ a 

los espermatozoides durante la capacitación (Ren et al., 2001, Lishko et al., 2011, 

Strunker et al., 2011) y resulta esencial para la fertilidad tanto en ratones (Ren et al., 

2001) como en humanos (Smith et al., 2013, Williams et al., 2015). Por lo tanto, ante la 

posibilidad de que la inhibición con PF pudiera estar regulando a CatSper, estudiamos la 

actividad de este canal mediante dos aproximaciones diferentes. En primer lugar, 

evaluamos la depolarización de membrana inducida por EGTA como un indicador de la 

actividad de CatSper (Torres-Flores et al., 2011, Ernesto et al., 2015). Este ensayo fue 

validado en nuestras condiciones experimentales al detectarse no solo una mayor 

actividad del canal en espermatozoides capacitados que en no capacitados (Lishko et al., 

2011), sino una completa inhibición de dicha actividad en presencia de HC056456 

(Carlson et al., 2009). Empleando este ensayo, nuestros resultados mostraron que el PF 

era capaz de inhibir la actividad de CatSper. Por otro lado, utilizando como herramienta a 

la progesterona, que activa a CatSper en humanos (Lishko et al., 2011, Strunker et al., 

2011), pudimos observar que cuando los espermatozoides eran capacitados en presencia 
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de PF, el aumento de Ca2+ inducido por progesterona estaba significativamente 

disminuido, indicando una inhibición de la actividad de CatSper. Considerando que en 

espermatozoides no capacitados, CatSper es capaz de tener una cierta respuesta a 

progestrona (Lishko et al., 2011, Strunker et al., 2011) no bloqueable por inhibición de 

pTyr, se puede pensar que la inhibición de CatSper por PF, a diferencia de lo observado 

con HC056456, no sería directa sobre el canal. En conjunto, estos resultados indicarían 

que el PF sería capaz de inhibir la actividad de CatSper por un mecanismo subyacente a 

la capacitación tal como la pTyr. 

Otra posibilidad que podría explicar la inhibición por PF del incremento de Ca2+ durante 

la capacitación es que PYK2 estuviera involucrado en la activación de SOCE. En este 

sentido, evidencias en otros tipos celulares, tales como las células endoteliales, indican 

que la inhibición de PYK2 bloquea la entrada de Ca2+ por el sistema SOCE inducida por 

tapsigargina al inhibir la fosforilación de STIM1 (Tauseef et al., 2011, Yazbeck et al., 

2017). Si bien las proteínas STIM y Orai se encuentran presentes en el espermatozoide 

humano, las corrientes correspondientes a este sistema aún no pudieron ser detectadas 

(Lefièvre et al., 2012). Asimismo, tal como se mencionara, se observó una disminución en 

el plateau alcanzado luego de la inducción con progesterona en espermatozoides 

capacitados en presencia de PF. Por lo tanto, dado que la activación de SOCE está 

involucrada en la fase estacionaria dicha respuesta a la hormona (Lefièvre et al., 2012), 

era probable que la pTyr tuviera una relevancia para la activación de SOCE. Sin embargo, 

el hecho de que no se observaran diferencias en el aumento de Ca2+ inducido por 

tapsigargina entre espermatozoides capacitados en presencia o ausencia de PF, sugiere 

que la pTyr no estaría regulando la entrada de Ca2+ por el sistema SOCE en 

espermatozoides humanos. En concordancia con estas observaciones, algunos autores 

sugieren que en los espermatozoides, en los cuales los reservorios intracelulares de Ca2+ 

se encuentran muy cercanos a la membrana plasmática, la activación del sistema SOCE 

presentaría propiedades diferentes a las de las células somáticas (Correia et al., 2015).  

Habiendo encontrando una conexión entre la vía de pTyr y la regulación de CatSper, y 

considerando que este canal es dependiente del voltaje y activado por pH (Lishko et al., 

2011, Strunker et al., 2011), decidimos evaluar el efecto del tratamiento con PF sobre los 

cambios tanto en el potencial de membrana como en el pH intracelular asociados a la 

capacitación. Nuestros resultados mostraron que la inhibición de pTyr por PF durante la 

capacitación no afectó la hiperpolarización de la membrana del espermatozoide, a 
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diferencia de lo observado para H89 (Puga Molina et al., 2017), indicando que la quinasa 

PKA tendría un rol en la inducción de la hiperpolarización de membrana que sería 

independiente de la activación de la vía de pTyr. Sin embargo, el tratamiento con PF 

bloqueó la alcalinización del citoplasma, sugiriendo que la señalización por pTyr regularía 

la actividad de CatSper a través de la modulación del pH intracelular. Dado que el mismo 

efecto había sido reportado para H89 (Puga Molina et al., 2017), es probable que al 

menos parte del efecto observado al inhibir a PKA se deba al rol de la pTyr en la 

alcalinización del citoplasma. Es interesante mencionar que si bien las cinéticas revelan 

un aumento inicial tanto en los niveles de Ca2+ como en el pH durante la capacitación, 

incluso en presencia de PF, a partir de las 2 hs de capacitación, se empiezan a observar 

diferencias significativas entre tratamientos. Teniendo en cuenta que el aumento de pTyr 

no es un evento temprano de la capacitación (Battistone et al., 2013), estos resultados 

señalan que existiría una activación inicial de CatSper independiente de la señalización 

por pTyr, la cual podría estar asociada a la activación inmediata de la vía cAMP/PKA de la 

capacitación de los espermatozoides humanos (Battistone et al., 2013). Este aumento 

temprano de la actividad de CatSper independiente de la inhibición de pTyr, refuerza la 

idea de que PF no estaría actuando directamente sobre CatSper, a diferencia de lo que 

ocurre con otros inhibidores ya que este canal es promiscuo para la acción de múltiples 

ligandos (Barrat y Publicover, 2012, Brenker et al., 2012). Por otro lado, los menores 

niveles de Ca2+ y pH detectados a partir de las 2 hs de incubación en presencia de PF 

coinciden temporalmente con la activación de PYK2 por auto-fosforilación a lo largo de la 

capacitación (Battistone et al, 2014), apoyando el rol de la vía de pTyr en el 

mantenimiento de la actividad de CatSper durante la capacitación. 

Es interesante mencionar que, en los espermatozoides humanos, el pH intracelular y el 

Ca2+ también regulan el potencial de membrana a través de la activación de los canales 

de K+ SLO1 y SLO3 (Mannowetz et al., 2013, Brenker et al., 2014, Geng et al., 2017). De 

este modo, el hecho de que los espermatozoides capacitados en presencia de PF 

presenten una disminución del pH citoplasmático y de los niveles de Ca2+ y una normal 

hiperpolarización, podría resultar contradictorio. Sin embargo, como se mencionara 

anteriormente, en los comienzos de la capacitación de espermatozoides tratados con PF, 

se observa un aumento tanto de pH como de los niveles de Ca2+ que podrían ser 

suficientes para la inducción de la corriente de K+ y, por lo tanto, de la hiperpolarización 

de la membrana. Luego, esta hiperpolarización sería mantenida a lo largo de la 

capacitación por otros mecanismos tales como el cierre de canales de Na+ por acción de 
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PKA (Hernández-González et al. al., 2006, Escoffier et al., 2012, Puga Molina et al. 2017). 

Este no sería el caso de los espermatozoides no capacitados los cuales no presentan ni 

un aumento en el pH ni una hiperpolarización de la membrana (López-González et al., 

2014, Puga Molina et al., 2017). 

Basado en estos resultados, quisimos verificar si los menores niveles de Ca2+ 

encontrados en los espermatozoides expuestos a PF podrían ser revertidos mediante una 

alcalinización artificial del citoplasma. Nuestros resultados mostraron que el agregado de 

NH4Cl o monensina a espermatozoides capacitados en presencia de PF logró aumentar el 

pH intracelular y fue suficiente para incrementar los niveles de Ca2+. Considerando 

evidencias previas que muestran que el mero aumento de pH no es suficiente para activar 

a CatSper en humanos (Miller et al., 2015), nuestros resultados sugieren que los 

espermatozoides expuestos a PF durante la capacitación exhibirían una inhibición del 

aumento de Ca2+ por la sola inhibición de pTyr y de sus mediadores río abajo. Por su 

parte, espermatozoides no capacitados, además de no presentar un aumento de pTyr, 

exhiben otras fallas tales como la falta de activación de PKA o de hiperpolarización, por lo 

que el aumento de Ca2+ en respuesta a la alcalinización es marcadamente menor. Estos 

resultados están apoyados por el hecho de que la alcalinización artificial del citoplasma no 

afecta el estado de la pTyr de la célula, indicando que la inducción de pTyr es previa al 

aumento de Ca2+ inducido por incremento del pH.  

En conjunto, estos resultados revelan un rol para la vía de pTyr en la regulación del 

Ca2+ a través de la modulación de la actividad de CatSper inducida por pH. En tanto que 

el rol del pH en la inducción de la entrada de Ca2+ ya fue reportada (Kirichok et al., 2006, 

Lishko et al., 2010), la regulación del pH por la vía de pTyr en la cascada de señalización 

de la capacitación de los espermatozoides humanos representa un resultado novedoso y 

de interés. En este sentido, dado que los espermatozoides son expuestos a diversos 

cambios en la composición iónica de los fluidos de los tractos reproductivos masculino y 

femenino, no resulta raro que estas células posean diferentes mecanismos de regulación 

fina del pH intracelular. En tanto que diferentes actores moleculares han sido propuestos 

en dicha regulación (Nishigaki et al., 2014), el canal de protones Hv1 es, probablemente, 

el responsable de la mayor parte del flujo de protones detectado en los espermatozoides 

humanos (Lishko et al., 2010). Si bien la corriente de Hv1 es potenciada por la 

capacitación y por la exposición a anandamida, el mecanismo exacto de activación de 

este canal se desconoce (Lishko et al., 2010). Considerando que en leucocitos y en 
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células B malignas, la fosforilación de Hv1 humano por PKC promueve la activación del 

canal (Musset et al., 2010, Hondares et al., 2014), es posible que en espermatozoides, 

Hv1 se encuentre regulado de forma similar. De hecho, existe una estrecha relación entre 

PKC y PYK2 que fue descripta en un amplio rango de tipos celulares (Lev et al., 1995, 

Tsuchida et al., 1999, Yang et al., 2013). En base a ello, intentamos revertir los bajos 

niveles de Ca2+ en espermatozoides tratados con PF por exposición a anandamida. Sin 

embargo, el tratamiento con el endocanabinoide no logró aumentar el pH intracelular ni 

siquiera en espermatozoides control. Futuros estudios serán realizados con el objetivo de 

identificar el actor molecular que vincula la vía de pTyr con la regulación del pH 

citoplasmático. 

Como una forma de investigar el impacto final del aumento de Ca2+ inducido por 

alcalinización en espermatozoides cuya vía de pTyr se encuentra inhibida, evaluamos la 

motilidad de espermatozoides expuestos a PF luego de un estímulo con NH4Cl. Si bien 

fue reportado que el tratamiento con PF afecta la HA (Battistone et al., 2014), se sabe que 

la sola activación de CatSper por agregado de NH4Cl no tiene efectos sobre este tipo de 

motilidad (Alasmari et al., 2013), por lo cual nos enfocamos al análisis de los parámetros 

cinéticos. El tratamiento con NH4Cl en espermatozoides capacitados en presencia de PF 

fue capaz de revertir parcialmente los defectos en dos de dichos parámetros (LIN y STR) 

asociados a la motilidad progresiva indicando que el bloqueo de la alcalinización del 

citoplasma es causante, al menos en parte, de los defectos en motilidad. Estos resultados 

son consistentes con que la idea de que pTyr sea un sensor de la entrada de Ca2+ en 

espermatozoides humanos, lo cual no había sido reportado hasta el momento para 

ninguna especie. De este modo, podría proponerse un mecanismo de retroalimentación 

en el que los niveles de Ca2+ regulen la vía de pTyr (Battistone et al., 2014) y esto a su 

vez, module la actividad de CatSper, componiendo un sistema de regulación fina que 

garantice una concentración de Ca2+ intracelular óptima (ver Modelo 1). Este tipo de 

regulación está en concordancia con el hecho de que una disminución del Ca2+ 

extracelular durante la capacitación in vitro de espermatozoides humanos produce un 

incremento en los niveles de pTyr (Carrera et al., 1996, Luconi et al., 1996, Leclerc y 

Goupil, 2002, Marin-Briggiler et al., 2003, Baker et al., 2004, Battistone et al., 2014), 

probablemente como una respuesta celular para aumentar la entrada de Ca2+. En este 

sentido, es interesante mencionar que existe un reporte de un paciente deficiente en 

CatSper en cuyos espermatozoides la corriente de protones se encuentra aumentada 

(Smith et al., 2013). El aumento de pTyr en respuesta a bajos niveles de Ca2+ se observa 



Discusión 2 
 

164 
 

en espermatozoides murinos solo en condiciones extremas (por ejemplo con EGTA), lo 

cual es consistente con la descripción de la quinasa en Tyr FER, que es la enzima 

responsable de la inducción de la vía pTyr en dicha especie y que también es sensible al 

PF (Alvau et al., 2016). Si bien FER fue recientemente descripta en espermatozoides 

humanos, la regulación de su actividad y su relevancia para la capacitación no fueron 

determinadas. Sin embargo, PYK2 humana, a diferencia de su homóloga murina, 

presenta la misma localización celular que FER murina y que las proteínas fosforiladas en 

Tyr (Battistone et al., 2014, Alvau et al., 2016), representando otro ejemplo de proteínas 

con roles diferentes en la capacitación entre estas dos especies (Miller et al., 2015). Estas 

observaciones podrían reflejar adaptaciones propias de cada especie para afrontar los 

ambientes específicos en el tracto reproductor femenino (Brenker et al., 2014). Es posible, 

además, que ambas quinasas tengan un mismo rol respondiendo a diferentes señales, 

pudiendo FER responder a los estímulos normales de la capacitación mientras que PYK2 

toma mayor relevancia frente a una disminución en los niveles de Ca2+. Aunque se 

requieren mayores estudios para comprender estas diferentes regulaciones, el hecho de 

que la vía de pTyr regule la entrada de Ca2+ representa un nuevo mecanismo de 

regulación de CatSper con el fin de asegurar el éxito de la capacitación.  

 

Modelo 1. Cascadas de señalización involucradas en el proceso de capacitación. Las 
líneas de puntos indican regulaciones que pueden involucrar intermediarios.  
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En conjunto, los resultados de este capítulo de la Tesis aportan información acerca de 

los mecanismos de regulación fina del Ca2+ que ocurren durante la capacitación del 

espermatozoide humano y que le permiten adquirir su capacidad fertilizante. En tanto que 

CRISP2 estaría previniendo un aumento exacerbado de los niveles de Ca2+, tal como 

ocurre en el ratón, la vía de pTyr estimularía la entrada de Ca2+ por CatSper a través de la 

regulación del pH intracelular (Ver Modelo 1). Por lo tanto, los defectos en motilidad de 

aquellos pacientes con deficiencias en CRISP2 podrían deberse a fallas en la regulación 

del Ca2+ intracelular. 

 Conocer las bases moleculares del proceso de capacitación de espermatozoides 

aumenta las herramientas disponibles para mejorar la calidad de los mismos de forma tal 

que los pacientes puedan tener éxito en técnicas de baja complejidad como la 

inseminación artificial. En ese sentido, cabe mencionar que la inseminación intrauterina, 

además de ser menos invasiva y más accesible económicamente para la población, 

permite que el espermatozoide fertilizante sea seleccionado naturalmente por el tracto 

reproductor femenino, asegurándose el valor biológico y funcional de dicho 

espermatozoide. Finalmente, a pesar de las diferencias entre especies mencionadas, los 

resultados obtenidos en relación a CRISP2 sugieren que los modelos de ratones KO 

mimetizan los defectos de los espermatozoides humanos constituyendo herramientas de 

suma utilidad al momento de estudiar posibles tratamientos para la infertilidad humana. 
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Capítulo 3 

Evaluación del fenotipo de animales deficientes en más de una proteína            

CRISP simultáneamente 

 

Las evidencias obtenidas utilizando aproximaciones biológicas, bioquímicas y 

genéticas apoyan la participación de las proteínas CRISP en diferentes etapas de la 

capacitación espermática y la fertilización tanto en roedores como en humanos (Cohen et 

al., 2011, Da Ros et al., 2015). Muchos de los roles propuestos para cada uno de los 

miembros de esta familia son compartidos, sugiriendo la existencia de una redundancia 

funcional y una cooperación entre dichas proteínas para garantizar el éxito de la 

fertilización (Cohen et al., 2011, Da Ros et al., 2015). Esto es consistente con las 

observaciones del primer capítulo de esta Tesis Doctoral mostrando una fertilidad normal 

para los machos KO para Crisp2, del mismo modo que se había reportado para los 

animales KO para Crisp1 (Da Ros et al., 2008) y para Crisp4, (Gibbs et al., 2011, Turunen 

et al., 2012). En este sentido, y tal como se comentara previamente, está descripto que la 

deleción de una gran mayoría de los genes para proteínas con roles en fertilización no 

presenta un fenotipo marcado en fertilidad (Okabe y Cummins, 2007, Okabe, 2014). Este 

hecho posiblemente sea debido a la existencia de mecanismos redundantes que 

garantizan el éxito de la reproducción (Klinovska et al., 2014), sobre todo, en una célula 

que carece de maquinaria sintética tal como el espermatozoide. En este sentido, en la 

literatura, se han reportado varios casos en los que la falta de dos o más proteínas del 

tracto reproductor masculino con función similar conlleva a un fenotipo más severo que en 

el caso de los KO simples (Kawano et al., 2010, Zhou et al., 2012, Fiedler et al., 2013, 

White et al., 2013, Huang et al., 2016, Nakasuji et al., 2017, Zhang et al., 2017). Como 

una manera de evaluar la posible compensación entre miembros de la familia CRISP y 

profundizar el estudio de la relevancia de estas proteínas para la fertilidad, nos plantemos 

como objetivo generar y caracterizar animales deficientes en más de una proteína de la 

familia, simultáneamente. Si bien la opción más sencilla para tal fin era mediante apareo 

entre animales KO simples, los genes de Crisp1, Crisp2 y Crisp3 se encuentran muy 

cercanos en el mismo cromosoma por lo que la probabilidad de recombinación entre ellas 
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resulta muy baja. En base a ello, se decidió primeramente generar animales deficientes 

en dos proteínas, tales como CRISP2 y CRISP4, y analizar su fenotipo reproductivo. 

Los animales DKO presentaron un desarrollo y comportamiento aparentemente 

normales, lo cual es relevante teniendo en cuenta que ambas proteínas se expresan 

conjuntamente en músculo esquelético (Reddy et al., 2008) descartando la posibilidad de 

que las mismas cumplan roles redundantes en dicho tejido. Por otro lado, la apariencia 

normal de los órganos reproductivos de estos animales, junto al número similar de 

espermatozoides obtenidos, indican que la falta de CRISP2 y CRISP4 no afectaría la 

espermatogénesis ni el tránsito epididimario. Sin embargo, en tanto que los valores de 

fertilización in vivo utilizando hembras superovuladas fueron normales para los ratones 

KO de Crisp4 y ligeramente menores para los KO de Crisp2, la falta de ambas proteínas 

en los espermatozoides DKO produjo una marcada disminución en los niveles de 

fertilización, sugiriendo que CRISP2 y CRISP4 se encontrarían cooperando en el proceso 

de fertilización in vivo. Por lo tanto, si bien las mutaciones no produjeron defectos a nivel 

de la fertilidad de los machos DKO evaluada por apareo convencional, es posible que 

dicha cooperación funcional afecte la fertilidad de los mismos en situaciones de mayor 

exigencia. Por otro lado, el hecho de no observarse diferencias a nivel de la fertilidad 

cuando las hembras utilizadas para los apareos eran también DKO, descarta que estas 

proteínas tuviesen algún efecto sobre la fertilidad de la hembra o que pudieran compensar 

la falta de las mismas en los espermatozoides DKO.  

Los defectos en fertilización in vivo correspondientes a los animales DKO para Crisp2 y 

Crisp4 estuvieron acompañados de una marcada disminución en los porcentajes de 

fertilización in vitro indicando que las deficiencias observadas in vivo se deberían en parte 

a alteraciones en la interacción de gametas. En base a ello, y considerando que tanto 

CRISP2 como CRISP4 modulan la funcionalidad espermática (Brukman et al., 2016, 

Gibbs et al., 2011, Turunen et al., 2011), estudiamos diferentes parámetros asociados a la 

capacitación. Los espermatozoides de animales DKO mostraron deficiencias en los 

niveles de pTyr y en los porcentajes de HA y RA inducida por progesterona, sugiriendo 

severas fallas en el proceso de capacitación. Teniendo en cuenta que los 

espermatozoides KO para Crisp2 presentan menores porcentajes de HA mientras que los 

KO para Crisp4 exhiben una bajada en pTyr y RA inducida (Gibbs et al., 2011, Turunen et 

al., 2011, Carvajal et al., 2015), el fenotipo de los DKO puede atribuirse al aporte de los 
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defectos propios de los KO simples. Dado que los eventos mencionados son regulados 

por Ca2+ (Yanagimachi, 1984) y que tanto CRISP2 como CRISP4 son capaces de regular 

canales de Ca2+ (Gibbs et al., 2006, Gibbs et al., 2011), es posible que cada proteína se 

encuentre modulando diferentes vías de señalización por Ca2+ involucrados en la 

ocurrencia de los eventos asociados a la capacitación (Tateno et al., 2013, Alasmari et al., 

2013).  

En conjunto, los resultados obtenidos a partir del estudio de ratones DKO para Crisp2 y 

Crisp4 sugieren que, si bien la falta de ambas proteínas no afecta la fertilidad, produce 

severos defectos tanto en la capacitación espermática in vitro como en la fertilización in 

vivo. En este sentido, es posible que la falta de un fenotipo a nivel de fertilidad pudiera 

deberse a la compensación de otras proteínas CRISP, tal como fuera mencionado 

anteriormente. Es así que CRISP1, el cual tiene conocidos roles durante la capacitación y 

la fertilización (Da Ros et al., 2015) y que regula la actividad del canal CatSper (Ernesto et 

al., 2015) se encuentre compensando la falta de CRISP2 y CRISP4 en los animales DKO. 

Tampoco se descarta que CRISP3 pudiera estar jugando un papel compensatorio en 

estos animales, aun cuando no existen evidencias sólidas acerca de su rol en la 

fertilización (Da Ros et al., 2015). Asimismo, dado que recientes resultados de nuestro 

laboratorio (aún no publicados) muestran que los machos DKO para otras proteínas 

CRISP (Crisp1/Crisp3 y Crisp1/Crisp4) presentan leves defectos en fertilidad sin llegar a 

una infertilidad, es claro que la combinación de proteínas CRISP faltantes es importante 

para el fenotipo resultante.  

En base a todo esto, decidimos estudiar el efecto de eliminar un mayor número de 

proteínas CRISP simultáneamente. Tal como fuera mencionado, esta estrategia era 

complicada de aplicar por apareo de simples KO y, aún más por mutagénesis, utilizando 

los métodos clásicos de recombinación homóloga en células embrionarias. En este 

sentido, resulta importante menciona que durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se 

publicó un trabajo en la revista Cell que resultó ser el primer reporte de la generación de 

ratones genéticamente modificados a través del uso de la tecnología CRISPR/Cas9 

(Wang et al., 2013). En este trabajo, los autores describen una forma de introducir 

mutaciones en múltiples loci al mismo tiempo de forma mucho más rápida y sencilla que 

las técnicas clásicas de mutagenesis. La técnica se basa en el direccionamiento de la 

endonucleasa Cas9 a un determinado sitio en el genoma gracias a su asociación a un 
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ARN guía, produciéndose así una ruptura de la doble hélice de ADN que, al ser 

reconocida por los sistemas de reparación propios de la célula, llevan a la introducción de 

inserciones o deleciones al azar (Wang et al., 2013, ver Introducción). Esta tecnología fue 

adoptada rápidamente por la comunidad científica, lo cual se refleja en el número de 

publicaciones relacionadas que, tan solo en 2017, superó los 3000 trabajos, y en las casi 

2000 citaciones que tiene el trabajo original (Wang et al., 2013). La técnica de 

CRISPR/Cas9 también fue empleada para el estudio de proteínas asociadas al 

espermatozoides tales como Cetn1 y Prm1 (Mashiko et al., 2013) e incluso permitió 

generar 54 simples KO en un único trabajo descartando la esencialidad de dichos genes 

para la fertilidad masculina (Miyata et al., 2016). En base a todo lo descripto, nos 

propusimos generar ratones triples (TKO) y cuádruples (CKO) KO valiéndonos de la 

tecnología CRISPR/Cas9. Para ello, realizamos la mutación de los genes Crisp1 y Crisp3 

sobre los animales DKO para Crisp2 y Crisp4 generados anteriormente, aumentando así 

las probabilidades de éxito. Esta estrategia tiene la ventaja adicional de que se utilizan 

menos sgARN en el proceso y, por ende, disminuye potencialmente el reconocimiento de 

sitios no deseados (off-target) en el genoma (Mashiko et al., 2013, Pattanayak et al., 

2013, Iyer et al., 2015). El diseño de los sgARN a emplear es crítico para el éxito de la 

técnica (Yuen et al., 2017), y si bien cada vez se conoce mejor cuales son aquellas 

secuencias que favorecen la actividad endonucleasa de la Cas9 (Peng et al., 2015), en el 

momento de la generación de los animales TKO y CKO aún era muy poca la información 

disponible. Por lo tanto, a pesar de que los soportes bioinformáticos utilizados para el 

diseño de los sgARN los califican en base a ciertos criterios, un alto porcentaje de la 

eficiencia de los mismos no puede predecirse debido a posibles estructuras secundarias 

del ARN, a complicadas interacciones entre los factores que afectan la calidad del sgARN 

y/o a la estructura de la cromatina en el gen blanco (Xu et al., 2015). Por dichas razones, 

incluso hasta este momento, la mejor forma de saber fehacientemente la eficiencia de un 

sgARN es de manera empírica. En principio, el único requerimiento para un sgARN es 

que reconozca un sitio adyacente a un motivo consenso denominado PAM (NGG) (Wang 

et al., 2013). Como un primer intento, se utilizó un único sgARN capaz de reconocer 

secuencias en el exón 3 de Crisp1 y Crisp3, ya que en dicho exón ambos genes poseen 

altos niveles de identidad de secuencia. Sin embargo, el análisis de los animales 

obtenidos mediante esta estrategia indicó que los mismos no presentaban mutaciones en 

las regiones de interés. En paralelo, nuestros colaboradores (grupo del Dr. Rubinstein) 
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habían logrado producir mutaciones en otros genes utilizando la misma tecnología, 

indicando que la falta de éxito no se debía a un problema en la metodología sino, muy 

probablemente, a la elección del sgARN. Según un reporte reciente, es posible que la alta 

proporción (39 %) de adenosinas y la baja cantidad (26 %) de guanidinas en el sgARN 

utilizado hayan contribuido a que el mismo sea más inestable y, por lo tanto, menos 

eficiente (Moreno-Mateos et al., 2015). Además, se ha descripto que los sgARN (tal como 

el empleado en nuestro caso) que reconocen sitios en los que el motivo PAM contiene 

una timidina (TGG) son menos efectivos (Doench et al., 2014). Aunque no es clara la 

razón de esta menor efectividad, Teniendo en cuenta que la secuencia PAM no se 

encuentra en el sgARN sino en el ADN, es probable que esté relacionado a la afinidad de 

las diferentes variantes del motivo NGG (TGG, AGG, CGG o GGG) por el Dominio de 

Interacción con el PAM de la endonucleasa Cas9 (Jiang et al., 2015). El próximo paso 

consistió en generar dos sgARN, cada uno dirigido contra el exón 5 de Crisp1 o de Crisp3, 

basados en la suposición de que si un mismo sgARN debía reconocer dos sitios en el 

genoma, era posible que la cantidad microinyectada no fuese suficiente como para 

provocar la ruptura del ADN en ambos genes. Sin embargo, un estudio reciente indica que 

la eficiencia de un sgARN es independiente del número de copias del gen blanco (Yuen et 

al., 2017). Con estos nuevos sgARN, tampoco se logró obtener animales con mutaciones 

en Crisp3, lo cual podría atribuirse nuevamente a que la tercera base de la secuencia 

PAM correspondía a una timidina (Doench et al., 2014). Asimismo, las timidinas en el 

extremo 3’ de la secuencia variable de 20 pb pueden producir variables erróneas del 

sgARN al promover la terminación temprana de la transcripción por parte de la RNA 

polimerasa III (Doench et al., 2014). Por su parte, mediante el uso del sgARN dirigido 

contra Crisp1, se logró obtener un animal con una deleción de tres pares de bases. Si 

bien fue un logro a nivel técnico, la mutación solo eliminaba un codón y no corría el marco 

de lectura, haciendo que este animal no fuese útil para nuestros objetivos. En base a ello, 

y considerando que obtuvimos una baja frecuencia de animales con mutaciones (1 de 4) 

comparado con los reportes existentes (Wang et al., 2013, Yen et al., 2014), fue necesario 

buscar una tercera estrategia para conseguir animales deficientes en las cuatro proteínas 

CRISP. Para la elección de la siguiente estrategia nos basamos en un trabajo que 

concluía que el uso de dos sgARN dirigidos a sitios adyacentes en el mismo gen aumenta 

significativamente la probabilidad de deleciones que resulten deletéreas (Zhou et al., 

2014). Utilizando dos sgARN dirigidos a dos sitios del exón 2 de Crisp1 y Crisp3 
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obtuvimos una mayor proporción de animales con mutaciones (4 de 4) que, además, 

resultaron tener un tamaño tal que eran evidentes aún en geles de agarosa, consistente 

con la bibliografía (Zhou et al., 2014). En conjunto, el análisis de la eficiencia de todos los 

sgARN utilizados en los experimentos muestra que los que produjeron algún tipo de 

mutación estaban dirigidos contra una hebra del ADN, en tanto que aquellos que no 

tenían efecto estaban dirigidos contra la otra. Esta observación es consistente con un 

reporte en el que se concluye que la eficiencia de un sgARN depende de la hebra a la 

cual reconoce (Wang et al., 2014).  

El análisis por secuenciación de las crías de uno de los animales confirmó la 

generación de grandes deleciones que incluyeron el sitio de inicio de la traducción tanto 

en Crisp1 como en Crisp3. Cabe mencionar que no se observaron fenotipos inesperados 

que se pudieran asociar a la presencia de efectos off-target evidentes tanto en los 

animales nacidos de embriones microinyectados como en su descendencia, consistente 

con la baja probabilidad de que estos efectos ocurran en modelos de ratones (Mashiko et 

al., 2013, Pattanayak et al., 2013, Iyer et al., 2015, Hay et al., 2016). El hecho de utilizar 

embriones que eran KO para Crisp2 para la microinyección, permitió tener en un mismo 

cromosoma las variantes KO para los tres genes (Crisp1-3), los cuales se comportan 

como un único alelo por estar muy cercanos. En conjunto, estas observaciones indican la 

exitosa generación de animales tanto TKO para Crisp1-3, como CKO para Crisp1-4. 

Los machos TKO presentaron severos defectos en su fertilidad, confirmando la 

existencia de mecanismos compensatorios entre las proteínas CRISP que aseguran el 

éxito de la reproducción. La marcada disminución en el tamaño de la camada obtenida 

para el grupo TKO se debería, al menos en parte, a defectos en la fertilización ya que se 

observaron muy bajos porcentajes de fertilización in vivo utilizando hembras en estro. Tal 

como se mencionara anteriormente, ya se había detectado una leve sub-fertilidad en los 

animales DKO para Crisp1 y Crisp3 (Curci et al., 2017) que podría contribuir al fenotipo de 

los machos TKO observado. Sin embargo, la gran diferencia observada entre los TKO y 

los controles parece indicar que la falta adicional de CRISP2 incrementa notoriamente los 

defectos en fertilidad de estos animales, apoyando la relevancia de CRISP2 para la 

fertilidad. Por otra parte, los defectos en fertilidad y fertilización in vivo del animal TKO en 

el cual se observó un aumento del tamaño del epidídimo y niveles muy bajos de viabilidad 

y motilidad espermática podrían deberse a un cuadro de inflamación del tipo epidídimo-
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orquitis, el cual ya había sido observado en algunos animales DKO para Crisp1 y Crisp4 

en nuestro laboratorio (Carvajal et al, 2017). Sin embargo, los severos defectos en 

fertilidad y las fallas en la fertilización de los animales TKO sin fenotipo inflamatorio, y con 

niveles normales de viabilidad y motilidad espermática, confirman la idea de que las 

proteínas CRISP son relevantes para la adquisición de la capacidad fertilizante de los 

espermatozoides y, por lo tanto, para la fertilidad del individuo. 

Asimismo, el macho CKO analizado resultó ser infértil, presentar tracto reproductor 

normal y tener espermatozoides mótiles que fueron incapaces de fertilizar ovocitos tanto 

in vivo como in vitro. Pese a que en el laboratorio ya se habían observado algunos 

animales infértiles en la colonia DKO para Crisp1 y Crisp4, esta infertilidad estaba 

asociada al cuadro de epidídimo-orquitis mencionado. Si bien no podemos descartar que 

en los futuros animales CKO que se generen aparezca alguno con fenotipo inflamatorio, el 

hecho de ya haber observado infertilidad sin cuadro de epidídimo-orquitis apoya nuestra 

hipótesis acerca de la relevancia de las proteínas CRISP para la fertilidad.  

Los resultados obtenidos a partir del estudio de animales deficientes en más de una 

proteína CRISP son interesantes, además, desde el punto de vista clínico ya que en 

humanos, los genes que codifican para las tres proteínas CRISP identificadas (CRISP1-3) 

se encuentran muy cercanos entre sí en el mismo cromosoma (cromosoma 6), en una 

región de menos de 200 kb (Zerbino, et al., 2017). Esto implica que una aberración 

cromosómica, tal como las descriptas en dicha región (Paoloni-Giacobino et al., 2000; 

Olesen et al., 2001), podría afectar en simultáneo la expresión de los tres genes, siendo 

posible encontrar pacientes deficientes en todas las proteínas CRISP humanas. En 

conjunto, los resultados de esta parte de la Tesis Doctoral no solo aportan información 

valiosa acerca de la relevancia de la familia CRISP para la fertilidad y la fertilización, sino 

también plantean un caso exitoso en cuanto al uso de la novedosa tecnología 

CRISPR/Cas9 para producir la deleción de más de un gen simultáneamente. 
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Tal como se mencionara anteriormente, el objetivo general de esta Tesis Doctoral ha 

sido estudiar la relevancia de la familia de proteínas CRISP para la fertilización y la 

fertilidad masculina. Los resultados obtenidos, utilizando una combinación de estrategias 

y modelos experimentales (ratones KO y humano), forman parte de los tres capítulos que 

comprenden esta Tesis Doctoral. 

El primer objetivo específico consistió en estudiar la relevancia de la proteína CRISP2 

para la fertilidad a través del empleo de ratones KO. La proteína testicular CRISP2 está 

presente en espermatozoides maduros y se ha propuesto que participa en la fusión de 

gametas en humanos y roedores. Además, existen evidencias en humanos que asocian 

una expresión aberrante de CRISP2 con defectos en la motilidad espermática 

(astenozoospermia) e infertilidad masculina. El análisis de los machos KO para Crisp2 

reveló que los mismos presentaban una fertilidad normal acompañada de niveles 

normales de fertilización in vivo. Sin embargo, los machos mutantes presentaron claros 

defectos en ambos parámetros reproductivos bajo condiciones de mayor exigencia tales 

como la reducción del número de espermatozoides como consecuencia de una 

vasectomía unilateral, o el apareo con hembras estimuladas hormonalmente, que ovulan  

un mayor número de ovocitos. Los ensayos de interacción de gametas in vitro mostraron 

que los espermatozoides KO tenían dificultades no solo para fusionarse con el ovocito 

sino también para penetrar las envolturas que lo rodean (cumulus oophorus y ZP). 

Consistentemente, los espermatozoides deficientes en CRISP2 mostraron menores 

niveles de HA, una motilidad vigorosa necesaria para la penetración de las envolturas, y 

un aumento exacerbado de los niveles de Ca2+ durante la capacitación. En conjunto, estos 

resultados apoyan la participación de CRISP2 en el proceso de fusión y revelan un nuevo 

rol de la proteína en la penetración de las envolturas a través de la regulación de la HA, 

sugiriendo que defectos en la fertilización podrían ser la causa de la infertilidad en 

pacientes con expresión aberrante de CRISP2. La mayor parte de los resultados de este 

capítulo se encuentran incluidos en un trabajo publicado en la revista Molecular Human 

Reproduction (Brukman et al., 2016). 

En base a las evidencias mencionadas mostrando menores niveles de CRISP2 en 

pacientes con astenozoospermia, y teniendo en cuenta la capacidad de CRISP2 de 

regular canales de Ca2+, el segundo Capítulo de esta Tesis tuvo como objetivo estudiar si 

los menores niveles de expresión de CRISP2 encontrados en pacientes con problemas de 



Conclusión 

 

175 

 

motilidad espermática, estaban asociados a defectos en la regulación del Ca2+ intracelular. 

Los resultados mostraron una asociación negativa entre el aumento de Ca2+ durante la 

capacitación y la expresión de CRISP2 indicando que, al igual que en roedores, esta 

proteína cumpliría un rol en la regulación de los niveles de Ca2+ en espermatozoides 

humanos pudiendo ser éste el mecanismo por el cual los espermatozoides humanos con 

menores niveles de CRISP2 presentan alteraciones en su motildad. En segundo lugar, y 

con la idea de encontrar posibles estrategias terapéuticas para el tratamiento de 

espermatozoides con niveles anormales de Ca2+ tales como los que podrían presentar los 

pacientes con deficiencias en CRISP2, nos planteamos estudiar en profundidad la 

regulación de la concentración del Ca2+ durante la capacitación del espermatozoide 

humano. Los resultados mostraron que la inhibición de la vía de pTyr por exposición de 

los espermatozoides a un inhibidor de la quinasa PYK2 durante la capacitación disminuyó 

los niveles de Ca2+ a través de una bajada en la actividad de CatSper. Dicho efecto estaba 

asociado a una menor alcalinización del citoplasma, la cual es requerida para una 

completa activación del canal. Estos resultados sugieren un nuevo rol para la vía de pTyr 

en la regulación del Ca2+ a través de la modulación del pH. En conjunto, los resultados 

obtenidos en el modelo humano brindan mayor información acerca de la regulación de la 

capacitación espermática contribuyendo al desarrollo de nuevos métodos tanto de 

diagnóstico como de tratamiento de la infertilidad. La mayor parte de los resultados 

incluidos en este capítulo forman parte de un trabajo enviado a publicación. 

Finalmente, dada la fertilidad normal de los ratones simples KO para Crisp1 y Crisp4 

que apoya la existencia de mecanismos de compensación entre los diferentes CRISP,  

como tercer objetivo específico de esta Tesis nos planteamos estudiar el fenotipo 

reproductivo de ratones deficientes en más de una proteína CRISP simultáneamente. Por 

un lado, se estableció una colonia de ratones deficientes en CRISP2 y CRISP4 por 

apareo entre los KO simples para cada proteína. La fertilidad de los animales doble KO 

para Crisp2 y Crisp4 fue normal, al igual que lo observado para los KO simples de cada 

una de las proteínas, indicando que la falta simultánea de estas dos proteínas no sería 

suficiente para afectar este parámetro. Ante la posibilidad de que CRISP1 o CRISP3 

estuviesen compensando la falta de CRISP2 y CRISP4, el próximo paso fue generar 

ratones deficientes en más miembros de la familia mediante la técnica CRISPR/Cas9. Los 

resultados confirmaron la exitosa generación de ratones triples KO para Crisp1, Crisp2 y 
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Crisp3 como de ratones cuádruples KO deficientes en las cuatro CRISP. En estos casos, 

se observaron severos defectos en la fertilidad de los machos, asociados a menores 

niveles de fertilización tanto in vivo como in vitro, confirmando la relevancia de las 

proteínas CRISP para la fertilización y la fertilidad, como así también la existencia de 

mecanismos de cooperación funcional entre los miembros de esta familia. 

El estudio de animales KO demostró ser de suma utilidad para el estudio de los roles 

funcionales de proteínas individuales así como de la acción conjunta de múltiples 

proteínas, lo cual es sumamente importante ya que los defectos en fertilidad en humanos 

pocas veces se deben a la alteración de un único gen. En este sentido, debido a la 

cercanía en el genoma de los genes que codifican para las tres proteínas CRISP 

humanas, es probable que existan individuos con alteraciones genéticas que afecten la 

expresión de los tres genes. 

En conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral confirman la relevancia de 

la familia CRISP para la fertilidad masculina, asociada a la participación de las mismas en 

el proceso de interacción de gametas. Consideramos que estas evidencias contribuirán a 

la identificación de moléculas claves para la fertilización y, por ende, al desarrollo de 

nuevos métodos tanto de diagnóstico y tratamiento de la infertilidad como de regulación 

de la fertilidad. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abreviaturas 

 



 
 
 

Abreviaturas 
 

178 
 

BSA   Albúmina sérica bovina 

Cas9  CRISPR associated protein 9 

CASA   Computer assisted sperm analysis 

CatSper  Cation Channel of Spermatozoa 

CKO  Cuádruple knockout 

COC  Complejo cúmulus-ovocito 

CRISP  Cysteine Rich Secretory Proteins 

CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

DKO  Doble knockout 

DMSO  Dimetilsulfóxido 

FSC  Forward scatter 

HA  Hiperactividad 

HT  Heterocigota 

Hv1  Voltage-gated proton channel 1 

IFI   Inmunofluorescencia indirecta 

KO  Knockout 

MT  Mutante 

n.s.  No significativo 

P4  Progesterona 

PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 

PFA   Paraformaldehído 

PKA  Protein Kinase A 

pTyr  Fosforilación en residuos Tyr 

PYK2  Protein Tyrosine Kinase 2 

RA  Reacción acrosomal 

RIA  Radioinmunoensayo 

RNE  Redundant nuclear envelope 

RyR  Ryanodine receptors 

sgARN  ARN guía 

sAC  Soluble Adenylate Cyclase 

SOCE  Store operated calcium entry 

SSC  Side scatter 

STORM Stochastic optical reconstruction microscopy 

TKO   Triple knockout 

TRPM8  Transient receptor potential M8 

WT  Wild type 

ZP  Zona pellúcida 
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