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RESUMEN

Los espermatozoides producidos en los testiculos carecen de toda capacidad de
fecundar al ovocito, para ello deben experimentar una serie de cambios
morfologicos, fisioldégicos y bioquimicos que le van a permitir adquirir dicha
capacidad. Durante la maduracion espermatica epididimaria el espermatozoide va
adquiriendo proteinas durante su viaje por el epididimo, algunas de estas se asocian
a su membrana de manera temporal y algunas otras permanecen aun después de
ser eyaculados. Algunas de estas proteinas son exclusivas del epididimo y
participan activamente en la maduracion epididimaria principalmente en especies,
cuya maduracion en general finaliza en la regién distal del cuerpo del epididimo,
esta ultima caracteristica general en mamiferos es distinta en Corynorhinus
mexicanus, cuya maduracion finaliza en la regién caudal del epididimo y se ha
asociado a un almacenamiento prolongado de hasta 5 meses. Por lo que el objetivo
del presente trabajo fue, identificar la presencia de CRISP1, PMCA4 y ADAM7 en
epididimo de C. mexicanus e inferir su posible participacion en la maduracion. El
analisis filogenético identifico la presencia de las proteinas de interés CRISP1,
PMCA4 y ADAMY7 dentro del grupo quiroptera dando evidencia indirecta de la
presencia de dichas proteinas en C. mexicanus. La inmunofluorescencia realizada
para las fechas de Octubre (maduracién) y febrero (final del almacenamiento)
mostraron la presencia de CRISP1, PMCA4 y ADAMY en todo el tejido epididimario.
En octubre CRISP1 no mostré diferencia de expresidn entre las regiones del
epididimo, PMCA4 tuvo mayor expresion en la cauda al igual que ADAM?7.
Posiblemente las tres proteinas estén participando activamente en la maduracién a
través del mantenimiento del tejido epididimario para brindar un ambiente luminal
adecuado, mientras que en el espermatozoide estén regulando la entrada de calcio,
evitando su acumulacién y en la correcta osmolaridad por parte de los
espermatozoides. Inclusive parece ser que al menos la expresion de PMCA4 es de
importancia para la regresion del tejido epididimario y eliminacion de
espermatozoides por apoptosis, que marcara el inicio del periodo de inactividad

reproductiva.



ABSTRACT

The sperm produced in the testicles lack any capacity to fertilize the oocyte, for this
they must undergo a series of morphological, physiological and biochemical
changes that will allow them to acquire this capacity. During epididymal sperm
maturation, the spermatozoon acquires proteins during its journey through the
epididymis, some of these are temporarily associated with its membrane and some
others remain even after being ejaculated. Some of these proteins are exclusive to
the epididymis and actively participate in epididymal maturation, mainly in species,
whose maturation generally ends in the distal region of the body of the epididymis.
This last general characteristic in mammals is different in Corynorhinus mexicanus,
whose maturation ends in the epididymis. caudal region of the epididymis and has
been associated with prolonged storage of up to 5 months. Therefore, the objective
of this work was to identify the presence of CRISP1, PMCA4 and ADAMY in the
epididymis of C. mexicanus and infer their possible participation in maturation. The
phylogenetic analysis identified the presence of the proteins of interest CRISP1,
PMCA4 and ADAM7 within the bat group, giving indirect evidence of the presence
of these proteins in C. mexicanus. Immunofluorescence performed for the dates of
October (maturation) and February (final storage) showed the presence of CRISP1,
PMCA4 and ADAM?Y in all epididymal tissue. In October CRISP1 did not show a
difference in expression between the regions of the epididymis, PMCA4 had higher
expression in the cauda, as did ADAM7. Possibly the three proteins are actively
participating in maturation by maintaining the epididymal tissue to provide an
adequate luminal environment, while calcium entry is being regulated in the
spermatozoon, preventing its accumulation and correct osmolarity by the
spermatozoa. . It even seems that at least the expression of PMCA4 is of importance
for the regression of the epididymal tissue and elimination of spermatozoa by

apoptosis, which will mark the beginning of the period of reproductive inactivity.



Introduccién

Los espermatozoides son producidos en los tubulos seminiferos testiculares
masculinas durante un proceso conocido como espermatogénesis. A partir de las
espermatogonias que se dividen por mitosis se generan los espermatocitos
primarios, mismos que exhibiran una primera division meio6tica dando lugar a los
espermatocitos secundarios. Estos ultimo presentan una segunda division mei6tica
que dara origen a las espermatidas redondas que, finalmente, se diferenciaran
como espermatozoides elongados, a través de una serie de cambios morfoldgicos,
conocidos como espermiogénesis (Nishimura & L’'Hernault, 2017). Los
espermatozoides estructuralmente formados son liberados a la luz de los tubulos

seminiferos durante la espermiacion (Nishimura & L’Hernault, 2017).

En el espacio intraluminal, los gametos masculinos comienzan su transito a través
de la rete testis, en direccion a los conductos eferentes, que se encargaran de la
reabsorcién de aproximadamente el 50-96% del fluido de los tubulos seminiferos.
Esta reabsorcion consiste en el transporte de solutos, permeabilidad pasiva del
agua y endocitosis que estara favorecida por la expresion de proteinas como: el
intercambiador Na*/H* isoforma 3 (SLC9AS3), acuaporinas (AQP1 y 9), anhidrasa
carbodnica 2 (CAR2), el regulador de la conductancia transmembranal de fibrosis
quistica (CFTR)y la ATPasa de Na*/K* que facilitan el equilibrio i6bnico entre la luz

del tubulo y la sangre (Hess, 2018).

Posteriormente, los espermatozoides ingresan al conducto epididimario. Sin
embargo, debido a su alto nivel de especializacion, los gametos masculinos son
transcripcional y traduccionalmente silenciosos (Gervasi & Visconti, 2017) e
incapaces de fecundar al ovocito, por lo que durante su recorrido por el epididimo

lograran adquirir su capacidad fértil (Rodriguez-Tobédn et al., 2015).
El Epididimo

El epididimo es un érgano altamente contorneado que realiza las siguientes
funciones: transporte, maduracion, proteccion y almacenamiento de

espermatozoides (Robaire & Hinton, 2015). Anatdmicamente se divide en cuatro



regiones mayores: segmento principal, sitio que conecta el tubulo epididimario con
los conductos eferentes y el primero en recibir los espermatozoides provenientes de
los testiculos; caput y corpus, sitios en donde se lleva a cabo la maduracién
espermatica en los mamiferos y, por ultimo; la cauda, sitio en donde se almacenan
los espermatozoides hasta la eyaculacion (Chang, 2002; Robaire & Hinton, 2015;
Rodriguez-Tobén, 2016).

En los mamiferos, se reconocen diferentes tipos celulares que constituyen el tejido
epitelial epididimario y que interactuan con los espermatozoides conforme transitan
por este oOrgano, estos son: células principales, caracterizadas por sintetizar
proteinas que posteriormente son liberadas al espacio luminal donde se mantienen
libremente activas o interactuan con el espermatozoide; células apicales, presentan
una funcién endocitica de diferentes sustancias incluyendo proteinas desde el
lumen, funcién que, comparten con las células estrechas, que ademas tienen una
funcidn secretora de H*; células claras, presentan una gran actividad endocitica del
contenido presente en las gotas citoplasmaticas liberadas de los espermatozoides,
incluyendo diferentes proteinas especificas, ademas de estar involucradas en la
acidificacion del pH luminal; las células basales, que presentan granulos de

secrecion tipicos de otras células secretoras (Robaire & Hinton, 2015).

El contenido secretado por las células basales tiene la funciéon de regular a las
células principales que, a su vez, regulan el volumen y la presion del lumen a través
del transporte de electrolitos y agua (Robaire & Hinton, 2015). Por ultimo; las células
halo (monocitos y linfocitos) y las células dendriticas (macrofagos), son importantes
en la naturaleza inmunoldgica del epididimo (Robaire & Hinton, 2015; Zhou et al.,
2018) para proteger a los espermatozoides de patdégenos y de ser destruidos por el

sistema inmune ante lesiones tisulares (Voisin et al., 2019).

En conjunto, por el papel que juegan y por las diferencias en la expresién génica de
los diferentes tipos celulares, asi como por la concentracion de iones luminales
presentes en cada una de las regiones del epididimo, se generan las caracteristicas
microambientales necesarias para que los espermatozoides adquieran su

capacidad de fecundar al ovocito, proceso conocido como maduracidén espermatica



epididimaria (Zhou et al., 2018) que para la mayoria de los mamiferos estudiados
culmina en la region distal del corpus del epididimo (Robaire et al., 2006; Cornwall,
2009; Rodriguez-Tobon, 2016 Gervasi & Visconti, 2017).

Maduracion espermatica epididimaria

El proceso de maduracién espermatica epididimaria involucra una serie de cambios
morfologicos, fisiolégicos y bioquimicos en los espermatozoides (Cornwall, 2009)
que favorecen: la adquisicién de la movilidad progresiva, migracion de la gota
citoplasmatica, aumento en la carga negativa de la membrana plasmatica, cambios
en el coeficiente fosfolipidos: colesterol, restructuracion o remodelacion de la forma
del acrosoma, disminucién del didmetro de las mitocondrias, modificaciones
postraduccionales, adquisicion vy liberacion de proteinas (Cornwall, 2009;
Rodriguez-Tobén, 2016 Gervasi & Visconti, 2017).

Durante la maduracion epididimaria, la modificacibn en el cociente
fosfolipidos:colesterol provoca un cambio en la fluidez de membrana plasmatica del
espermatozoide, favoreciendo la estabilizacion de esta durante su transito y
almacenamiento por el epididimo, asi como para establecer la organizacion
molecular necesaria para la capacitacion, la reaccion del acrosomal y la fusién con
el ovocito, procesos que ocurren en el tracto reproductor femenino (Rodriguez-
Tobon, 2011; Gervasi & Visconti, 2017).

El ambiente idnico del lumen del tubulo epididimario juega un papel esencial durante
la maduracion de los espermatozoides, la concentracion de los iones Na*, CI-, Ca?*,
HCOs y Mg?* disminuye desde la region del caput hacia la region de la cauda,
mientras que la concentracion de los fosfatos y del K* incrementa (Robaire & Hinton,
2015). El intercambio ionico entre el lumen y los espermatozoides favorece la
movilidad de estos gametos, y promueve que entren en un estado de quiescencia
durante su almacenamiento (Robaire & Hinton, 2015). Por otra parte, la composicion
proteica de los espermatozoides cambia a medida que alcanzan su maduracion, la
cantidad y el tipo de proteinas presentes en la superficie celular se modifica por
adquisicién, eliminacién o son modificadas durante su transito por el epididimo

(Cornwall, 2009). En particular, las glicoproteinas presentes en el glicocalix del



espermatozoide suelen ser modificadas por enzimas glicohidrolasas y

glicosiltransferasas, que rompen o transfieren residuos de azucar respectivamente.

Un ejemplo claro del cambio en la composicion de glicoproteinas en la membrana
de los espermatozoides es el incremento de acido sialico desde la region del caput
hacia la cauda del epididimo, que favorece el incremento de la carga negativa de la
membrana del espermatozoide (Robaire & Hinton, 2015; Rodriguez-Tobdn, 2016).
Sin embargo, muchas proteinas presentan modificaciones postraduccionales como
fosforilacién en sus residuos de serina, treonina y tirosina, oxidacion de grupos tiol
que permiten la estabilizacidon de proteinas estructurales a través de la formacion
de puentes disulfuro (S-S) principalmente en el flagelo y nucleo del espermatozoide,
como modificaciones fundamentales para la adquisicion de la movilidad progresiva
(Gervasi & Visconti, 2017).

Existe una gran cantidad de proteinas que interaccionan con los espermatozoides
durante su maduracion, algunas de ellas son P26h, P34h, SPAG11, Eppin, y las
proteinas de la familia de Proteinas Secretoras Ricas en Cisteina (CRISP)
(Cornwall, 2009), estas ultimas, son de interés en el presente estudio, ya que al ser
adquiridas durante la maduracion y por el papel que tienen para la fecundacion del
ovocito (Gaikwad et al.,2020), su presencia en los espermatozoides puede ser

empleado como un indicador de maduracion.
Proteinas involucradas en el proceso de maduracion epididimaria

Expresion de Proteinas Secretoras Ricas en Cisteina (CRISP) en epididimo y

espermatozoides de mamiferos

Las proteinas secretoras ricas en cisteina de la superfamilia CAP (Proteinas
Secretoras Ricas en Cisteina, Antigeno 5, Relacionado con la Patogénesis 1), antes
conocidas como glicoproteinas de recubrimiento espermatico (SCP) (Gibbs et al.,
2008), son glicoproteinas que tienen un peso de entre 20-30 kDa, con 16 residuos
de cisteina altamente conservados formando puentes disulfuro (Ellerman et al.,

2006; Vicens & Trevifio, 2018). Las CRISP presentan un dominio N-terminal y un



dominio C-terminal rico en cisteina (CRD) conformado por una bisagra y un dominio

regulador de canal iénico (ICR) (Nolan et al., 2006; Vicens & Trevifio, 2018).

Se conocen cuatro formas de CRISP: CRISP1, CRISP2, CRISP3 y CRISP4, esta
ultima, solo ha sido reportada en rata y raton. Todas ellas participan en diversos
eventos reproductivos desde la espermatogénesis, maduracion epididimaria,
capacitacion y fertilizacidn del ovocito (Vicens & Trevifio, 2018), ademas de que el
parentesco filogenético entre varias especies establecido a partir de la estructura de
estas proteinas sugiere un papel funcional conservado en la reproduccién en
mamiferos (Gibbs et al., 2008).

Comparando con otros vertebrados, la similitud estructural del 65% entre los
dominios N-terminal y C-terminal rico en cisteina presente entre las CRISP de
mamiferos y reptiles (Roberts et al., 2002, Roberts et al., 2006; Vicens & Trevifio,
2018), ha llevado a considerar que una proteina CRISP ancestral localizada en las
glandulas salivales, mut6 hacia un componente de veneno en reptiles (Fry, 2005),
mientras que, en los mamiferos, por seleccion positiva (Vicens & Trevifio, 2018),
es decir, nuevas mutaciones que tienden a ser benéficas y que evolucionan
rapidamente para alcanzar su fijacion en el genoma (Kosiol et al., 2008), seleccion
sexual y neofuncionalizacion, provocaron mutaciones en los aminoacidos del
dominio ICR, promoviendo marcadas diferencias interespecificas en la actividad
reguladora de las CRISP (Vicens y Trevifio, 2018; Arévalo et al., 2020).

Por lo tanto, la adaptacion molecular de las CRISPs infiere que estas poseen una
amplia diversidad de sustratos e interacciones especificas con canales idnicos en
diferentes especies (Vicens y Trevifio, 2018), como ya lo han demostrado estudios
previos en murinos de la capacidad que poseen CRISP1, CRISP2 y CRISP4 para
regular los canales CatSper (Ernesto et al., 2015), al Receptor de Rianodina (RyR)
(Gibbs et al., 2006) y al canal catiénico Receptor de Potencial Transitorio subfamilia
melastatina (M) miembro 8 (TRPM8) (Gibbs et al., 2011), respectivamente.

En el caso de CRISP1, 2y 3, se ha observado a través de analisis filogenéticos que,
estas proteinas son resultado de duplicaciones de un mismo gen. CRISP1, 2y 3 de

humano se encuentran en el locus 6p21.3. En raton se encuentran en el cromosoma



17B2, y el gen adicional CRISP4, se localiza en el cromosoma 1A3 de raton
(Gaikwad et al., 2020), siendo esto, la posible razén de encontrar ortélogos entre
diferentes especies, generando problemas para clasificarlas principalmente en

cuanto a su numeracién (Arévalo et al., 2020).

CRISP4 de rata, presenta una similitud del 91% con CRISP4 de raton, y 69% con
CRISP1 de humano, caso contrario con CRISP4 de raton que, presenta una
similitud del 59% con CRISP1 humano, mientras que CRISP1 de ratén presenta una
similitud del 40% con CRISP1 de humano (Gaikwad et al., 2020). Por ello, la
realizacion de analisis filogenéticos, inclusive evolutivos en estudios enfocados a la
identificacion de la expresion de las proteinas en tejido puede permitir clasificarlas

de manera mas adecuada, sin caer en identificaciones confusas.

Se ha identificado durante la maduracién de los espermatozoides en el epididimo,
que la presencia de CRISP1 es expresada de manera ascendente desde la region
distal del caput a la region caudal del epididimo en ratas, ratones (Cohen et al.,
2000a; Cohen et al., 2000b), humanos (Hayashi et al., 1996; Kratzschmar et al.,
1996) y macacos (Sivashanmugam et al., 1999). CRISP4 también se encuentra
involucrada en la maduracion de los espermatozoides, ya que se ha identificado su
expresion en los segmentos de caput y corpus de epididimo, disminuyendo hacia la
region caudal en ratas y ratones (Jalkanen et al., 2005; Nolan et al., 2006).
Especificamente, CRISP1 y CRISP4 son secretadas por las células principales del
epididimo (Weigel-Mufioz et al., 2019). En este caso, CRISP1 forma oligobmeros de
una manera dependiente del Zn?*, a través de la union de dos residuos de histidina
altamente conservados del dominio CAP de la proteina con el ion Zn?* (Maldera et
al., 2011; Sheng et al., 2021).

Una vez formados los oligomeros de CRISP1 dependiente de Zn?*, estos se anclan
a una proteina de Glicosilfosfatidilinositol (GPI) especifica presente en las balsas
lipidicas de los epididimosomas para posteriormente ser transferida a un dominio
especifico de las balsas lipidicas del espermatozoide (Sullivan et al., 2007; Sullivan

& Saez, 2013; Sullivan, 2015) como se ha observado en otras proteinas como P26h,



tras ser extraidas de prostasomas y espermatozoides de hamsteres por tratamiento

con fosfolipasa C especifico para fosfatidilinositol (Légaré et al., 1999).

En el caso de CRISP1 y 4 estan localizadas en el flagelo y cabeza del
espermatozoide (Gaikwad et al., 2020). Sin embargo, hasta el momento, no hay

estudios enfocados en la expresion de CRISP en quirdpteros.

Un metaanalisis filogenético del genoma y transcriptoma de 18 especies de
murciélagos realizado por Hawkins et al. (2019) identific6 181 genes ortélogos
sometidos a seleccion positiva, siendo sélo el 15.8% involucrados en la
reproduccion, en donde fue localizado CRISP3. Mientras que, la filogenia realizada
por Gaikwad et al. (2020) predice la presencia de CRISP1 y CRISP2 en quirdpteros.

Sin embargo, la identificaciéon de la expresién de estas CRISP en tejido para
quirdpteros, asi como una filogenia especifica para los mismos sigue sin ser
abordada, mas aun si se consideran las posibles implicaciones que tendrian estas
proteinas en una especie de murciélago que presenta ciertas adaptaciones
reproductivas, como es el caso de Corynorhinus mexicanus (Leén-Galvan et al.,
2005; Vicens y Trevifio, 2018; Gaikwad et al., 2020).

Se ha descrito que CRISP1 es adquirido por los espermatozoides durante su
transito por el caput y cauda del epididimo; presenta un papel como factor
decapacitante durante la maduracién epididimaria (Cohen et al., 2000a;b), y se sabe
que, esta proteina presenta dos isoformas conocidas como D y E (Cohen et al.,
2000b; Roberts et al., 2008), cuya diferencia radica en la presencia del epitope mAb
4E9 de 2 kDa ubicado en el extremo N-terminal de la proteina E que no esta
presente en las formas completas y procesadas proteoliticamente de la proteina D
(Roberts et al., 2002).

Particularmente, la forma D de CRISP1 se encuentra en la region dorsal del
acrosoma del espermatozoide de raton (Cohen et al., 2000a), la cual se une de
manera transitoria hasta ser liberada en la capacitacion (Roberts et al., 2008), se
considera que esta proteina mientras se mantenga temporalmente unida, sera la

encargada de inhibir la capacitacion de los espermatozoides durante su



almacenamiento en la region caudal del epididimo de ahi su papel como factor
decapacitante (Roberts et al., 2003, Roberts et al., 2008). Aun se desconoce el

mecanismo por el cual la capacitacion es inhibida por CRISP1.

En comparacion con la proteina D, la proteina E se une fuertemente a la superficie
del espermatozoide, especificamente en el flagelo (Cohen et al., 2000b; Roberts et
al., 2002), dada esta fuerte afinidad y que los estudios no muestran una diferencia
entre las formas D y E de CRISP1, pero si la presencia de una proteina CRISP1
fuertemente unida en la region del acrosoma, se le atribuye un papel funcional en la
unioén/fusién del espermatozoide con el ovocito (Cohen et al., 2000a), sin embargo,
aun no quedan claras las funciones individuales de las proteinas D y E, dada la
localizacion de cada forma, se considera que la proteina D tiene funciones
especificas en la cabeza del espermatozoide, mientras que la proteina E en el
flagelo (Roberts et al., 2002). Por ahora, los estudios recientes no hacen distincion
entre las dos formas de CRISP1, pero se esta ampliando la informacién sobre su
importancia en la fertilidad en los eventos de capacitacion, interaccion con la zona

pelucida y fusion de gametos (Weigel-Munoz et al., 2019).

Una de las caracteristicas que presentan los espermatozoides durante su
maduracién en el epididimo es la adquisicidon de la movilidad progresiva, pues se
sabe que la concentracion de Ca?* en el medio luminal epididimario disminuye
desde la regidn del caput hacia la region de la cauda del epididimo, por lo que el

Ca?* es un ion clave para la movilidad (Dacheux et al., 2014).

De manera general, los espermatozoides de la cabeza y cuerpo del epididimo, es
posible que exhiban una entrada de Ca?* al flagelo a través de los receptores
purinérgicos (PR) o del canal especifico de espermatozoides CatSper, provocando
la activacion de la adenilato ciclasa soluble (sAC), y un aumento de la concentracién
de AMPc para dar paso a la movilidad flagelar (Dacheux et al., 2014), a esta accidn
se le suma el HCOs, incrementando la produccion de AMPc y acelerando el batido
flagelar (Wennemuth et al., 2003).

La adquisicion de la movilidad de los espermatozoides durante la maduracion

espermatica epididimaria se da por la entra de Ca?*, provocando un aumento de



AMPc que activa el factor de intercambio de nucleétidos de guanina Rap (RAPGEF)
que a su vez activa la proteina serina/treonina cinasa (AKT) que fosforila los
residuos de serina de la glucdégeno sintasa quinasa 3 (GSK3) inactivandola, lo que
provoca una disminucion de la fosforilacion de GSK-3 sobre la subunidad reguladora
2 de PP1 (PPP1R2) la cual, inhibe la actividad de la fosfoproteina fosfatasa 1 (PP1).
Por otro lado, una disminucion en la actividad de la proteina fosfatasa metilesterasa
1 (PPME1) incrementa la metilacién de la isoforma alfa de la fosfoproteina fosfatasa
2A (PPP2CA) inactivandose e incrementando la fosforilacion de GSK3. La
inactivacién de GSK3 conlleva a la fosforilacion de PPP1R2 activandola e inhibiendo
a la fosfoproteina fosfatasa 1 (PP1) resultando en la adquisicion de la movilidad por
parte del espermatozoide. Durante la adquisicién de la movilidad es posible que la
via sAC/AMPc/ proteina cinasa A (PKA) interaccione con las vias mencionadas

anteriormente para la adquisicién de la movilidad (Freitas et al., 2017).

Por otro lado, las bajas concentraciones de Ca?* intracelular y luminal presentes en
la region caudal del epididimo (Dacheux et al., 2014) sumado al reciente
descubrimiento de la capacidad de CRISP1 de inhibir canales de Ca?* como
CatSper y TRPMS8 (Ernesto et al., 2015), y de CRISP4 de inhibir a TRPM8 (Gibbs
et al., 2011; Hu et al., 2018), son evidencia de que estas proteinas participan no
s6lo en la adquisicion de la movilidad progresiva, sino también en el
almacenamiento de los espermatozoides, propiciando su quiescencia (Dacheux et
al., 2014).

La inhibicién de CatSper y TRPM8 posiblemente se lleve a cabo por la unién entre
CRISP con alguna de las subunidades que componen a estos canales idnicos, por
ejemplo, CRISP2 que puede anclarse a la subunidad CATSPER1 para ejercer su

funcion sobre el canal CatSper (Lim et al., 2019).

Ademas, tanto CRISP1 como CRISP4 parecen tener un papel complementario e
individual en la adquisicién de la movilidad progresiva. Los espermatozoides nulos
de cada proteina y/o doble knockout muestran una movilidad progresiva disminuida

y alteraciones en sus patrones de movimiento (Hu et al., 2018; Carvajal et al., 2018).



Por lo tanto, es posible que CRISP1 y 4 regulen el flujo Ca?* extra e intracelular en
el espermatozoide a través de los canales CatSper y TRPM8 (De Blas et al., 2009;
Sun et al., 2017) permitiendo la activacidn de la movilidad progresiva (Dacheux et
al., 2014; Freitas et al., 2017).

La fosforilacion de los residuos de tirosinas (P-Tyr) es un evento bioquimico
importante para la maduracion de los espermatozoides (Rodriguez-Tobdn, 2016),
muestra de ello es una reduccion en la P-Tyr de la cabeza de los espermatozoides
de rata de caput a cauda del epididimo, asi como un incremento en la repuesta de

AMPc en espermatozoides de la cauda (Lewis & Aitken, 2001).

Las proteinas CRISP1 y CRISP4 también estan involucradas en la P-Tyr, ya que los
espermatozoides de ratén knout de cada proteina y doble knout muestran una
fosforilacion de los residuos de tirosinas (P-Tyr) disminuida o inhibida (Roberts et
al., 2003; Hu et al., 2018).

Por lo tanto, la exhibiciéon de una P-Tyr adecuada durante la maduracién va a ser
importante para que el espermatozoide pueda llevar a cabo la capacitacion,
hiperactivacion y reaccion acrosomal posteriormente en el tracto de la hembra
(Aitken et al., 2007).

En esto ultimo, la participacion de CRISP1 sobre la fosforilacion de tirosinas parece
estar determinada por su capacidad de regular canales i6nicos (Ernesto et al.,
2015), conforme los niveles de Ca?* en general disminuyen hacia la cauda del

epididimo (Dacheux et al., 2014) disminuye la fosforilacién (Lewis & Aitken, 2001).

Por otro lado, la expresion diferencial de CRISP1 y CRISP4 en el epididimo (Nolan
et al., 2006) indican que ambas proteinas participan en la maduracion de los
espermatozoides por vias compartidas e individuales relacionados con la movilidad
y P-Tyr para posteriormente actuar como un factor de decapacitacion durante el

almacenamiento de los espermatozoides en la cauda del epididimo (Hu et al., 2018).

Expresion de Desintegrina y Metaloproteasa 7 (ADAM7) en epididimo y

espermatozoides de mamiferos
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ADAM son una familia de proteinas transmembranales conformada por 33
miembros, comparten una estructura multidominio conformada por una secuencia
sefial N-terminal, un pro-dominio, una metaloproteinasa, una desintegrina, un
dominio rico en cisteina, un dominio similar al factor de crecimiento epidérmico
(EGF), una regién transmembranal y una cola citoplasmatica (Kim et al., 2006). En
humanos y ratones, se ha identificado la expresion de ADAM7 en todo el epididimo
(Sun et al., 2000; Oh et al., 2005), esta proteina es sintetizada por las células del
tejido epitelial y secretada hacia la luz del epididimo, se asocia a epididimosomas
para ser transferida a la membrana celular de los espermatozoides (Liu et al., 2000;

Sun et al., 2000; Oh et al., 2009) durante la maduracién espermatica.

La ausencia de ADAMY7 provoca anormalidades estructurales y fisioldgicas tanto en
los espermatozoides como en el tejido epitelial, como se ha reportado en ratones
nulos para ADAM7, que presentan una disminucion en la altura del epitelio del caput
del epididimo que se asocia a una disminucion en la P-Tyr, asi como movilidad
reducida y anormalidades en el flagelo del espermatozoide (Choi et al., 2015),
ocasionado por los cambios en el ambiente luminal y a la incapacidad del
espermatozoide de poder regular de manera adecuada su osmolaridad, generando
deficiencias estructurales y fisiolégicas que finalmente afectan el proceso de
fecundacion (Choi et al., 2015).

Por otra parte, ADAMY interactua con otras proteinas como ADAM2, ADAM3 (Kim
et al., 2006), con la proteina de choque térmico A5 (HSPAS5), con calnexina y la
proteina integral de membrana 2B (ITM2B) (Han et al., 2011). Se sabe que ADAM2
y ADAM3 forman un complejo ADAM2/3, y que la ausencia de una provoca una
disminucién de la otra (Nishimura et al. 2007) ademas de una expresion disminuida
de ADAMY7 (Kim et al., 2006). En ratones knockout de ADAM7 se ha observado que
los espermatozoides presentan una inadecuada capacidad de osmorregulacién que
provoca malformaciones en el flagelo y, una disminuciéon en la P-Tyr y en la
movilidad (Choi et al., 2015). Por lo que, la expresion normal de las tres ADAM le

va a conferir al espermatozoide madurar en el epididimo para poder fecundar al
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ovocito (Yuan et al., 1997; Cho et al., 1998; Nishimura et al. 2001) dada la relacion

existente entre las tres proteinas (Kim et al., 2006).

Ademas de la interaccién con otros ADAM, ADAM7 forma un complejo con la
proteina integral de membrana tipo Il (ITM2B); una proteina relacionada con
enfermedades neuropatolégicas (Han et al., 2011). La formacion del complejo
ADAM7/ITM2B incrementa en cantidad de manera dependiente de la region del
epididimo y durante la capacitacion espermatica (Han et al., 2011), dicho incremento
del complejo se da por un cambio biofisico en ADAM7 que permite la formacion del
complejo con L-ITM2B en los microdominios de las balsas lipidicas de los
espermatozoides, donde las chaperonas HSPAS y Canx (Han et al., 2011); que
participan en el plegamiento y ensamblaje de proteinas en el reticulo
endoplasmatico (Sitia & Braakman, 2003), interacttan con ADAM7 para la
formacion del complejo ADAM7/L-ITM2B o brindan estabilizaciéon durante su
formacion (Han et al, 2011). Dicho complejo participa en la interaccion
espermatozoide-ovulo a través de un reconocimiento molecular multimérico (Nixon
et al., 2005).

Expresion de ATPasa de Ca?* de la Membrana Plasmatica isoforma 4 (PMCA4) en

epididimo y espermatozoides de mamiferos

El calcio y las sefales dependientes de Ca?* son indispensables para el desarrollo
de los procesos de la maduracion y capacidad de fecundacion de los
espermatozoides. En general, la absorcién epitelial para el transporte de iones a
través de las células puede ocurrir a través de dos vias: una es la via paracelular,
en la que los gradientes electroquimicos dirigen pasivamente los iones a través de
las uniones estrechas y del espacio paracelular; la otra es la via transcelular, que
implica varios pasos, incluida la absorcion apical activa y el trafico intracelular, asi
como la secrecidn basolateral. Debido a que el gradiente transepitelial de Ca?* no
soporta la absorcion pasiva de Ca?* a través de la via paracelular, se espera que la
absorcion transcelular de Ca?* sea la via principal de absorcion de Ca?* en el
epididimo (Shum et al., 2022).
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El transporte transcelular de Ca?* a través del epitelio es un proceso de varios
pasos, comenzando con la entrada pasiva de Ca?* a través de los canales de Ca?*
en la membrana apical de las células del epididimo seguida de difusion a través del
citosol facilitada por unidn a proteinas de unién a Ca?' intracelulares vy
eventualmente la extrusion a través de las membranas basolaterales por
intercambiadores Na*/Ca?* que requieren energia, ATPasas de Ca?* de la
membrana plasmatica (PMCA), que operan en contra del gradiente electroquimico
de Ca?* (Shum et al., 2022).

El fuerte gradiente de Ca?* entre los espacios intra y extracelular es mantenido por
PMCA. Se han identificado 4 isoformas (PMCA1-4) cada una de ellas codificada por
un distinto gen (Brandenburger et al., 2011). Por corte-empalme alternativo, >30
variantes de empalme de las cuatro PMCAs se han podido generar. Las principales
regiones de empalme de las PMCA estan ubicadas en las regiones N- y C-terminal.
Mientras que PMCA1 y 4 se expresan de forma ubicua, PMCA2 y 3 estan
restringidas a un numero limitado de tejidos. Las otras isoformas de PMCA y
variantes de empalme muestran un patrén de expresidén especifico en células y
tejidos. Estudios en ratones knockout para PMCA1, PMCA2 o PMCA4 apuntan a
importantes funciones in vivo de las diferentes isoformas. Se ha determinado que
los ratones homocigotos con un gen blanco de delecion para PMCA4 son infértiles,
debido a una motilidad de los espermatozoides gravemente deteriorada
(Brandenburger et al., 2011).

Se conoce que la concentraciéon de Ca?* en el medio luminal epididimario disminuye
desde la regidn de caput hacia la cauda del epididimo, partiendo de 1.3 mM en el
segmento inicial a 0.25mM en la cauda, por lo que se considera que el Ca?* es clave

para la movilidad de los espermatozoides (Dacheux et al., 2014; Shum et al., 2022).

PMCA4a es una variante de PMCA4 localizada en roedores, se transfiere a los
espermatozoides desde la membrana apical del tejido epididimario a partir de
secreciones apocrinas (epididimosomas) durante la maduracion de los
espermatozoides (Patel et al., 2013). Los ratones nulos para PMCA4 muestran una

espermatogénesis y comportamiento de apareamiento normales, pero los
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espermatozoides no pueden alcanzar un estado hiperactivado de movilidad durante
el proceso de capacitacion espermatica y por ende se presenta infertilidad

(Brandenburger et al., 2011).

Por lo tanto, el papel de PMCA4 es fundamental en la regulacién de la funcién
espermatica sobre los niveles de Ca?* intracelular (Brandenburger et al., 2011) al
mantener bajas las concentraciones de Ca?* en los espermatozoides de ratén, ya
que, la contribucion del intercambiador Na*/Ca?* (NCX), el uniportador mitocondrial
(MICU) y la ATPasa-Ca?* del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA) son minimas
(Wennemuth et al., 2003).

Particularmente, cuando los espermatozoides llegan a la regién caudal del
epididimo para posteriormente ser liberados durante la eyaculacion, se presenta un
cambio significativo en las concentraciones de calcio, que actuara como segundo
mensajero en las vias de sefalizacion favoreciendo la movilidad hiperactivada
durante la capacitacion espermatica. Por lo que, la regulacion de las [Ca?*]i por parte
de PMCAA4 en los espermatozoides que transitan por el epididimo de caput a cauda

es fundamental.

Cabe sefialar que, los estudios antes mencionados fueron realizados en modelos
animales que presentan un patron reproductivo continuo, en dénde la maduracion
de los espermatozoides culmina en la region distal del corpus del epididimo. Sin
embargo, se desconoce si existen diferencias en la expresion de proteinas
relacionada con la maduracion de los espermatozoides en especies que cuenten
con almacenamiento prolongado de espermatozoides. Es por lo anterior que, C.
mexicanus resulta ser un modelo adecuado para el estudio de las proteinas
involucradas en la maduracién de los gametos, ya que, los eventos de adquisicidon
de la movilidad progresiva y exhibicion de P-Tyr en el epididimo, resultan
interesantes en este modelo, a pesar de que los espermatozoides han alcanzado la
cauda del epididimo, estos aun continuan madurando, ademas de que se mantienen
almacenados durante un periodo prolongado de tiempo (Ledon-Galvan et al., 2005;
Rodriguez-Tobdn, 2016). Por tanto, la expresioén y participacion de CRISP1, ADAM7
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y PMCA4 durante la maduracion epididimaria en C. mexicanus podria ser

completamente diferente a la generalidad de mamiferos.
Antecedentes
Patréon reproductivo de Corynorhinus mexicanus

El murciélago estacional Corynorhinus mexicanus, presenta asincronia en sus
funciones reproductivas. En el caso del macho, la espermatogénesis, ocurre en
verano, con respecto al periodo de receptividad de las hembras (otofio) (Ledn-
Galvan et al., 2005). Para que esta asincronia sea factible, los machos llevan a cabo
un almacenamiento prolongado de espermatozoides que puede durar hasta por 5
meses (septiembre-enero) en la region caudal del tubulo epididimario, permitiendo
con esto la sincronizacion entre machos y hembras durante el periodo de copulas
(noviembre-diciembre) (Leon-Galvan et al., 2005; Rodriguez-Tobdn et al., 2015).
Posteriormente se determind que la maduracion espermatica epididimaria en C.
mexicanus finaliza en la region caudal del epididimo, y se considera dependiente
del tiempo de almacenamiento, es decir, los espermatozoides requieren de un
mayor tiempo de estancia en la cauda del epididimo para completar su maduracion
(Rodriguez-Tobon et al. 2016).

Cervantes et al. (2008), al someter espermatozoides de las tres regiones del
epididimo a capacitacion y reaccién acrosomal in vitro, considerando que sélo los
espermatozoides maduros tienen la capacidad de presentar ambos procesos,
observaron un incremento en el porcentaje de espermatozoides capacitados del
19.4% de septiembre a octubre en la region del corpus, mientras que a partir del 11
al 23 de septiembre, los espermatozoides de la cauda se capacitaron
significativamente en ~30%, ademas, la induccién de la reaccion del acrosoma con
progesterona, incremento de septiembre a octubre en el corpus y un aumento del

11 al 23 de septiembre en la cauda.

El trabajo posterior de Rodriguez-Tobdn et al. (2016), corroboré los resultados de
Cervantes et al. (2008), quienes encontraron un incremento del 30% de

espermatozoides capacitados de la region caudal con respecto a caput y corpus.
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Sin embargo, en contraste con lo reportado por Cervantes et al. (2008), no
observaron cambios en el porcentaje de espermatozoides que presentaron reaccion
acrosomal entre las regiones y las diferentes fechas. Ademas, mediante la
cuantificacion de P-Tyr, Rodriguez-Tobdon et al. (2016) informaron que la
fosforilacion de proteinas se incrementa un mes después de que los
espermatozoides ingresan a la regiéon caudal del epididimo. Ambos trabajos,
muestran claramente que el proceso de maduracion de los espermatozoides en C.
mexicanus continua en la regién caudal del epididimo y se asocia con el tiempo

prolongado de almacenamiento de los espermatozoides.

Proteinas relacionadas con el potencial fértii en espermatozoides de

Corynorhinus mexicanus

Recientemente, se reportd la expresion funcional del canal especifico de
espermatozoides CatSper, en C. mexicanus (Mendoza et al., 2022), donde se
registroé un incremento en la respuesta a Ca?* dependiente de la concentracion (0.3
MM, 1 uM y 3 uM) de progesterona (P4) por parte de los espermatozoides obtenidos
de la region caudal del epididimo (Mendoza et al., 2022). El uso de la P4 es clave,
esto porque se encuentra liberada de manera natural por las células del cumulo que
rodean al 6vulo en el tracto reproductor femenino en humanos (Sun et al., 2017).
Ademas, se conoce que la P4 permite la entrada de Ca?* al espermatozoide (Harper
et al., 2004) a través de CatSper (Sun et al., 2017). Ademas del estimulo por P4, las
mediciones electrofisiologicas de espermatozoide por patch-clamp reguladas al alza
por estimulo de NH4Cl y posterior inhibicion por RU1968 (inhibidor especifico de
CatSper) sugieren la presencia de CatSper en espermatozoides de C. mexicanus
durante los primeros meses de almacenamiento en la cauda epididimaria (Mendoza
et al., 2022).

Por lo anterior, esta investigacién pretende caracterizar la presencia de al menos
una proteina que permita la regulacion de canales de Ca?* (CRISP1), el ingreso o
salida de Ca?* (PMAC4) y de alguna involucrada en la maduraciéon de los
espermatozoides (ADAM7Y) durante su transito por el epididimo en el murciélago C.

mexicanus.
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Planteamiento del problema

Varios estudios sobre proteinas y canales ionicos que se consideran participes en
la maduracién espermatica epididimaria se han enfocado principalmente en su
papel durante la fecundacién, proporcionando evidencia de manera indirecta de su
posible participacion en la maduracién epididimaria y almacenamiento en la regién
caudal del epididimo. Por otro lado, en el caso de los modelos murinos, en sus
patrones reproductivos no se tiene establecido un tiempo determinado que permita
distinguir de manera individual los procesos de maduracion y almacenamiento, sino
que estos estan marcados por regiones, es decir, en el cuerpo finaliza la maduracion
mientras que en la cauda se almacenan los espermatozoides. Por lo que, el no tener
una distincién entre el tiempo cuando ocurre el inicio de la maduracién y
consecutivamente el almacenamiento espermatico, hace complicado realizar
estudios enfocados en reconocer como diversas proteinas y canales idnicos
participan directamente en la maduracién, asi como los mecanismos moleculares y
las vias de sefializacién involucradas en dicho proceso. Por esta razén, y dada las
caracteristicas del patrén reproductivo de C. mexicanus, esta especie de murciélago
es un modelo adecuado para el estudio sobre la funcién de diferentes proteinas y
canales idnicos durante la maduracion y el almacenamiento en la cauda del

epididimo.
Justificacion

Tomando en consideracion el patréon reproductivo asincronico de Corynorhinus
mexicanus que involucra un almacenamiento de los espermatozoides hasta el
momento en que las hembras se encuentran receptivas, y el hecho de que la
maduracién epididimaria llega a término en la region caudal del epididimo, identificar
las proteinas CRISP1, ADAM7 y la bomba PMCA4 que cumplen una funcion en el
proceso de la maduracion epididimaria, abre la posibilidad de desarrollar futuros
estudios enfocados en el entendimiento de los mecanismos moleculares y vias de
sefalizacion involucradas en como los espermatozoides adquieren su movilidad
progresiva, sobre el factor decapacitante, el control del ambiente luminal, el

transporte de iones al interior del espermatozoide entre otros aspectos.
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Pregunta de investigaciéon

¢ Existe expresion de las proteinas CRISP 1, ADAM7 y de la bomba de calcio
PMCAA4 en el epididimo de Corynorhinus mexicanus? Y de ser asi, ¢ Cuales son las
posibles relaciones entre la expresion de estas proteinas con la maduracion

espermatica epididimaria de esta especie animal?
Hipétesis
La expresion de las proteinas CRISP 1, ADAM7 y la bomba de calcio PMCA4 en el

tejido epididimario de C. mexicanus, sera mayor en la etapa de la maduracion

espermatica epididimaria en esta especie de murciélago.
Objetivo General

Asociar la expresion de CRISP 1, ADAM7 y PMCAA4 en epididimo con su posible
participacion en la maduracién espermatica epididimaria de Corynorhinus

mexicanus.
Objetivos particulares

Establecer la homologia de las proteinas CRISP1, ADAM7 y PMCA4 de C.

mexicanus, a través del grupo quirdptera.

Observar las regiones y etapas de expresion de CRISP 1, PMCA4 y ADAMY7 en el

epididimo del murciélago C. mexicanus.
Material y métodos
Obtencion de los ejemplares

Se realizo la colecta de tres ejemplares de C. mexicanus de los meses de octubre;
periodo en el que se considera se lleva a cabo la maduracion, y febrero; considerado
como la parte final del periodo de almacenamiento de los espermatozoides en la
cola del epididimo. Como criterios de inclusion de los especimenes de estudio como
adultos se considero: el desgaste alar, la osificacion en de la cuarta articulacion

metacarpiano-falange y evidencia de espermatozoides en el epididimo,
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observandose bulboso y con coloracién blanca (Leén-Galvan et al., 2005; Arenas-
Rios et al., 2005; Rodriguez-Tobon et al., 2016).

Obtencion de los epididimos y testiculos

Los ejemplares previamente capturados fueron trasladados al laboratorio de
morfofisiologia y bioquimica del espermatozoide en la Universidad Auténoma
Metropolitana. EI manejo de los animales se realizé de acuerdo con las normas
establecidas por Sikes y Gannon (2011), el procesamiento del material biolégico y
uso del material quimico en laboratorio se realizé de acuerdo con Lineamientos para
la conduccion ética de la investigacion, la docencia y la difusion en la Division de
Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la UAM-I (Roman, 2010). La eutanasia se
realizd por decapitacidn, posteriormente se aislaron los testiculos y epididimos. Los
epididimos fueron separados en sus tres regiones mayores caput, corpus y cauda.
Cada una de las regiones del epididimo y testiculos fueron fijados en PAF 4% y

posteriormente almacenados en alcohol al 70% hasta su preparacién histologica.
Procesamiento histolégico

Las regiones del epididimo y testiculos almacenados fueron deshidratados con
alcohol (OH) pasando de OH-70% a OH-80% continuando hasta OH-100% para dar
paso al aclaramiento del tejido con Xileno para finalmente ser incluidas en parafina.
Posteriormente, se realizaron 6 cortes de 5 ym de cada regidn del epididimo y de
los testiculos con un microtomo de rotacidon, las muestras fueron finalmente

montadas en un portaobjetos recubierto con adhesivo tisular (Martinez et al., 2012).

Identificacion por inmunohistoquimica de CRISP1, ADAM7, PMCA4 en

epididimo de C. mexicanus.

Se realiz6 la desparafinacion de las muestras tanto de testiculo como de las tres
regiones del epididimo. Para ello, se hizo un secado de las muestras en parafina a
56°C, se continué con dos lavados en xileno por 5 minutos con agitacion suave.
Posteriormente, se hicieron lavados con etanol al 100% por 3 minutos cada lavado,
se continud con varios lavados a diferentes concentraciones decrecientes de etanol

de 96%, 90% hasta 70%. Subsecuentemente, se lavaron las muestras con agua
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destilada durante 5 minutos. Para la recuperacion del antigeno las muestras se
sumergieron en citrato de sodio (0.01M pH6) y se calentaron a 80°C durante 20 min
(Buchwalow & Bocker, 2010).

Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se sumergieron en PBS-Tween
durante 10 min para permeabilizar la membrana, se continuo con un lavado con
PBS para pasar al bloqueo de sitios inespecificos con BSA (5%) por dos horas. Se
quitdé el exceso de albumina con PBS-Tween y se procedio a la incubacién con
anticuerpos policlonales primarios Anti-CRISP1 de conejo (1:500; Sigma-Aldrich,
HPA030534-100UL), Anti-ADAMY7 de conejo (1:200; Santa Cruz Biotechnology, SC-
25137) y Anti-PMCA4 de raton (1:500; GeneTex, GTX22783) durante 24 hrs. Se
realizaron dos lavados por 3 minutos con PBS y se continud con la incubacién con
anticuerpos secundarios IgG Anti-conejo (Sigma-Aldrich, SAB4600234) y Anti-raton
(Santa Cruz Biotechnology, SC-516606) conjugados con Alexa Flour 488. A
continuacion, se realizaron dos lavados con PBS para que las muestras fueran
montadas en PBS-glicerol (1:1) y visualizarlas mediante microscopia de

fluorescencia (Buchwalow & Bocker, 2010).

Como control negativo se realizaron incubaciones solo con anticuerpos secundarios
e inmunohistoquimica en testiculos, ya que estas proteinas se expresan solo en el

epididimo. Se realiz6 el analisis de imagenes mediante el software ImageJ.
Analisis filogenético

Con la finalidad de tener la certeza del reconocimiento de las proteinas por parte de
los anticuerpos en el tejido epididimario de C. mexicanus y conocer su ortologia con
otros grupos de animales. Se realiz6 un blast para la obtencion de las secuencias
de las proteinas de CRISP1, ADAM7 y PMCA4 de diferentes vertebrados
(mamiferos, reptiles y aves) tomando como referencia para la busqueda los
epitopos de los anticuerpos primarios anti-CRISP1 (P54107.1), -ADAM7
(AAC5336.1), y -PMCA4 (P23634).

Las secuencias se obtuvieron del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica

(NCBI) (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Para el alineamiento, seleccién del modelo
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evolutivo y construccion de las filogenias se utiliz6 el software MEGA7

(https://www.megasoftware.net).

Una vez obtenidas las secuencias se realizdé un alineamiento con MUSCLE, para
dar paso a la selecciéon del modelo evolutivo, la seleccidon del modelo se estimé a
través del criterio de informacion de Akaike (AIC) que permite la comparacion entre
varios modelos anidados o no anidados de manera simultanea, ademas de evaluar
la incertidumbre de la seleccidén del modelo para estimar la filogenia y los
parametros de un modelo (Posada & Buckley, 2004). EI mejor modelo que se ajusté
a las secuencias de las tres proteinas fue el de Jones-Taylor-Thornton (JTT). Este
modelo asume que las diferencias en la frecuencia de aminoacidos con tasas de
sustituciéon son diferentes (Choudhuri, 2014). Sumado al modelo para la
reconstruccién filogenética, se utilizd la estimacidén de sitios invariables (+1); que
establece sitios de aminoacidos que no varian y son resistentes a cambios, ya que,
dichos cambios pueden ser fatales o deletéreos en estos sitios (Jia et al., 2014), y
la distribucion gamma (+G); que asume que las tasas de sustitucién entre sitios
varian con un numero fijo de categorias, por lo que el modelo contempla sitios que
evolucionan mas rapido que otros (Sheffield, 2013). En resumen, CRISP1y PMCA4
fue analizado por JTT+I+G y ADAM7 por JTT+G.

Finalmente, se realiz6 la construccion de las filogenias con MEGA7
(https://www.megasoftware.net). Utilizando el método de inferencia filogenética
Maximum Likelihood (ML = maxima verosimilitud). El soporte de las ramas se evaluo
por SH-aLRT (prueba de razén de probabilidad aproximada [aLRT] y Shimodaira-
Hasegawa [SH] -aLRT) para la obtencién del grado de fiabilidad de que la

construccion de la rama observada es la mas acertada.
Analisis Estadistico

Se compararon los datos obtenidos de las imagenes por inmunofluorescencia,
indicativo de los niveles de expresion de CRISP 1, ADAM7 y PMCA4 en elepididimo,
entre los meses de octubre y febrero del muestreo para epididimo, entre cada una
de las regiones del epididimo y entre cada mes para cada una de las regiones del

epididimo.
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La prueba de Kolmogoérov-Smirnov y la prueba de Levene determino que nuestros
datos presentaron una distribucion no normal y heterocedasticidad,
respectivamente, en ambas pruebas se consideré una p> 0.05. Por lo tanto, se
realizd una prueba de Kruskall-Wallis observandose diferencias significativas entre
las medianas de los niveles de expresion de CRISP1, ADAM7 y PMCA4 para cada
uno de los grupos, por lo que se realizd una prueba post hoc de Dunn. Se consideré

una p<0.05 para determinar diferencias estadisticas significativas.
Resultados y Discusion

La presencia de CRISP1, ADAM7 y PMCA4 en epididimo de C. mexicanus nos va
a brindar informacion sobre los posibles mecanismos involucrados en la preparacion
fisioldgica y bioquimica de los espermatozoides durante su maduracién, que se
extiende hasta la region caudal en esta especie, asi como la regulacion del ambiente
luminal epididimario que permiten al espermatozoide mantener un estado
quiescente durante tanto tiempo, sin afectar la viabilidad, propiciada por la
capacidad multifuncional de CRISP1, ADAM7 y PMCA4 durante los procesos de

maduracién y posterior fecundacion.

En la actualidad no se cuenta con el genoma secuenciado de C. mexicanus, esto
dificulta la creacidn de anticuerpos especificos para el reconocimiento de proteinas

especificas en esta especie.

Por lo tanto, los analisis filogénicos nos ayudan a inferir la posibilidad de la presencia
de proteinas homologas de interés en nuestro modelo de estudio, para

posteriormente realizar los experimentos que sustenten esta inferencia.

Los analisis filogenéticos permiten detectar miembros de familias de proteinas en
diferentes organismos al comparar las secuencias de alguna proteina de interés con
otras secuencias similares, para lo cual, se usan bases de datos con las premisas
de que todas las proteinas derivan de una proteina ancestral en comun por eventos

de especiacion y duplicacion (Gabaldon, 2005).

En el analisis filogenético realizado se encontré que CRISP1 y 4 de roedores estan

mas estrechamente relacionadas con CRISP1 de humano (fig. 1; Anexo 1). Por otra
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parte, CRISP1 de quirépteros es el taxdn hermano de roedores y primates, esto
presupone que CRISP1 de quirépteros sea el ortélogo de CRISP1 humano y
CRISP1 de roedores (Gibbs et al., 2008). Nuestra filogenia respalda la estrecha
relacion existente entre las CRISPs de mamiferos con las CRISPs de reptiles, dando
muestra de que las CRISPs de ambas clases derivan de un ancestro comun (Vicens
& Trevifio, 2018).

La filogenia de los tres miembros CRISP (1-3) presentes en quirdpteros (tomando
como referencia la secuencia de Myotis licifugus) junto con CRISP4 de roedores se
separaron en dos grandes grupos CRISP2/3 y CRISP1/4 de roedor, en ambas
filogenias no se encontré la presencia de CRISP4 en quirépteros, por lo que CRISP1
de quirdpteros seria el ortélogo de CRISP4 de roedores (fig. 1B) como se ha descrito
para CRISP1 de humano (Hu et al., 2018). Es probable que CRISP1 de quirdpteros
al igual que CRISP1 de humano, cumpla las funciones duales de CRISP1 y CRISP4
en roedores (Hu et al., 2018; Weigel-Mufioz et al., 2019), razén por la cual, la

identificaciéon de CRISP4 se excluy6 del presente estudio.
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Fig. 1 Filogenia de CRISP en diferentes vertebrados. A) CRISP1 de diferentes vertebrados y CRISP4
de roedores, obsérvese la formacién de un grupo grande conformado por quirépteros, primates y
roedores; B) CRISP (1-3) presentes en quirdpteros junto con CRISP4 de roedores, obsérvese la
formacion de dos grupos CRISP2/3 de quirépteros y CRISP1 de quirépteros/CRISP4 de roedor.

Al 2

Nuestro analisis filogenético sobre la bomba de calcio muestra que la PMCA4
presente en quirépteros se encuentra emparentada con PMCA4 de roedores (fig.

2A; Anexo 3), en donde se ha identificado su presencia en los espermatozoides
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para mantener el [Ca?*]i adecuado para una fecundacién exitosa (Choi, et al., 2015).
Por otro lado, PMCA4 de mamiferos es ortdlogo de PMCA4 de aves cuya funcién
también esta involucrada en el mantenimiento adecuado del [Ca?*]i en el
espermatozoide principalmente para la movilidad (Setiawan, et al., 2019), lo cual

habla de funciones conservadas.

En el caso de ADAM7 de quirdpteros esta estrechamente relacionado con ADAM7
de equinos (fig. 2B; Anexo 4), mientras que ADAM7 de roedores estd mas
relacionado con ADAM de reptiles. El Blast realizado para obtener secuencias de
ADAMY en reptiles arrojo principalmente miembros del orden Testudines que resulto
ser el grupo mas emparentado con ADAM7 de roedores. Estudios anteriores
muestran que el ancestro de ADAMY7 es la metaloproteinasa ADAMDEC1 (Bates et
al., 2002), la cual esta estrechamente relacionada con las metaloproteinasas del
veneno de serpiente (SVMP), por lo que se considera que ADAM7 y las SVMP
derivan de un ancestro comun (Casewell, 2012) y, por tanto, las funciones podrian
ser similares, pero para objetivos diferentes, como sucede entre las CRISP de

mamiferos con respecto a las CRISP de reptiles.

A Filogenia de PMCA4 B Filogenia de ADAM7
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Fig. 2 Filogenia de PMCA4 y ADAMY en diferentes vertebrados. A) La Filogenia de PMCA4 muestra
que PMCA4 de quirépteros esta emparentado con el grupo de primates y roedores. B) La Filogenia
de ADAMY7 muestra que ADAM?7 de quirdpteros esta mas emparentado con los equinos y su grupo
hermano son el grupo conformado por roedores y reptiles.



Tomando la filogenia como punto de partida sobre la presencia de las diferentes
proteinas (CRISP1, ADAM7 y PMCA4) en tejido de C. mexicanus, se continué con
los trabajos de inmunohistoquimica para determinar el patron de expresion de estas
proteinas en el tubulo epididimario desde el inicio de la maduracion de los
espermatozoides (octubre) hasta la ultima fecha de almacenamiento en la cauda
(febrero). Nuestros resultados indican que CRISP1 se expresa de manera uniforme
en todo el epididimo durante la maduracion de los espermatozoides, sin presentar

diferencias significativas entre las distintas regiones (Fig. 3A y 4).

Se ha descrito que CRISP1 se adquiere en los espermatozoides durante su transito
por el epididimo; presenta un papel como factor decapacitante durante la
maduracién epididimaria (Cohen et al., 2000a;b). Particularmente, la forma D de
CRISP1 se localiza en la regidén dorsal del acrosoma del espermatozoide de ratén
(Cohen et al., 2000a), que se une de manera transitoria hasta ser liberada durante
la capacitacion (Roberts et al., 2008). La unién de esta proteina con el
espermatozoide es temporal, por tanto, se considera que es la encargada de evitar
la capacitacion de los espermatozoides durante su almacenamiento en la regién
caudal del epididimo (Roberts et al., 2003, Roberts et al., 2008). Esto resulta
interesante, ya que en C. mexicanus el proceso de maduracion de los

espermatozoides culmina en la regién caudal.

Si bien la proteina no se detectdé en espermatozoides de C. mexicanus, muy
probablemente esta sea adquirida por el mismo, como sucede para otras especies
(Roberts et al., 2002). Por lo tanto, podriamos inferir que CRISP1 en
espermatozoides este impidiendo el ingreso de Ca?* al estar inhibiendo CatSper y
TRPMS8, como se ha visto con CRISP2, el cual puede anclarse a la subunidad
CATSPER1 y de esta manera ejercer su funcion sobre el canal (Lim et al., 2019),
ademas de que, ambas proteinas parecen tener un papel complementario e
individual en la adquisicién de la movilidad progresiva, ya que los espermatozoides
knockout de CRISP1, CRISP4 y/o doble knockout muestran una movilidad
progresiva disminuida y alteraciones en sus patrones de movimiento, observandose

espermatozoides estaticos, lentos, o con una movilidad acelerada, muestra de un
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papel compartido e individual de CRISP1 y CRISP4 (Hu et al., 2018; Carvajal et al.,
2018).

Por lo tanto, es posible que CRISP1 y 4 regulen el flujo Ca?* extra e intracelular en
el espermatozoide a través de los canales CatSper y TRPM8 (De Blas et al., 2009;
Sun et al., 2017) permitiendo la adquisicién de la movilidad progresiva (Dacheux et
al., 2014; Freitas et al., 2017). La movilidad en este caso podria estar mediada por
la tirosina quinasa FER (Grinshtaina et al., 2022) cuya actividad permite la P-Tyr
asociada a la capacitacion (Alvau et al., 2016), donde recientemente se ha reportado
participa en la adquisicion de la movilidad progresiva e hiperactivada de los
espermatozoides, inclusive con la proteccion de la reaccidon acrosomal espontanea
(Grinshtaina et al., 2022). Aspectos en los que CRISP1 participa (Hu et al., 2018).

En el caso de PMCA4 y ADAM7, se observd un mayor marcaje a nivel de la regiéon
caudal vs caput y corpus del epididimo, respectivamente (Fig. 3B y 3C). Se puede
notar que en corpus y cauda es mas definida la presencia de las proteinas en las
células epiteliales epididimarias (fig. 4). En el caso del caput el diametro de los

tubulos es menor, razén por la que se observé una menor expresion (Fig. 4).

El calcio y las sefiales dependientes de Ca?* son indispensables en el
mantenimiento de los procesos durante la maduracion y fertilizacion de los
espermatozoides. Se ha descrito que PMCA4 es esencial para mantener una baja
concentracion de Ca?* en los espermatozoides de raton (Patel et al., 2013), ya que,
la contribucion de NCX, MICU y SERCA son minimas (Wennemuth et al., 2003). Por
lo tanto, es fundamental el papel de PMCA4 en la regulacién de la funcién
espermatica sobre los niveles de [Ca?']i (Brandenburger et al., 2011). En C.
mexicanus los espermatozoides ingresan al epididimo dos meses antes
(septiembre) de que las hembras sean receptivas (noviembre), razén por la que no
se espera encontrar espermatozoides maduros en este momento. Las
concentraciones de iones calcio deben estar cuidadosamente reguladas en el
interior del epididimo para no propiciar una maduracion prematura de los

espermatozoides. Ademas, aun cuando los gametos sean inseminados en el tracto
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genital de la hembra seran almacenados tres meses mas hasta la liberacion del

ovocito (Leén-Galvan et al., 2005).

A B C
CRISP1 PMCA4 ADAM?
1.4%10° 2.5%x108— b 8x108 =
a a a ab
1.2x10° 210°9 6108~ T
1.56x108
B 1x10°4 4x108-
1%108- ||
8x1084 5%107— 2x1084 4 b
6x10° 1 J I 0 T T T 0 Q % T
2 L 2 L S - BN
CAGEISTA K (o & K o

Fig. 3 indice de fluorescencia de CRISP1, PMCA4 y ADAM?7 en tejido epididimario de C. mexicanus
durante el periodo de maduracién de los espermatozoides (mes de octubre). A) IF CRISP1; B) IF
PMCA4 y; C) IF ADAMY. Letras diferentes indican diferencias significativas (p <0.05) entre regiones
del epididimo (cabeza, cuerpo, cola). Se realiz6 una prueba de Kruskall-Wallis sequido de una
prueba de Dunn. Se tomo una n=3.

De este modo, la accién en conjunto de PMCA4 y CRISP1, puede relacionarse con
la propuesta de una capacitacion retardada que hicieron Uchida et al. (1988), en
dénde se consideran aplazados los eventos fisioldgicos y bioquimicos propios de la
capacitacion que ocurre en el murciélago Pipistrellus abramus, en los que la
activaciéon y desarrollo de los ovulos incrementd en el momento que los
espermatozoides se almacenaron por un periodo prolongado en el tracto
reproductor femenino (Uchida et al., 1988), ademas, en hembras de Myotis lucifugus
se ha reportado que, la capacitacion es dependiente de la temperatura (Lambert,
1981). Lambert (1981) demostré que los espermatozoides de Myotis lucifugus
almacenados a 4°C por 24 hr que fueron re-incubados a 32°C por 30 min mostraron
un incremento en movilidad y una mayor tasa de fecundacion de évulos de hamster
libres de zona pelucida, destacando que posteriormente al periodo de hibernacién
de las hembras M. lucifugus y al incremento en la temperatura corporal, la

capacitacion puede llevarse a cabo.
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Por lo anterior, es factible que en el caso de C. mexicanus exista un retraso en los
eventos fisioldogicos y bioquimicos que favorecen la maduracion de los
espermatozoides, propiciando que este proceso culmine en la cauda del epididimo
(Rodriguez-Tobodn et al., 2016). También, se debe tomar en consideracion que C.
mexicanus es una especie de murciélago que no hiberna estrictamente, sino que
presenta torpdr diario, estado fisioldgico que reduce el metabolismo al minimo, pero
de manera intermitente, ya que, el animal se reactiva periodicamente para forrajear
o alimentarse (Ledn-Galvan et al., 2005). Por tanto, este cambio de temperatura
corporal diario (37°C a 8°C) (Ledn-Galvan et al., datos no publicados) podria estar
provocando alteraciones en el flujo de calcio en el interior de los espermatozoides,
esto si consideramos que los niveles séricos de calcio disminuyen durante la
hibernacion como se ha observado en M. lucifugus e influyan en los niveles de calcio
presentes en el ambiente luminal y del espermatozoide (Riedesel & Folk, 1958)
como se ha observado en peces cuyos cambios de temperatura corporal provocan

cambios en los flujos del [Ca?*]i de los espermatozoides (Dadras et al., 2019)

En conjunto, la accion inhibitoria de CRISP1 sobre CatSper y el eflujo de Calcio por
parte de PMCA4, estarian favoreciendo el retraso de la maduracién de los
espermatozoides, fendmeno que se veria reflejado en los espermatozoides de la
region caudal del epididimo, que exhiben un mayor porcentaje de movilidad con
respecto a los espermatozoides obtenidos del corpus del epididimo (Rodriguez-
Tobon et al.,, 2015). A su vez, el estado fisiolégico en que se encuentran los
espermatozoides epididimarios fortalece la idea de una capacitacién retardada,
ademas de que en las hembras de C. mexicanus los espermatozoides también son
almacenados durante un periodo de tiempo prolongado en el tracto reproductor
femenino (3 meses) antes de su encuentro con el ovocito, ya que se presenta una
adaptacion reproductiva conocida como ovulacion postergada (Ledn-Galvan et al.,
1999).
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Fig. 4 Inmunolocalizacion de ADAM7, PMCA4 y CRISP1 en tejido epididimario de C. mexicanus
durante el periodo de maduracion de los espermatozoides (octubre). A,D,G) ADAM7; B, E, K) PMCA4
y C, F, ) CRISP1. J, K, L) micrografias de testiculo de C. mexicanus como control negativo.
Micrografias 40x. n=3.
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Fig. 5 Inmunohistoquimica solo con anticuerpo secundario en tejido epididimario de C. mexicanus
como controles para A,D,G) ADAM7; B, E, K) PMCA4 y C, F, I) CRISP1. J, K, L) durante el periodo
de maduracién de los espermatozoides (octubre). Micrografias 40x n=3.
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La expresion de ADAMY7 se observé en todo el epididimo de C. mexicanus (fig. 3C
y 4), asi como se ha observado en murinos y humanos (Cornwall et al., 1997; Sun
et al., 2000; Liu et al., 2000). En la figura 3C podemos notar que la expresién se
increment6 hacia la region caudal. Estudios histologicos tanto en animales silvestres
como nulos para ADAMY7 revelan el requerimiento de esta proteina en el
mantenimiento de la integridad celular que conforma el tubulo epididimario. Se ha

determinado que en el tejido epitelial epididimario de ratones nulos para ADAM7, la
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altura de las células epiteliales se reduce drasticamente. La circunferencia de la luz
del tubulo aumenta en comparacion con ratones silvestres. En ocasiones, se
encuentran granulomas espermaticos y mineralizacion en el caput del epididimo de
ratones nulos. Ademas de hiperplasia y vacuolizaciones en la cauda del epididimo
(Choi et al., 2015).

El tiempo que pasan los espermatozoides almacenados en la cauda del epididimo
de C. mexicanus es de aproximadamente cinco meses, por lo que, su estructura
celular y en conjunto del tejido, debe mantenerse integra durante este prolongado
tiempo de almacenamiento. Por lo que ADAM7 podria estar involucrado en la
regulacion negativa de los procesos secretores apocrinos en el caput por un
mecanismo aun no descrito. En este caso, la ausencia de ADAM7 podria causar
actividad secretora excesiva, que conduce a la alteracion de la organizacion del
epididimo, 6érgano que se encarga de mantener el microambiente luminal adecuado
para los espermatozoides. Defectos en el epitelio del epididimo provocan cambios
en la composicion del microambiente, que impedirian una correcta maduracion de

los espermatozoides (Choi et al., 2015).

Choi et al. (2015) reportaron que, espermatozoides nulos de ADAM7 presentaban
colas anguladas (zig-zag) en los espermatozoides cuando estos se encuentran en
el utero de las hembras. La presencia de ADAM7 es mas evidente en la cola de los
espermatozoides que en su cabeza, se considera que la ausencia de esta proteina
genera deformaciones estructurales, lo cual se puede asociar a que ADAM7 esta
relacionado con la capacidad de los espermatozoides de regular su osmolaridad,
pues dicha deformacion se ha observado de manera muy similar en
espermatozoides nulos para acuaporina 3, esto indica defectos en la regulacion
osmolar por parte de las proteinas cuando se enfrentan a un cambio osmolar en el
epididimo (415 mOsm) o en el utero (315 mOsm) (Chen et al., 2011).

En espermatozoides obtenidos del caput del epididimo de hamster expuestos a 290
mOsm, Serres y Kann (1984) observaron una baja movilidad y angulacién del

flagelo, posteriormente en un medio de 400 mOsm, los espermatozoides del caput
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no mostraron angulacion, esto es muestra de la respuesta osmaética por parte de los

espermatozoides durante su maduracion.

La interrupcion en la organizacion del epitelio del caput en ratones nulos para
ADAM?7 resulté en reduccion de la movilidad de los espermatozoides y un cambio
en la P-Tyr de las proteinas espermaticas. Uno de los principales cambios celulares
durante la capacitacion espermatica es el incremento en la P-Tyr en la cola de los
espermatozoides. Sin embargo, no existen estudios que demuestren la subyacente
relacion entre ADAM7 vy la fosforilacion de tirosinas. Posiblemente, ADAM7 esta
involucrado en la regulacion de las proteinas de la membrana espermatica que

activan la via de fosforilacion de tirosina en espermatozoides (Choi et al., 2015).

En Myotis lucifugus se han reportado niveles hiperosmolares en la cauda del
epididimo (1523 mOsm) que corresponden al periodo de almacenamiento
espermatico durante la hibernacion, posteriormente la osmolaridad baja a 410
mOsm al final del periodo de almacenamiento, demostrando que, un estado
hiperosmolar permite a los espermatozoides entrar en un estado quiescente durante
su almacenamiento en la cauda durante la hibernaciéon (Crichton et al., 1994).
Aspecto que debe ser estudiado con mas detalle, puesto que en C. mexicanus el
macho presenta torpor diario (Rodriguez-Tobén, 2016), por lo cual, el mecanismo

de almacenamiento de los espermatozoides debe ser diferente.

Es probable que los niveles osmolares también sean altos, pero no lo suficientes
como para dejar al espermatozoide en un estado quiescente, sino mas bien
provocar un retraso en los procesos implicados en la de maduracion espermatica,
por ejemplo, en Pipistrellus abramus se ha observado que, entre mas tiempo pasen
los espermatozoides almacenados (150-166 dias) en el tracto reproductor femenino
mayor es el numero de ovulos activados, esto parece indicar un retraso en los
eventos fisioldgicos propios de la capacitacién (Uchida et al., 1988). Este fendmeno
podria estar relacionado con la maduraciéon en el epididimo de C. mexicanus
provocando la extension en tiempo y region de término de la maduracién, asociada
al almacenamiento prolongado, inclusive, en hembras de C. mexicanus se ha

sugerido un periodo de almacenamiento prolongado para lograr que se capaciten
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los espermatozoides en el tracto genital de la hembra (Martinez et al., 2021) ya que
la ovulacion y fertilizacion al momento de las copulas en noviembre no se lleva a
cabo y se posterga hasta finales de enero (Rodriguez-Tobon, 2016). Sin embargo,
son necesarios mas estudios sobre las funciones bioquimicas y fisioldgicas de
ADAM7 sobre el espermatozoide, ya que las deformaciones en espermatozoides
nulos de ADAM7 no necesariamente pueden estar relacionados con las repuestas

osmolares por parte del espermatozoide.

Con la intencion de conocer la expresion de CRISP1, ADAM7 y PMCA4 y su posible
participacion durante la ultima fecha en la que encontramos espermatozoides
almacenados en la cauda del epididimo de C. mexicanus, se realizaron las pruebas
inmunohistoquimicas correspondientes para el mes de febrero. Encontrando que,
no hay diferencias significativas en el IF entre las diferentes regiones del epididimo
para cada una de las proteinas (fig. 6). Las micrografias muestran una tincién
homogénea para cada una de las regiones (fig. 7). La cauda es la unica region del
epididimo que no se encuentra con regresion, observandose muy bien las células

del tejido y la presencia de espermatozoides en el lumen.
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Fig. 6 indice de fluorescencia de CRISP1, PMCA4 y ADAM?7 en tejido epididimario de C. mexicanus
durante el periodo de almacenamiento de los espermatozoides (mes de febrero). A) IF CRISP1; B)
IF PMCA4 y; C) IF ADAMTY. No se observan diferencias significativas entre regiones del epididimo
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(cabeza, cuerpo, cola). Se realizé6 una prueba de Kruskall-Wallis sequido de una prueba de Dunn.
Se tomo una n=3.

Es importante entender como el epididimo provee el ambiente necesario para el
mantenimiento de los espermatozoides, sintesis y secrecibn de proteinas,
concentracion y liberacion ideal de iones, generacion del ambiente redox necesario,
entre otros factores, todo en conjunto, mantendra a los espermatozoides en las
condiciones ideales hasta el momento de la eyaculacién. Sin embargo, en la
mayoria de los mamiferos, los gametos que cruzan la region distal del corpus del
epididimo se consideran maduros, condicién fisioléogica que les permitira

capacitarse una vez que ingresen en el aparato genital femenino.

Este aspecto es de suma importancia en C. mexicanus, debido a que las células
seran mantenidas desde septiembre (ingreso de los espermatozoides al epididimo)
hasta el término del periodo de cépulas (diciembre). Los mecanismos para brindar
las condiciones necesarias para el mantenimiento de los gametos deben ser
logrados y mantenidos durante varios meses. Especies que presentan un patrén de
reproduccion continuo o estacional sincronico no almacenan los espermatozoides
por meses en el epididimo, por lo que conocemos sobre la maduracién de los
espermatozoides no se apega a lo que esta sucediendo en C. mexicanus, el cual
presenta un patron de reproduccidén estacional asincronico, esto implica que la
produccion de espermatozoides ocurre en verano y los apareamiento en otofio, por
lo que los gametos masculinos seran almacenados varios meses hasta los

apareamientos.
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Fig. 7 Inmunolocalizacion de ADAM7, PMCA4 y CRISP1 en tejido epididimario de C. mexicanus
durante la parte final del periodo de almacenamiento de los espermatozoides (febrero). A,D,G)
ADAMT; B, E, K) PMCA4 y C, F, |) CRISP1. J, K, L) micrografias de testiculo de C. mexicanus como
control negativo. micrografias 40x. n=3. Los controles con anticuerpo secundario se encuentran en
el anexo 6.
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Fig. 8 Inmunohistoquimica solo con anticuerpo secundario en tejido epididimario de C. mexicanus
como controles para A,D,G) ADAM7; B, E, K) PMCA4 y C, F, I) CRISP1. J, K, L) durante el periodo
de maduracién de los espermatozoides (octubre). Micrografias 40x n=3.

La produccion o sintesis de proteinas y generacion del ambiente luminal adecuado
en especies con reproduccion continua como en especies estacionales sincronicas
es constante durante algunos meses o todo el afo, respectivamente. En C.
mexicanus, la mayor actividad del epididimo comenzaria en el momento que los
espermatozoides ingresan a este organo, similar a lo que estaria pasando en una
especie estacional, sin embargo, el epididimo es un 6rgano andrégeno dependiente,

y en esta especie el testiculo involuciona completamente en el mes de octubre
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(Ledn-Galvan et al., 2005). Esto implica que la sintesis de proteinas por parte de los
diferentes tipos celulares que conforman el tdbulo epididimario esta
extraordinariamente ajustado a las concentraciones de testosterona existentes, las
cuales se esperaria fueran mantenidas hasta el término de los apareamientos, en
cambio encontramos espermatozoides completamente viables y moviles en el mes
de febrero (Arenas-Rios et al., 2007).

Lo anterior indica que existen las proteinas y el microambiente necesario para
mantener a los gametos en completo funcionamiento durante ~5 meses (Ledn-
Galvan et al., 2005; Arenas-Rios et al., 2007).

Como se observa en la figura 5, la expresion de CRISP1, ADAM7 y PMCA4 es
similar aun después del término del periodo de apareamientos, esto seguramente
para mantener integras las células que conforman el tubulo durante el periodo de

almacenamiento (Hu et al., 2018; Carvajal et al., 2018).

Dicha integridad del tejido permitira la interaccion adecuada de célula-célula, el
procesamiento de proteinas, la sefalizacion celular y un ambiente antigénico para
crear un ambiente Iluminal adecuado para el almacenamiento de los
espermatozoides (Cornwall & Hsia, 1997; Hu et al., 2018; Carvajal et al., 2018).

Al realizar la comparacion de los indices de fluorescencia de CRISP1, PMCA4 y
ADAMY7 entre la etapa de maduracion (octubre) y almacenamiento (febrero), se
observa que en C. mexicanus CRISP1 y ADAM7 no muestran diferencias
significativas. PMCA4 muestra una disminucion de expresién durante el

almacenamiento prolongado (Fig. 9).
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Fig. 9 Comparacion de los indices de inmunofluorescencia de las tres regiones del epididimo entre
los meses de octubre y febrero. A) CRISP1, B) PMCA4 y C) ADAM7. Los asteriscos muestran
diferencias significativas entre cada una de las regiones del epididimo (caput, corpus, cauda) entre
cada mes, las diferencias no significativas se muestran como ns. ** p<0.001, *** p<0.0001.

Se ha observado que una expresion baja de PMCA4 en las células promueve la
apoptosis por niveles elevados del [Ca?*]i, ya que la bomba es capaz de disminuir
la niveles de [Ca?*]i evitando el acumulamiento (Schwab et al., 2002). La caspasa
3, es una proteina ejecutora que escinde proteinas y provoca la fragmentacién
nuclear del ADN en la apoptosis (Samano, 2021). Ademas de que la caspasa 3 tiene
la capacidad de escindir a PMCA4 en el dominio de unién a calmodulina cuando su
expresion esta disminuida en las células, promoviendo la apoptosis celular (Schwab
et al., 2002). En C. mexicanus, se ha descrito que la caspasa 3 se mantiene activa
en los espermatozoides durante el periodo de almacenamiento espermatico
epididimario y se considera que participe, por una parte, en la maduracién de los
espermatozoides durante el periodo de almacenamiento y su eliminacién al final del

periodo de este largo periodo de almacenamiento (Samano, 2021).

Por lo tanto, es probable que en C. mexicanus, la presencia de caspasa 3 en
espermatozoides (Samano, 2021) y en el tejido epididimario (Lee et al., 2013)
escinda los restos de una baja expresidon de PMCA4 al final de la etapa de
almacenamiento, para eliminar los espermatozoides que no fueron eyaculados en
las copulas y permitir la regresion del tejido epididimario durante el periodo de

inactividad reproductiva (Ledn-Galvan et al., 2005), esto ultimo observado en
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Artibeus lituratus, un murciélago de reproduccion estacional, que presento un
incremento en el indice de células apoptaticas en el epididimo durante el periodo no

reproductivo (Campolina-Silva et al., 2019).
Conclusion

En C. mexicanus las proteinas CRISP1, PMCA7 y ADAMY7 juegan un papel
importante durante la maduracién al crear un ambiente luminal ideal para la
maduracién de los espermatozoides, que durante esta etapa C. mexicanus
posiblemente presente un ambiente hiperosmolar que retrase la maduraciéon de tal
modo que esta termine en la cauda. Ademas, este retraso puede ser apoyado por
cambios en los flujos de calcio en el epididimo y en los espermatozoides, sobre todo
porque C. mexicanus es una especie con que presenta una reduccion en su

temperatura corporal durante el periodo invernal.

Tanto PMCA4 como CRISP1 van a estar mediando las concentraciones de [Ca?*];,
permitiendo que se lleve a cabo la P-Tyr, la adquisicion de la movilidad progresiva
y evitando la capacitacion prematura. En el caso de ADAM7, este le va a conferir al
espermatozoide una osmorregulacion adecuada, esto es de importancia para los
espermatozoides de C. mexicanus, ya que estos necesitan regular adecuadamente
sus concentraciones idnicas ante un ambiente hiperosmolar que va a retrasar los

eventos de la maduracion espermatica.

En la etapa de almacenamiento, el papel de las tres proteinas probablemente sea
meramente el de mantener la integridad del tejido epididimario para evitar cambios
en el ambiente luminal para propiciar la quiescencia de los espermatozoides.
Particularmente, PMCA4 parece tener un papel adicional, que seria la regresion del
tejido epididimario al final del almacenamiento, esta regresién del tejido seria
conducida por activacion de la apoptosis a través de un incremento en las

concentraciones de Ca?* en las células del epididimo y los espermatozoides.
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KAFB347711.1 ADAM metallopeptidase domain 7 Myotis myotis
XP 0361699611 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Myotis myotis
XP 0236148701 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Myotis lucifugus
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XP 045709594.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Phyllostomus hastatus
KAF6092066 1 ADAM metallopeptidase domain 7 Phyllostomus discolor
XP 019515093 1 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Hipposideros armiger
XP 032991322 1 disintegrin and metalloprateinase domain-containing protein 7 Rhinolophus ferrumegquinum
XP 019569732.1 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Rhinolophus sinicus

XP 014645326.1 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Ceratotherium simum simum
XP 0446227801 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Equus asinus

XP 046511689.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Equus quagga

XP 014593320.2 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Equus caballus

XP 008536181.1 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Equus przewalskii

XP 040117952.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Oryx dammah

XP 005684268 2 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-centaining protein 7 Capra hircus

XP 010846527.1 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Bison bison bison

XP 0274057431 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Bos indicus x Bos taurus

XP 005899090.1 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 partial Bos mutus

XP 023406773 1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Loxodonta africana

XP 049721452 1 disintegrin and metalloprateinase domain-containing protein 7 Elephas maximus indicus

XP 008585227 1 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Galeopterus variegatus
XP 0061407421 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Tupaia chinensis

———————— XP 0053739641 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Chinchilla lanigera

XP 005355519.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Microtus ochrogaster

XP 0415325321 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Microtus oregoni

XP 0499778251 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Microtus fortis

XP 038166498.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Arvicola amphibius

CAHEB826776.1 Adam7 Phodopus roborovskii

XP 003496234 1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Cricetulus griseus

XP 036055503.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Onychomys torridus

XP 028739003.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 isoform X1 Peromyscus leucopus
XP 006986421.2 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Peromyscus maniculatus bairdii
XP 020009133 1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 partial Castor canadensis

XP 048186719.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Perognathus longimembris pacificus
XP 025046756.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 28 Pelodiscus sinensis
KAGB934472.1 ADAM metallopeptidase domain 28 Chelydra serpentina

XP 043358927 1 zinc metalloproteinase-disintegrin-like NaMP isoform X2 Dermochelys coriacea

XP 0382409361 zinc metalloproteinase-disintegrin-like NaMP isoform X1 Dermochelys coriacea

XP 027683627 2 zinc metalloproteinase-disintegrin-like NaMP isoform X2 Chelonia mydas

XP 0486850611 zinc metalloproteinase-disintegrin-like NaMP isoform X2 Caretta caretta

XP 034617724.1 zinc metalloproteinase-disintegrin-like ohanin Trachemys scripta elegans

XP 008166890.2 zinc 1w grin-like ohanin Chrysemys picta bellii

XP 0240692901 zinc metalloproteinase-disintegrin-like NaMP Terrapene carolina triunguis

TFK08276.1 multidrug resistance protein 1-like Platysternon megacephalum

XP 032638393.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 28 isoform X1 Chelonoidis abingdonii
XP 032638394.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 28 isoform X2 Chelonoidis abingdonii
XP 044863681 1 zinc metalloproteinase-disintegrin-like NaMP Mauremys mutica

XP 03¢383820.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 28 Mauremys reevesii
XP 030407895 1 zinc metalloproteinase-disintegrin-lie NallP isoform X1 Gopherus evgoodei

XP 030407896.1 zinc metalloproteinase-disintegrin-like ohanin isoform X2 Gopherus evgoodei

XP 012663160.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Otolemur gamettii

3 XP 0126297641 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Microcebus murinus
100 XP 0453912431 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 isoform X1 Lemur catta

XP 0080548631 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 partial Carlito syrichta
61 XP 008977350.2 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Callithrix jacchus
XP 0215207611 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Aotus nancymaae

XP 039316941 1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Saimiri boliviensis boliviensis
XP 0321444431 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Sapajus apella

&0 XP 003272929.2 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Nomascus leucogenys
XP 002818958_1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Pongo abelii

XP 018888274 1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Gorilla gorilla gorilla
XP 023072632.2 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Piliacolobus tephrasceles
XP 011818283.1 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Colobus angolensis palliatus

EAW63606.1 ADAM metallopeptidase domain 7 Homo sapiens
LLT: XP 0038236151 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Pan paniscus
@
-

100
100
£
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100 XP 0174052551 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Cebus imitator
7
6

XP 017739963.1 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 isoform X1 Rhinopithecus bieti

XP 033084791.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Trachypithecus francoisi
E
97 XP 0103624171 disintegrin and rr

1ase domain-containing protein 7 Rhir roxellana

XP 007960140.2 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Chlorocebus sabaeus
XP 0252501021 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Theropithecus gelada

50 XP 011901293.1 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Cercocebus atys
55 XP 021797837.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Papio anubis

XP 011824243.1 PREDICTED: disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Mandrillus leucophaeus

XP 045253664 1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 isoform X1 Macaca fascicularis
50— XP 011740220 1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 Macaca nemesirina
|—E NP 001306281.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 precursor Macaca fascicularis

21 |_[ XP 028708302.1 disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 isoform X1 Macaca mulatta
50 L— EHHB4055.1 hypothetical protein EGM 17174 partial Macaca fascicularis

Anexo 4 Filogenia de ADAMY para diferentes mamiferos y reptiles
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Lista de abreviaciones

CRISP: Proteinas Secretoras Ricas en Cisteina

GSK-3: Glucdégeno sintasa quinasa 3

TPMRS8: Receptor de Potencial Transitorio, subfamilia melastatina, miembro 8
P-Tyr: Fosforilacion de tirosinas

ADAM: Desintegrina y Metaloproteasa

PMCA: ATPasa de Ca?* de la Membrana Plasmatica

ITM2B: Proteina integral de membrana tipo Il

P4: Progesterona
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