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Resumen

Durante la migracion desde el cérvix al oviducto, los espermatozoides sufren cambios
bioquimicos y funcionales conocidos como capacitacién, esenciales para lograr la fertilizacion.
Estos cambios incluyen entre otros: modificaciones en el patrén de motilidad espermatica (de
motilidad progresiva a hiperactivacién), reconocimiento y union a la zona pellcida que rodea el
ovocito, aumento en la fosforilacion en residuos de tirosina y exocitosis del acrosoma (reaccion
acrosémica). El espermatozoide requiere de ATP tanto para lograr la motilidad como para los
eventos de la capacitacion y este concepto es la base principal en las investigaciones sobre la
importancia de la mitocondria en esta célula. Durante la diferenciacion, los espermatozoides se
desprenden de la mayoria de los componentes celulares innecesarios, pero mantienen en su
pieza intermedia mitocondrias formando una vaina mitocondrial helicoidal. Considerando que
en numerosas células somaticas la mitocondria juega un papel importante en la generacién de
energia, sefalizacién, almacenamiento de calcio, produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS), parece razonable hipotetizar que la mitocondria podria estar involucrada en otros
mecanismos de funcién mitocondrial, ademas de la motilidad espermatica. En nuestro
laboratorio se ha demostrado una correlaciéon entre la funcién mitocondrial y la motilidad de los
espermatozoides humanos en condiciones no capacitantes. En este trabajo, analizamos el rol
de la mitocondria en la capacitacién. En primer lugar, estandarizamos los marcadores de la
capacitacion en espermatozoides de ratén: reaccién acrosémica (RA), patrones de motilidad,
fosforilacion en tirosina y fecundacion in vitro (FIV). Luego estudiamos la funcion mitocondrial
por respirometria de alta resolucion en espermatozoides de raton capacitados y no capacitados
encontrando que el indice de control respiratorio (RCR) aumenta en espermatozoides
capacitados. Por otro lado, incubamos los espermatozoides con Antimicina A (inhibidor del
complejo Il de la cadena respiratoria mitocondrial) y observamos que la droga disminuye el
porcentaje de hiperactivacion y el numero de embriones obtenidos por fecundacién in vitro pero
no afecta el porcentaje de reaccion acrosémica inducida ni la fosforilacion en tirosina. Ademas,
comparamos la funcion mitocondrial en espermatozoides de ratones salvajes con mutantes
para canales relacionados a la entrada de calcio (Slo3 y CatSper) los cuales no se capacitan y

por lo tanto son infértiles. No observamos diferencias significativas en el RCR de los ratones



Catsper KO capacitados y no capacitados. Finalmente, con el objetivo de buscar cambios
morfolégicos de la mitocondria durante la capacitacion que acompafien los cambios
funcionales, estandarizamos un sistema para la cuantificacion automatizada de los parametros
morfologicos de la pieza intermedia de espermatozoides incubados con Mitotracker Red en
imagenes obtenidas por microscopia. El procesamiento de imagenes automatizado fue
desarrollado en el software de uso libre FIJI ImagedJ. Observamos diferencias en el tamano de
la pieza intermedia en los espermatozoides capacitados relacionados fundamentalmente a la
presencia o no del acrosoma.

Tomados en conjunto estos datos sugieren un papel de la funcion mitocondrial en los cambios
del patrén de motilidad que ocurren durante la capacitacion espermatica que dependen de la
entrada de Ca* por CatSper. Concomitantemente existen cambios morfologicos en la pieza
intermedia de los espermatozoides capacitados que se relacionan principalmente con la

presencia o no del acrosoma.



1.Introduccion

1.0 Conceptos generales

La infertilidad conyugal afecta aproximadamente al 15% de las parejas en edad fértil y puede
deberse a factores femeninos, masculinos, una combinacién de ambos o puede no tener causa
aparente (Adamson and Baker 2003). En el 50% de los casos de infertilidad conyugal existe un
factor masculino implicado (De Jonge and Barratt 2019) que se evidencia por un aumento de
espermatozoides anormales en el eyaculado (R. John Aitken and John Aitken 2004). Las
causas de la infertilidad masculina son heterogéneas vy dificiles de dilucidar, conduciendo a que
exista inexactitud en el diagnostico y tratamientos en las clinicas androlégicas, manteniéndose
muchos de los casos como idiopaticas (Brugo-Olmedo, Chillik, and Kopelman 2001)
(Cannarella et al. 2020).

Luego de la eyaculacion, los espermatozoides de mamiferos que abandonan el testiculo aun no
son aptos para fecundar. Durante su paso por el epididimo, los espermatozoides sufren
alteraciones que involucran tanto el movimiento del flagelo como la adquisicién de propiedades
necesarias para la penetracion del ovocito, especialmente de la zona pelucida. Estos cambios
se denominan colectivamente maduracion (Sullivan and Mieusset 2016). Para adquirir su
capacidad fecundante los espermatozoides deben completar aun otro proceso en el aparato
reproductor femenino denominado capacitacién (Austin and Bishop 1958) (Chang 1951). Como
resultado de la capacitaciéon, los espermatozoides adquieren una forma especial de motilidad
conocida como hiperactivacién y la posibilidad de sufrir una reaccién acrosémica regulada
(Yanagimachi, R 1994) (Gervasi and Visconti 2016). Sin embargo, las bases celulares y
moleculares de estos procesos aun no se conocen completamente (Marin-Briggiler et al. 2021).
Especificamente, la fuente de ATP necesaria para sostener la motilidad y los cambios
metabdlicos que se producen durante la capacitacion son controvertidos y parecen ser
especie-especificos (Giaccagli et al. 2021). Los espermatozoides pierden la mayoria de sus
organelos durante la etapa de diferenciacién, pero mantienen un numero variable de
mitocondrias en el flagelo. Las mitocondrias desempefan varias funciones ademas de la
produccion de ATP (relacionadas con sefales intracelulares, metabolismo del calcio,

produccion de ROS y muerte celular), por lo que el analisis de los cambios morfofuncionales de
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las mitocondrias espermaticas durante estos procesos puede ayudar a la comprension de los
fendmenos relacionados con la fertilidad e infertilidad.

Dada la complejidad del proceso de fertilizacién, y las connotaciones éticas, morales y legales
que conllevaria su analisis in vivo o in vitro, el mismo no puede estudiarse facilmente con
gametos humanos. Para este y otros casos, los modelos animales se han convertido en una
alternativa viable en la investigacion biomédica (Jamsai and O’Bryan 2011). Los ratones son
los modelos animales mas comunmente utilizados en todos los campos de experimentacion,
incluyendo la biologia de la reproduccién. Los ratones poseen un ciclo reproductivo corto con
camadas grandes, son pequefios y poseen condiciones de mantenimiento, manejo y transporte
relativamente accesibles (https://www.jax.org). En particular, la espermatogénesis y ovogénesis
de los ratones es comparable a la de los humanos (Church et al. 2009). Pero lo mas importante
es que se pueden manipular genéticamente con herramientas moleculares y esta habilidad
para manipular el genoma de raton es lo que lo hace un modelo de investigacion tan relevante.
En las ultimas décadas, se han producido y puesto a disposicion de investigadores muchos
tipos de modelos de ratones, incluyendo knockout/knockin y modelos transgénicos
(https://www.jax.org). En esta tesis se eligid el modelo de ratdén para intentar comprender el rol

de la mitocondria en la capacitacién espermatica.

1.1 El espermatozoide

El espermatozoide es una célula muy particular y altamente especializada cuya funcion
biolégica es fecundar al ovocito y transmitir su contenido genético (Mohanty and Samanta
2018). Se trata de una célula haploide, producto final de un proceso de division y diferenciaciéon
denominado espermatogeénesis (figura 1) en el que se reduce el contenido genético, y se
generan estructuras como el acrosoma y el flagelo, eventos que son acompafiados de una
pérdida de la mayoria del contenido citoplasmatico de la célula. Las células germinales
masculinas reducen el numero diploide de cromosomas al comenzar la pubertad, manteniendo

este proceso continuamente a lo largo de toda su vida (Neill 2006).
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Figura 1: Representacion esquematica del proceso de espermatogénesis en un espermatozoide

mamifero (Gilbert 2010).

El espermatozoide maduro es una célula polarizada con una estructura de cabeza nuclear en
un extremo y un flagelo en el otro, que le permite propagarse a traves del tracto genital
femenino (Nozawa et al. 2014) (Figura 2). En la cabeza se encuentran el nucleo y el acrosoma.
El nucleo contiene el material genético en forma de cromatina altamente condensada. En la
zona anterior se encuentra el acrosoma, vesicula que se origina del complejo de Golgi y que
contiene enzimas hidroliticas esenciales para que el espermatozoide consiga penetrar las

capas que rodean al ovocito y se logre la fecundacion (Uzman 2003).
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Figura 2: Diagrama de espermatozoide humano. Componentes de la cabeza y flagelo (izquierda). Estructura de la

Acrosoma
Membrana plasmatica

e

Membrana acrosomal
externa

Membrana acrosomal
interna

Nucleo

Envoltura nuclear

Envoltura nuclear
redundante

Centriolos

Mitocondria

7 g

Axonema

Fibras densas externas y
vaina fibrosa

cabeza y pieza intermedia en mayor detalle (derecha). Obtenido, modificado y traducido de (Darszon et al. 2005)

Desde el cuello, el flagelo se divide sucesivamente en pieza intermedia, pieza principal y pieza
terminal. La integridad estructural del flagelo espermatico es un requisito para la motilidad
espermatica y sus defectos se asocian con la infertilidad masculina (Linck, Chemes, and
Albertini 2016). La estructura interna del flagelo se denomina axonema, presenta una formacion
9 + 2 constituida por microtubulos y se encuentra rodeada de 9 fibras densas desde el cuello

hasta la pieza intermedia. En la pieza principal dos de ellas forman una vaina fibrosa que se

dispone rodeando a las 7 fibras densas restantes.
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Durante la espermatogénesis, las mitocondrias, que se encuentran originalmente en el
citoplasma periférico, migran y se acumulan alrededor de la porcion proximal del filamento axial
(la pieza intermedia). El movimiento de las mitocondrias se asocia con la pérdida de una gran
proporcion de citoplasma como cuerpo residual (Holstein 1976). Los mecanismos que generan
y mantienen la disposicion organizada de las mitocondrias en la pieza intermedia son poco
conocidos. Estas se disponen, en nimero variable segun la especie, formando una vaina
compacta en donde las mitocondrias permanecen unidas mediante puentes disulfuro (Olson
and Winfrey 1990), (Otani et al. 1988) siguiendo una disposicion helicoidal (H.-C. Ho and Wey
2007) (Figura 3).

microtubulos del axonema

mitocondria

membrana
plasmatica

fibras densas exteriores
L |

0,5 um

Figura 3: Esquema de la pieza intermedia en seccion transversal de un espermatozoide mamifero. El centro del
flagelo esta formado por un axonema rodeado por nueve fibras densas. Las mitocondrias se distribuyen en una

disposicion espiral alrededor del axonema. (Alberts, Biologia molecular de la célula, 5ta Ed.)
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1.2 El espermatozoide de raton

Aunque la mayoria de los espermatozoides de mamiferos presentan las mismas caracteristicas
generales, hay diferencias sustanciales especificas de cada especie, como tamafio y forma de
la cabeza, largo del flagelo y tamafio relativo de cada uno de sus componentes (Knobil 2006)
(Figura 4).

HUMAN RABBIT GUINEA PIG

Figura 4: Diagrama lateral de espermatozoides de cabeza falciforme (ratén, rata y hamster) y espatulada (humano,
conejo y cobayo). Los tamafios y formas varian considerablemente entre las distintas especies (Knobil and Neills,
2006).

Los espermatozoides de ratén se diferencian en los tubulos seminiferos a lo largo de toda la
vida de un animal normal adulto. Esta diferenciacion, que abarca desde las células primordiales
(denominadas espermatogonias) hasta los espermatozoides, tarda alrededor de 13 semanas
para que una espermatogonia produzca alrededor de 120 espermatozoides. Luego, los
espermatozoides maduran pasando por el epididimo y realizan la capacitacion al entrar en
contacto con el tracto reproductivo femenino tras la monta o mediante capacitacion in vitro.
(Benavides and Guénet 2003).
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Figura 5: Esquema de las regiones del espermatozoide de ratdon. Cabeza (acrosoma, ndcleo y region
postacrosomal) y flagelo (cuello, pieza intermedia, pieza principal y pieza terminal). Obtenido y traducido de

(Zitranski et al. 2010).

El espermatozoide de ratén, al igual que el de la rata y el hamster, posee una cabeza falciforme
o en forma de gancho que se compone por tres partes: el nlcleo, el acrosoma y la zona post
acrosomal. El nucleo ocupa la mayor parte de la cabeza. El acrosoma se posiciona sobre el
nucleo en la region anterior-dorsal de la cabeza y contiene numerosas enzimas que facilitan el
pasaje de los espermatozoides a través de la capa de células del cumulus y la zona pellcida
durante la fertilizacion. (Yi Wen Li et al, 2013). (Figura 5). El espermatozoide de ratén maduro

mide alrededor de 120 pm de largo total. El ancho de la cabeza mide aproximadamente 4 ymy
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el largo 8 um. La pieza intermedia del flagelo mide 20um aproximadamente (Albrechtova et al.
2014).

1.3 La mitocondria: metabolismo bioenergético y otras funciones

Las mitocondrias desempefan funciones que son vitales para la célula: suministran energia en
forma de ATP mediante la fosforilacion oxidativa, proporcionan intermediarios metabdlicos para
la biosintesis de macromoléculas, sefializan en la via de la apoptosis, almacenan Ca®', y
producen especies reactivas de oxigeno (ROS, por su siglas en inglés) que sirven como

segundos mensajeros (Brand and Nicholls 2011). (Figura 6).

Espacio intermembranoso - g

Reticulo endoplasmatico rugoso

Figura 6: Estructura y compartimientos de la mitocondria. A) Microfotografia electrénica de una mitocondria animal.

B) Diagrama de corte transversal de una mitocondria. (Extraida de Bioquimica de Voet y Voet, 2006).

Mediante la fosforilacion oxidativa la mitocondria es capaz de generar 36 o 38 moléculas de
ATP a partir de una molécula de glucosa (Lenhinger 2005). El transporte de electrones a lo
largo de los complejos ubicados en la membrana interna mitocondrial libera energia acoplada a
la salida de protones desde la matriz al espacio intermembrana (Voet and Voet 2006) (figura 7).
Este movimiento genera un gradiente electroquimico, utilizado por la ATP sintasa que permite

el ingreso de protones a la matriz sintetizando moléculas de ATP (Voet and Voet 2006)
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El oxigeno es el aceptor final de electrones reduciéndose a agua, esto ocurre a nivel de la
citocromo oxidasa (complejo IV de la cadena de transporte de electrones). En condiciones
normales una pequefa cantidad de oxigeno, entre el 0.2-0.5%, sufre una reduccion parcial por
un electron a nivel del complejo | y 1, formando superdxido (O,). La formacion del radical libre
O, aumenta frente a un dafio o en presencia de inhibidores de los complejos del transporte de
electrones como la Antimicina A (inhibidor del complejo IIl) o la rotenona (inhibidor del complejo
I). En la cadena respiratoria mitocondrial es donde se produce la mayor cantidad de O, a nivel
celular (Valez et al., n.d.). En la matriz mitocondrial y el espacio intermembrana se encuentran
enzimas antioxidantes: i) la superéxido dismutasa, que cataliza la dismutacion del superoxido
formando a perdoxido de hidrogeno (otra especie oxidante), que difunde a través de las
membranas ii) la peroxirredoxina 3, la cual reduce el peroxinitrito (A. Cassina and Radi 1996)
(A. M. Cassina et al. 2000) (Radi 2013). EI O, formado en la mitocondria puede reaccionar con
oxido nitrico a concentraciones equimolares (k=10"°M's™") formando peroxinitrito (ONOO"), una

especie altamente oxidante y nitrante (Richter and Matthias Schweizer 2002) .
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Figura 7: Diagrama esquematico de los componentes de la cadena de transporte de electrones dentro de la

membrana mitocondrial interna. (Garret and Grisham 1999)
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Las mitocondrias también juegan un papel central en la homeostasis del Ca®* celular (Contreras
et al. 2010). La entrada de Ca*" en la matriz mitocondrial esta mediada por un canal i6nico, el
mCU (Elustondo et al. 2017). Recientemente, se ha sugerido que las mitocondrias pueden
expresar mas de una mCU, se ha propuesto una via alternativa de entrada de Ca*" (un anti
puerto de Ca?'/H*). La entrada de Ca®" a través de la mCU esta impulsada por el potencial de
membrana (dentro negativo; AWm) que existe a través de la membrana mitocondrial interna.
Dado que [Ca?*] citosdlico en estado de reposo es de alrededor de 100 nM y el AWm debido a
la actividad de la cadena respiratoria es de ~ =180 mV, la prediccién es que, en equilibrio
electroquimico, [Ca?]m podria alcanzar valores tan altos como 0,1 M. La captacion de Ca®*
mitocondrial se consideré como un mecanismo de reservorio que se pone en accion cuando se
producen elevaciones patoldgicas de Ca** citosdlico. Pero el metabolismo oxidativo
mitocondrial depende de la [Ca?*] en la matriz mitocondrial (Denton 2009).

Un funcionamiento anormal de alguno de los procesos en los que actua la mitocondria se
podria catalogar como disfuncién mitocondrial pudiendo ser la causa de  diversas
enfermedades (Brand and Nicholls 2011). Actualmente, se ha relacionado el mal
funcionamiento mitocondrial con enfermedades como cancer, envejecimiento, Parkinson,
Alzheimer o diabetes (Ailshul 1975) e incluso la presencia de espermatozoides defectuosos en
el eyaculado (Adriana Cassina et al. 2015). El estudio del consumo de oxigeno por la cadena
respiratoria, nos aporta datos sobre el estado funcional de los sistemas de transferencia de
electrones, la fosforilacion oxidativa y del metabolismo intermediario (Brand and Nicholls 2011),

por lo que es una herramienta para entender funcion y disfuncion mitocondrial.

1.3.1 Las mitocondrias del espermatozoide

Los espermatozoides son células altamente especializadas que poseen sus funciones
metabdlicas muy compartimentadas entre la cabeza y el flagelo (Zitranski et al. 2010). Durante
el proceso de diferenciacion en el testiculo los espermatozoides pierden la mayor parte de sus
organelos y contenido citoplasmatico. Sin embargo, como se indicd, conservan un importante

numero de mitocondrias (figura 8).
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Figura 8: Esquema enfatizado en la formacién del acrosoma y reorganizacion mitocondrial. Durante la elongacion de
la espermatida un grupo de mitocondrias se alinean en la pieza intermedia mientras el resto son transferidas a
cuerpos residuales para su degradacion fagocitica en las células de Sertoli. El acrosoma (azul) es otro organelo que

sufre una reorganizacion drastica durante la espermiogénesis. (Varuzhanyan and Chan 2020)

Estas son diferentes morfologica y bioquimicamente a las de las células somaticas (Ailshul
1975). Se encuentran exclusivamente en la pieza intermedia, en un numero variable (entre
50-75 en el raton), formando una vaina helicoidal y unidas por puentes disulfuro alrededor del
axonema (Robert J. Aitken 2017). Por otro lado, muchas proteinas y enzimas son isoformas
especificas en los espermatozoides (Yang et al. 2011), y estas isoformas pueden permitirle a
las células espermaticas modular diferentes funciones mitocondriales en diferentes estadios de
la fertilizacion (Luo, Schatten, and Sun 2013).

Existe evidencia indicando que la morfologia y funcion mitocondrial son importantes para la
actividad del espermatozoide (Moraes and Meyers 2018) Por ejemplo, en pacientes infértiles
con trastornos de la motilidad espermatica, el numero de mitocondrias es menor al de
individuos normales (Mundy, Ryder, and Edmonds 1995). Fallas en el preciso ordenamiento
mitocondrial podrian conducir a alteraciones de la motilidad espermatica en pacientes
astenozoospérmicos (Bartoov and Messer 1976) (Mundy, Ryder, and Edmonds 1995). Del
mismo modo, el volumen asi como alteraciones en la ultraestructura de la membrana

mitocondrial también han sido reportados como determinantes en la motilidad y batido flagelar y
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por ende asociados a astenozoospermia e infertilidad (Cardullo and Baltz 1991) (Pelliccione et
al. 2011).

Como las mitocondrias se ubican en la pieza intermedia espermatica de mamiferos y la
fosforilacion oxidativa produce mas ATP por molécula de glucosa que la glucdlisis, la
respiracién ha sido histéricamente considerada como la fuente principal de producciéon de ATP
para la motilidad espermatica, dejando la glucdlisis en un segundo lugar (Hammerstedt and
Lardy 1983) (Tourmente et al. 2015). Sin embargo, también es posible que debido a que las
mitocondrias estan restringidas a la primera parte del flagelo, adyacente a la cabeza del
espermatozoide, es poco probable que el ATP se pueda distribuir lo suficientemente rapido por
todo lo largo del flagelo por difusion simple para mantener la motilidad (Nevo and Rikmenspoel
1970) (Takao and Kamimura 2008). Ademas, la motilidad espermatica se mantiene en
presencia de inhibidores de la fosforilacién oxidativa pero no en presencia de inhibidores de la
glucdlisis (Mukai and Okuno 2004) (Williams and Ford 2001). Por otro lado, se ha demostrado
que la glucdlisis es esencial para la produccion de ATP en el espermatozoide mediante el uso
de modificaciones genéticas en ratones. Los ratones KO para la Gadphs
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, espermatogénica) son infértiles (Miki et al. 2004) y
los ratones KO de Pgk2 (fosfoglicerato quinasa 2) son severamente subfértiles (Danshina et al.
2010), debido a una motilidad espermatica disminuida y bajos niveles de ATP. En contraste, los
ratones KO de Cyct (citocromo c, testicular), una proteina esencial para la respiracion
mitocondrial, son fértiles (Narisawa et al. 2002) (Odet et al. 2013).

Existe, también, un amplio rango de variacién entre los espermatozoides de las especies de
mamiferos con respecto al principal mecanismo de producciéon de ATP en estas células
(Tourmente et al. 2015).

1.4 Capacitacion

Como se ha mencionado, durante la migracién desde la cervix al oviducto, los espermatozoides
sufren ciertos cambios bioquimicos y funcionales conocidos como capacitacion, esenciales
para lograr la fertilizacién (Austin and Bishop 1958) (Chang 1951). Estos cambios incluyen:
modificaciones en el patrén de motilidad espermatica (de motilidad progresiva a
hiperactivacion), reconocimiento y unién a la zona pellucida que rodea el ovocito y exocitosis

del acrosoma (figura 9). ElI cambio de patron en la motilidad durante la capacitacion se conoce
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como hiperactivacion. Los movimientos del espermatozoide observados en el estado de
hiperactivacion se caracterizan por ondas flagelares asimétricas, de gran amplitud y velocidad,
los cuales determinan trayectorias no progresivas (Zaferani, Suarez, and Abbaspourrad 2021)
(Burkman 1984). Este tipo de movimiento asegura la penetracién por la zona pellcida, capa
mucosa que rodea al ovocito, otra de las barreras que debe sobrepasar el espermatozoide para
lograr la fecundacion (Kozlovsky and Gefen 2012). Durante la capacitacion, los
espermatozoides también adquieren la capacidad de sufrir reaccion acrosomica (RA). En la RA
el espermatozoide libera el contenido del acrosoma, hacia el exterior celular por exocitosis. El
acrosoma contiene enzimas que colaboran en la penetracion de la matriz extracelular que
rodea al ovocito, incluida la zona pelucida (ZP) (Breitbart 2002) (Florman 1994). Ademas, la
liberacion de esta vesicula puede permitir la unién a la ZP ya sea por la ahora expuesta
membrana acrosomal interna o membrana plasmatica (Ryuzo Yanagimachi and Phillips 1984)
(Simons and Fauci 2018).

Reaccidn acrosdmica

Espermatozoide
no capacitado

Espermatozoide
hiperactivado

Espermatozoide
reaccionando

Espermatozoide
iﬂo nado

Espermatozoide
Zona " fertilizando

) (
pelicida . Ovocito ’ %
Espacio e

perivitelino

Figura 9: Diagrama del mecanismo de interaccion entre el espermatozoide y el ovocito. La capacitacion se lleva a

cabo luego de la eyaculacion en el sistema reproductor femenino. (Extraido y traducido de (Ikawa et al. 2010).
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Estos cambios se correlacionan con varias modificaciones a nivel molecular. Durante la
capacitacion existe pérdida del colesterol de la membrana plasmatica con aumento de la fluidez
de la misma y cambios en la permeabilidad iénica (Pablo E. Visconti et al. 2011). La
capacitacion involucra ademas, aumento del pH intracelular y cambios en el potencial de
membrana. Con respecto a los cambios en el potencial de membrana, se ha visto que los
espermatozoides de varias especies se hiperpolarizan durante la capacitaciéon
(Hernandez-Gonzalez et al. 2006) y que esta hiperpolarizacion es necesaria para que la
hiperactivacion y la RA tengan lugar (Chavez et al. 2014). Ademas, durante la capacitacion
existe aumento de la actividad de la protein kinasa A dependiente de la estimulacion de la
sintesis del AMP ciclico (Krapf et al. 2010) acompafiada de aumento en la fosforilacién en
tirosina de muchas proteinas, probablemente claves en los fenémenos de hiperactivacién y RA
(Arcelay, Alvarez, and Strorey, n.d.; Salicioni et al. 2007; Stival et al. 2016; Gervasi and Visconti
2016)).

Se considera que un espermatozoide esta completamente capacitado cuando puede
experimentar hiperactivacion y una reaccion acrosémica regulada, pero si alguno de estos
procesos falla, la fecundacion no se lleva a cabo (Darszon et al. 2011).

La capacitacién se puede lograr in vitro, incubando los espermatozoides en medios que
remedan la composicion de iones y metabolitos presentes en el tracto genital femenino (R.
Yanagimachi 1981) (P. E. Visconti et al. 1995), con requerimiento absoluto de Ca*, HCO;’, una
fuente de proteina y una fuente de energia (Hidalgo et al. 2020). La fuente de proteina, en
general albumina de suero bovino (BSA), induce cambios en los niveles de colesterol de la
membrana plasmatica, causando cambios en su fluidez y aumentando la permeabilidad a Ca?
y HCO;". El aumento en niveles iénicos resultante dentro del compartimiento intracelular
estimula la actividad de la adenil ciclasa, aumentando cAMP, fosforilacion de protein kinasa A'y
fosforilacion de tirosina (P. E. Visconti et al. 1995) (P. E. Visconti and Kopf 1998) (Sansegundo,
Tourmente, and Roldan 2022). La omision de alguna de estas moléculas en la incubacion
espermatica bloquea su habilidad para adquirir capacidad fecundante. Mas aun, existe
evidencia sugiriendo que, in vitro, s6lo una fraccion de espermatozoides se capacitan (Hidalgo
et al. 2020).
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1.5 Calcio y capacitacion

El ion Ca?* es una seifial intracelular altamente versatil que puede regular un amplio rango de
procesos celulares. Cada tipo celular expresa un conjunto unico de componentes para los
sistemas de senalizacién (Berridge, Bootman, and Roderick 2003). En el espermatozoide, el
calcio es considerado un regulador de la motilidad, participante de la capacitacién y segundo
mensajero esencial para la reaccion acrosémica (Wennemuth, Babcock, and Hille 2003).

Los espermatozoides dependen de rapidos intercambios de iones intraflagelares y esto es
mediado por un grupo selecto de canales iénicos (figura 10). Uno de esos canales es CatSper,
un canal de calcio de los espermatozoides de mamiferos. CatSper es el principal mecanismo
para importar calcio extracelular al interior de la cola espermatica, y es por tanto, vital para la
fecundacion. Los espermatozoides deficientes de CatSper no se hiperactivan y los ratones
mutantes son infértiles, aunque presentan RA y fosforilacion en tirosina normal (Lishko and
Mannowetz 2018). Ademas, los espermatozoides KO para CatSper presentan un contenido de
ATP bajo con respecto a los ratones salvajes (Xia et al. 2007).

Slo3 es un canal de potasio que controla la entrada de Ca?* a través de los canales CatSper
durante el proceso de capacitacion. Los espermatozoides de los ratones KO para este canal no
se hiperactivan y presentan una RA disminuida (Chavez et al. 2014). La delecion genética de

este canal también provoca infertilidad en ratones machos.
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Figura 10: Representacion esquematica de un espermatozoide humano con sus compartimientos celulares y la
distribucion de canales i6nicos de la pieza principal. Entre ellos: CatSper, canal de calcio y Slo3, canal de potasio.

(Lishko et al., 2018.)
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1.6  Mitocondrias y capacitacion. Rol del Calcio en las

mitocondrias del espermatozoide

Los mecanismos moleculares que se producen como consecuencia de la entrada de calcio
durante la capacitacién no se comprenden completamente. La capacitacion también se asocia
con un aumento en la funcidon mitocondrial (Ferramosca and Zara 2014). Si bien, como se dijo,
en muchas especies la glucdlisis parece ser la fuente principal de ATP para mantener la
motilidad espermatica (Mukai and Okuno 2004) (Nascimento et al. 2008), otros estudios
muestran que la actividad mitocondrial de los espermatozoides aumenta durante la
capacitacion tanto en humanos (Stendardi et al. 2011), como en ratones (Boell 1985) y equinos
(Leemans et al. 2019). En otros modelos celulares, la entrada regulada de calcio en las
mitocondrias regula el metabolismo mitocondrial (McCormack et al. 1990) (Glancy and Balaban
2012) (Simpson and Russell 1998) (O-Uchi et al. 2013) pero esto no ha sido suficientemente
estudiado en el espermatozoide. Por otro lado, existen evidencias de la existencia de
reservorios internos de calcio en el espermatozoide los cuales son fundamentales para la
propagacion de las senales de este ion. Si bien el reticulo endoplasmico (representado en el
espermatozoide por estructuras vesiculares que se encuentran en el cuello y la parte anterior
de la pieza intermedia) es el organelo que tradicionalmente es considerado como reservorio de
calcio, otros organelos entre ellos las mitocondrias, también contribuyen a la generacion y
propagacion de sefiales complejas de Ca®** al menos dentro de las células somaticas
(Michelangeli, Ogunbayo, and Wootton 2005) (Correia, Michelangeli, and Publicover 2015). Se
han identificado transportadores de Ca®* dentro de estos organelos; y muchos de ellos se
encuentran en los espermatozoides (Costello et al. 2009). Por ejemplo el mCU, ubicado en la
MMI transporta calcio hacia la mitocondria y su presencia ha sido identificada en la mitocondria

espermatica (Elustondo et al. 2017).
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2. Hipotesis

Durante la capacitacion existen modificaciones morfofuncionales en las mitocondrias

espermaticas que son necesarias para lograr la capacidad fecundante del espermatozoide.

3. Estrategia de investigacion y objetivos

Los espermatozoides deben capacitarse para poder fecundar el ovocito y muchos de los
mecanismos moleculares en la base de este proceso se desconocen. Especificamente, el
papel de la mitocondria no se conoce totalmente. Teniendo esto en cuenta, nos propusimos
profundizar en el estudio de la funcién mitocondrial en este proceso, analizando si podia
relacionarse con la entrada de calcio a la célula.

En primera instancia, estandarizamos algunos métodos que permitieran determinar la
capacitacion en espermatozoides de ratén.

Luego analizamos cambios en la funcién mitocondrial de espermatozoides de ratones salvajes
comparando con animales genéticamente modificados que no se capacitan por falta de entrada
de calcio al flagelo. La funcién mitocondrial se estudié midiendo el consumo de oxigeno en los
espermatozoides capacitados y no capacitados, con un respirometro de alta resolucion (HRR).
Se analizara si se modifican los parametros de capacitaciéon estandarizados en presencia de
inhibidores mitocondriales.

Finalmente, quisimos analizar si podrian existir cambios morfoldgicos en las mitocondrias de la
pieza intermedia durante la capacitacion que acompafiaran posibles cambios de la funcién
mitocondrial. Para obtener parametros objetivos de cuantificacion de estos cambios, se

automatizo este proceso trabajando en colaboracion con ingenieros del grupo IMAGINA.

3.1 Objetivo general:

Estudiar cambios de la funcidon y morfologia de las mitocondrias asociados a la adquisicion de

la capacidad fecundante del espermatozoide de ratén.

Para alcanzar nuestro objetivo se plantearon 3 objetivos especificos:
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3.2 Objetivos especificos:

3.2.1 Objetivo especifico 1: Estandarizar los marcadores de la capacitacion en

espermatozoides de ratdon (RA, patrones de motilidad, fosforilacion en tirosina y FIV)

3.2.2 Objetivo especifico 2: Analizar la funcién mitocondrial en espermatozoides de

ratones en la capacitacion. Comparar la funcion mitocondrial en espermatozoides de ratones
salvajes (WT) con mutantes (KO) para canales relacionados a la entrada de calcio (Slo3 y

CatSper) los cuales no se capacitan y por lo tanto son infértiles.

3.2.3 Objetivo especifico 3: Analizar cambios morfolégicos de las mitocondrias de los

espermatozoides en la capacitacion mediante la automatizacion de la cuantificacion de
intensidad de fluorescencia y parametros morfolégicos de la pieza intermedia de

espermatozoides incubados con Mitotracker Red en imagenes obtenidas por microscopia.

4. Materiales y métodos

4.1 Manejo de animales

Los animales se mantuvieron en el bioterio bajo un ciclo de 12hs de luz/12 hs de oscuridad, a
una temperatura constante de 22 + 1°C con acceso libre a comida y agua. Los
espermatozoides fueron obtenidos de ratones machos CB6F1/J (12-16 semanas de edad) y
ratones knock out para Catsper (12-16 semanas de edad) (Ren et al, 2001). Los ovocitos
fueron obtenidos de ratones hembra CB6F1/J (4-8 semanas de edad). Los ratones fueron

sacrificados por dislocacion cervical.
4.2 Consideraciones éticas

Todos los experimentos fueron aprobados por la Comision Honoraria de Experimentacion
Animal, Uruguay-CHEA.
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4.3 Obtencion de espermatozoides y analisis de motilidad

Los espermatozoides fueron obtenidos del cauda epididimario de ratones machos y se
depositaron en medio TYH (NaCl 119.3mM, KCI 4.7mM, CaCl2.2H20 1.71mM, KH2PO4
1.2mM, MgS04.7H20 1.2mM, NaHCO3 25.1mM, Glucosa 5.56mM, Piruvato de sodio 0.51mM,
Rojo fenol (1%) 0.0006%) por 60 min a 37°C y 5% CO2 para inducir la capacitacion.

Las suspensiones de espermatozoides fueron cargadas en camaras CELL-VU precalentadas
(profundidad 20pum) (DRM-600, Millennium Sciences, Inc. CELL-VU®, NY) y colocadas en una
platina a 37°C. Los movimientos espermaticos fueron examinados utilizando un sistema de
analisis computarizado (CASA, por sus siglas en inglés) (SCA, Microptic, Barcelona, Espafa).
El microscopio utilizado fue Nikon (Japon) Eclipse E200 con contraste de fase 100X equipado
con camara acA780-75gc Basler (Alemania). Los seteos utilizados incluyen los siguientes:
adquisicion: 30; frecuencia: 60 Hz; tamafo de la cabeza: 5-70. Los espermatozoides con
motilidad hiperactivada se clasificaron usando los siguientes parametros: ALH>8uM,
VCL>180um/s y LIN<50 pm. Al menos 500 espermatozoides fueron analizados en cada

ensayo. (Figura 11)

Figura 11: Analisis de motilidad con sistema computarizado SCA. Se categorizan los espermatozoides por su
motilidad progresiva (rapida o lenta), no progresiva o estatica. Ademas se obtienen los resultados de cinética de

cada espermatozoide: VCL, velocidad curvilinea (um/s), ALH, amplitud del movimiento lateral de la cabeza (um),
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LIN, linearidad y STR, rectitud, entre otras. Con estos datos se puede cuantificar el porcentaje de espermatozoides
hiperactivados. Arriba) Muestra no hiperactivada y espermatozoide no hiperactivado. Abajo) Muestra hiperactivada y

espermatozoide hiperactivado.

4.4 Evaluacion de reaccion acrosomica con inhibidores

mitocondriales

Los espermatozoides se capacitaron en presencia de 2.5uM antimicina A (Sigma-Aldrich)
inhibidor del complejo 3 de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, o con vehiculo.
Se extendieron 15ul de muestra de cada suspension de espermatozoides en un portaobjetos y
los espermatozoides se fijaron en PAF 4% por 30 minutos, seguido de dos lavados de 5
minutos cada uno en PBS. Los extendidos de espermatozoides se incubaron con azul de
Coomassie (0.22% Coomassie Blue G-250 (Thermo Scientific, Massachusetts), 50% metanol,
10% acido acético glacial, 40% agua) por 2 minutos. Transcurrido este tiempo se lavaron con
agua destilada para remover el exceso de colorante. Los extendidos se dejaron secar y se
colocaron los cubreobjetos utilizando medio de montaje. Los espermatozoides tefidos se
examinaron con microscopio en campo claro a 400X (Nikon E100, Japén) para cuantificar el
porcentaje de espermatozoides con acrosoma reaccionado. Los espermatozoides con
acrosoma intacto se distinguen facilmente de aquellos reaccionados. Se evaluaron un minimo

de 200 espermatozoides por condicion.
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4.5 Fosforilacion en tirosina

Luego del swim out, los espermatozoides no capacitados fueron centrifugados a 500xg y las
células fueron resuspendidas en buffer de lisis (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, Tritén X-100 0,1
%, EGTA 1 mM, pirofosfato de sodio 25 mM, SDS 0.1% e inhibidor de proteasas y proteasas
(Minc Tablets Thermo Fisher)). Se sonicaron durante 5 segundos y luego fueron centrifugadas
a 14000g durante 10 minutos a 4°C. Se siguid el mismo procedimiento con los
espermatozoides capacitados y capacitados con AA, luego de la capacitacion in vitro. Los
sobrenadantes se almacenaron a -80°C. Se determiné la concentracion de proteinas por
Bradford.

Posteriormente, se corrieron las proteinas en geles de poliacrilamida entre 10-12% con SDS
(SDS-PAGE). Estos fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa (Odyssey) a 20V, 4 °C
durante toda la noche. Luego las membranas fueron bloqueadas durante 1 hora a temperatura
ambiente en TBS 0.1% tween-20 y 5% BSA. El anticuerpo primario utilizado fue anti-fosfo
tirosina monoclonal ratén (pY20, Invitrogen). Se incubaron con agitacién durante toda la noche
a 4°C. Se revelaron incubando 1 hora a temperatura ambiente con anti-raton IR Dye 800CW.

Las senales fueron detectadas usando Odyssey CLx.

4.6 Fecundacion in vitro (FIV)

Se estimuld la superovulacién de ratones hembra mediante la administracién intraperitoneal de
7,5Ul gonadotrofina coridnica equina eCG o PMSG por sus siglas en inglés (Syntex, Argentina)
seguido de gonadotrofina coridénica humana 7,5Ul (hCG) (Intervet, Holanda) 48 horas después.
Pasadas 12 a 15 horas luego de la inyeccion de hCG las hembras fueron sacrificadas y sus
oviductos removidos. El complejo cumulus-ovocito fue aislado en gotas de 250ul de medio
TYH. Se colocaron 30-50 ovocitos por placa de fertilizacion y se anadié la suspension de
espermatozoides previamente capacitados, con o sin AA, dependiendo de la condicion del
experimento. Los embriones se cultivaron in vitro hasta la etapa de dos células (24 horas

después) y se contaron para calcular la tasa de fecundacion.
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4.7 Respirometria de alta resolucion

El estudio de la funcion mitocondrial en el espermatozoide se realizé midiendo el consumo de
oxigeno en las células espermaticas. Los ensayos se realizaron en un respirometro de alta
resolucion (Oroboro), utilizando un software (DatLab, versién 4.2; Oroboros Instruments
GmbH). Se midié la velocidad de consumo de oxigeno (OCR) en tiempo real expresandose
como flujp de oxigeno en pmol 0O,/10° células/segundo. El consumo basal de los
espermatozoides se midi6 durante 10 minutos, luego se anadieron 2 pg/ml de oligomicina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en la camara para bloquear la ATP sintasa mitocondrial. A
continuacion se agregan bolos de 0.5 uM del desacoplante de la fosforilacion oxidativa, FCCP
(Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona, Sigma-Aldrich) hasta que no aumente mas el
consumo de oxigeno (titulacion para obtener la maxima respiracion). Finalmente, se agregan
2.5 uyM de Antimicina A (Sigma-Aldrich) para distinguir la respiracién mitocondrial de la residual
(no dependiente de la cadena de transporte de electrones), como se ha descrito previamente
(Cassina et al, 2015). Se evalud un total de 15 millones de espermatozoides/ml en cada
condicién con velocidad de agitacién a 750 rpm. Los parametros que se obtiene del registro
son: respiracion basal (figura 12-a, que ocurre en ausencia de inhibidores mitocondriales y
representa la suma de todos los procesos mitocondriales que consumen oxigeno), la
respiracion vinculada a la sintesis de ATP (figura 12-c OCR sensible a la adicién del inhibidor
de la ATP-sintasa oligomicina), la respiracion independiente de ATP (Fig12-b, respiracion
resistente a la oligomicina). La tasa de respiracion maxima es obtenida después de la titulacion
con el FCCP (figura 12-d). A todos estos parametros se le resta por ultimo la adicion de un
inhibidor de la cadena respiratoria (rotenona o antimicina A) para descartar todo el consumo de
oxigeno que no es mitocondrial (figura 12-e). Se determinaron también los siguientes indices
respiratorios, que al ser relaciones entre los parametros estan internamente normalizadas
(Brand & Nicholls, 2011): Capacidad respiratoria de reserva: (respiraciéon maxima /respiracion
basal), Eficiencia de acoplamiento (relacién entre la respiracion ligada a produccién de ATP y la
respiraciéon basal) y el indice de control respiratorio (RCR; la relacion entre la tasa de
respiracion maxima y la resistente a oligomicina). Nuestro trabajo se basé principalmente en el
RCR que es la relacién entre la respiracion maxima y la respiraciéon en presencia de oligomicina
(d/b en la figura 12) y es analogo al RCR de las mitocondrias aisladas. Es sensible a los

cambios en la oxidacion del sustrato y la fuga de protones, pero no a la cantidad de ATP.
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Debido a que es una relacion de dos tasas, la relacion de control respiratorio celular tiene las
mismas dos ventajas principales que la eficiencia del acoplamiento: sensibilidad a varios sitios
potenciales de disfuncién y normalizacion interna. En principio, es un excelente marcador de la
disfunciéon mitocondrial en las células, pero el requisito de una titulaciéon cuidadosa de FCCP.
Esto se realiz6 en las células intactas lo que permitié el analisis de la actividad mitocondrial en
su propio ambiente, expuestas a sustratos en concentraciones fisioldgicas y en interaccion con
el citoplasma, membrana plasmatica y demas organelos celulares (Brand and Nicholls 2011).
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Figura 12: Esquema indicando los parametros mitocondriales. RCR, indice de control respiratorio: FCCP (d) / Oligo
(b); Sintesis de ATP, tasa de sintesis de ATP mitocondrial en estado basal: basal (a) — Oligo (b); Eficiencia de acople,
Fraccion de consumo de oxigeno basal mitocondrial utilizado para sintesis de ATP: Basal (a) — Oligo (b)/ Basal (a).

(Brand, et al. 2011)

4.8 Analisis de calcio intracelular en célula Unica con inhibidores
mitocondriales

Se obtuvieron espermatozoides de ratones WT y se capacitaron en presencia de inhibidores y
desacoplante mitocondriales (AA 2,5uM y FFCP 3uM, respectivamente) o control. Durante la
capacitacion también se cargaron con 2 yM de Fluo4-Am y 0.02% de acido plurénico. Las
células fueron adheridas en portaobjetos cubiertos previamente con laminina 1mg/mL por 10
minutos y luego se lavaron con medio capacitante para retirar el exceso. Se obtuvieron las

imagenes utilizando un microscopio Leica DMi8 equipado con camara Zyla Andor sCMOS y las
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imagenes se tomaron con una exposicién de 1.5ms cada 10s. Para el control se anadiéo 50 mM
KCI pH 7,4 y ionomicina 2uM. Las imagenes se analizaron utilizando el software libre ImageJ,
las ROIs se seleccionaron automaticamente. Los cambios en la concentracion de calcio fueron
normalizados luego de la sustraccién de la fluorescencia basal. Los datos fueron analizados con
pCLAMP10.6 y GraphPad Prism.

4.9 Cuantificacion automatica de parametros morfolégicos de la

pieza intermedia

4.9.1 Preparacion de extendidos

Se obtuvieron los espermatozoides de ratén segun se detall6 anteriormente. Luego de un
lavado de los mismos (centrifugacion 600g, 10 minutos) fueron resuspendidos en medio TYH e
incubados con Mitotracker Red durante 30 minutos. MitoTracker Red (CMXRos M7512, Thermo
Fisher, USA) difunde pasivamente a través de la membrana plasmatica y se acumula en la
mitocondria activa, marcando la pieza intermedia de la cola espermatica. Luego de esto se
realizaron extendidos que fueron fijados en paraformaldehido al 4% durante 30 minutos.
Posteriormente se incubaron los extendidos con Lectina PNA (Lectin PNA from Arachis
hypogaea (peanut) conjugado con Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher, USA) a una concentracion
de 15 ug/ml, durante 30 minutos. La lectina PNA se une a los residuos de beta-galactosa de la
membrana acrosomal externa, y permite evaluar la RA y contabilizar el porcentaje de
espermatozoides reaccionados e intactos. Para comprobar que la incubacién de los
espermatozoides con las sondas fluorescentes no afecta la funcionalidad espermatica se analiz
la capacidad fecundante de los espermatozoides pre-incubados 30 minutos con Mitrotracker red
o0 en condiciones normales, mediante FIV en ratones Los embriones se cultivaron in vitro hasta
la etapa de embrién de dos células y/o blastocisto donde fueron contados para calcular la tasa

de fecundacion.
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4.9.2 Microscopia

Los extendidos se observaron con microscopio de epifluorescencia Olympus 1X81, con objetivo
de inmersion de aceite 100X 1.4 NA (excitacién: A=488 nm y A=543 nm). Se obtuvieron
imagenes de al menos 100 piezas intermedias fluorescentes para cada condicion y se
corrobor¢ la integridad de los espermatozoides verificando con campo claro la correspondencia

con su respectiva cabeza y cola.

4.9.3 Procesamiento de imagenes

Se umbralizaron automaticamente las piezas intermedias de los espermatozoides capacitados
para el canal de mitotracker con el método de maxima entropia (Kapur et al., 1985).
Previamente todas las imagenes fueron convolucionadas con un kernel Gaussiano para reducir
el ruido y suavizar la sefial. Las regiones de interés (ROIs) obtenidas fueron analizadas
automaticamente para mantener solamente piezas intermedias aisladas y bien definidas.
Finalmente, se realizd una operacion matematica de morfologia para remover picos y redondear
las formas. Estos procesos obtienen una ROI bien definida al segmentar las piezas intermedias
del espermatozoide sin ningun conocimiento previo de su condicion de reaccionado o no
reaccionado. El proceso automatico se programé en Python y en ImageJ/FIJI (Schindelin et al.
2012). Se midieron varios parametros para cada ROI, por ejemplo, area, intensidad de
fluorescencia, densidad integrada, perimetro, didametro de Feret, entre otros. Los
espermatozoides se clasificaron manualmente como reaccionados (R, presencia de sefial
fluorescente con lectina en el acrosoma) o no reaccionados (NR, ausencia de senal
fluorescente). Los valores obtenidos se agruparon en las dos clases dadas por Ry NR y se

analizaron estadisticamente.
4.10 Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism versiéon 6.01 para Windows
(GraphPad Software, La Jolla California USA http://www.graphpad.com). Se utilizé la prueba t
Student pareado para las medidas de porcentajes de reaccion acrosdmica, porcentaje de
hiperactivacion y parametros asociados, FIV e indices mitocondriales de espermatozoides no
capacitados y capacitados, o capacitados control y capacitados en presencia de inhibidor

mitocondrial. También se utilizé t Student no pareado en analisis de area e intensidad de
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fluorescencia en piezas intermedias con Mitotracker. La significancia estadistica esta indicada

por un p<0.05.

5. Resultados

Objetivo 1

5.1 Capacitacion in vitro: Estandarizacion de los marcadores de la
capacitacion

Para corroborar la efectividad de la capacitacion in vitro se analizaron los parametros que se ha
descrito se modifican de forma caracteristica durante este proceso: hiperactivacion, reaccién
acrosomica y fosforilacion en tirosina. Antes y después de la capacitacion, se evalud la
motilidad en el sistema CASA, se realizaron extendidos para cuantificar el porcentaje de
reaccion acrosémica (RA) y western blot para la fosforilacion en tirosina. Ademas se puso a

punto la técnica de fecundacion in vitro (FIV).

5.1.1 Aumento en porcentajes de reaccion acrosomica

Para cuantificar la reaccion acrosémica se utiliza la técnica de tincién con azul de coomassie,
donde el acrosoma intacto se observa tefiido de azul y por el contrario, no se observa
acrosoma tefido en las cabezas de los espermatozoides que sufrieron la reaccién acrosomica.
Los espermatozoides reaccionados se distinguen facilmente de los no reaccionados al

microscopio (figura 13).
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Figura 13: Espermatozoides de raton con tincion de azul de coomassie, (*) indica reaccionado y (+) indica acrosoma

intacto. La barra corresponde a 5um.

Se contabilizaron al menos 200 espermatozoides por condicion en cada experimento y se
clasificaron como reaccionado o no reaccionado. Con estos valores se calcularon los
porcentajes de reaccidon acrosomica. La diferencia es significativa con un p<0,0001, siendo la
media * error estandar de los NC=8,9+1,0 y C=37,2+3,9 (t student, pareado) (figura 14).

Reaccion acrosomica

*

— 804 | 1

X

by

2 604 o,

§ .

o .

= 40 I

S .

‘: ...

2 20 oo

Q Ty

N

@

® o [ T I .
Q‘O [¥]

32



Figura 14: Porcentajes de reaccion acrosémica en espermatozoides de ratdon no capacitados (NC) y capacitados (C).
La diferencia es significativa con un p<0,0001 con prueba t Student pareado,, siendo la media + error estandar de los

NC=8,9+3,7 y C=37,2£13,9.

5.1.2 Aumento en porcentajes de hiperactivacion y parametros asociados.

En el sistema CASA es posible predeterminar los valores de cinética espermatica para obtener
el porcentaje de espermatozoides hiperactivados. En este caso los valores de corte fueron:
ALH>8uM, VCL>180um/s y LIN<50 uym. Se observan también las trayectorias individuales de
cada espermatozoide con sus velocidades representadas y se logran detectar patrones de
motilidad caracteristicos de la hiperactivacion (figura 15). La velocidad curvilinea (VCL, ym/s)
es la distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de su trayectoria real por unidad de
tiempo y la velocidad rectilinea (VSL, um/s) es la distancia recorrida por el espermatozoide
entre el primer punto y el ultimo de su trayectoria. Ademas calcula la distancia recorrida por el

espermatozoide a lo largo de la trayectoria media (VAP, um/s).

x
ESCALA 1 ESCALA
1/51.488 micras 1 1745 675 nicras

ESCALA I ESCALA
1/56.658 micras | 1/54.818 nicras
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Figura 15: Representacién esquematica de las velocidades calculadas en las trayectorias de cuatro espermatozoides
hiperactivados, detectados en sistema CASA. En rojo se representa la velocidad curvilinea (VCL), en verde la

velocidad media (VAP) y en azul la velocidad rectilinea (VSL).

La diferencia entre los valores obtenidos para cada condicibn se corresponde con los
esperados, aumentando el porcentaje de hiperactivaciéon en los espermatozoides capacitados.

El analisis estadistico pareado de t Student para no capacitados y capacitados arrojo un
p=0,0012 (figura 16).
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Figura 16: Porcentajes de hiperactivacion en espermatozoides de ratéon no capacitados (NC) y capacitados (C). La
diferencia es significativa con un p=0,0012 en prueba t Student pareado,, siendo la media + error estandar de los
NC=1,2+0,4 y C=12,2+0,9.

5.1.3 Fosforilacion en tirosina

Otro de los marcadores que se utilizaron para corroborar el estado de la capacitacién in vitro

fue la fosforilacion proteica, especificamente en residuos de tirosina. Se realizaron western
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blots de las proteinas obtenidas de espermatozoides no capacitados y capacitados. Se observo

un incremento de la fosforilacion en espermatozoides capacitados (figura 17).
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Figura 17: Western Blot representativo de los andlisis de fosforilacion en residuos de tirosina en proteinas de

espermatozoides capacitados y no capacitados.

5.1.4 Fecundacion in vitro (FIV): estandarizacion del método y obtencién
de embriones

Aunque la técnica para realizar la FIV en ratones esta bien descrita, se requiere de una
meticulosa puesta a punto inicial para lograr altos porcentajes de fecundacion. Los pasos para
alcanzar este objetivo varian desde la simple preparacion de materiales hasta la delicada
manipulacién de embriones. Se elaboran y esterilizan las pipetas para la manipulacién del
embrion, dejando su punta redondeada para asegurarse de no dafarlo al entrar en contacto
con los bordes y se preparan las placas con las gotas de lavado y fecundacion. Los medios que
se utilizan deben estar al pH y temperatura indicados, ya sean para capacitacion de
espermatozoides como para obtencion de ovocitos y posterior fecundacion.

El rendimiento de cada cepa es diferente para esta técnica y dependiendo de su trasfondo
genético pueden variar tanto en la superovulacién como en la tasa de fecundacion (Byers,

Payson, and Taft 2006). Se realizaron pruebas de superovulacion con hembras Balb/c y
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hembras C57BL/6 para comparar los resultados y utilizar la cepa que logre minimizar el uso de
animales obteniendo mas cantidad de ovocitos. Se obtuvo mas cantidad de ovocitos por
hembra utilizando la cepa Balb/c. Otro punto importante fue la concentracién de hormona

suministrada, llegando al mejor resultado con 7,5Ul/mL.

R\ 48 horas e\ 12-15 horas N
A - b, [ r b,
eCG (PMSG)7,5U1 —IP hCG 7,5U1 - IP

Figura 18: Esquema de protocolo de fecundacioén in vitro en ratones hembra Balb/c. Para la superovulacion se
inyectan 7,5Ul de eCG (PMSG) de manera intraperitoneal y 48hs después, de la misma forma, se inyectan 7,5Ul de
hCG. 12 a 15 horas después se sacrifican las hembras por dislocacion cervical y se colectan los oviductos.

Posteriormente, bajo lupa y en medio TYH 37°C se rasgan las ampulas para obtener los ovocitos.

Para la induccion de superovulacion se inyectaron 7,5Ul de eCG (PMSG) a cada hembra
madura (mayor a 4 semanas de edad) de manera intraperitoneal. 48hs después, de la misma
forma, se inyectaron 7,5Ul de hCG. Se extrajeron de las hembras superovuladas los oviductos
(@mpulas) entre 15 y 17Hs luego de la administracion hCG (figura 18). Para esto se
sacrificaron las hembras superovuladas por dislocacion cervical, se esterilizé la regién ventral
inferior y se realizé un corte de los tejidos epiteliales dejando al descubierto el aparato
reproductor. Se cortaron los fragmentos de oviductos con cuidado de no rasgar las ampulas
que contienen los ovocitos. Se colocaron en una placa con medio TYH completo de donde se
recuperaron los complejos cumulo-ovocito (COCs) bajo lupa (figura 19). Los COCs se
pipetearon en el menor volumen de medio posible y se llevaron a la placa de lavado donde se
realizé un pasaje por cada gota de medio (total de 3 lavados). Bajo lupa, se los dividié segun el

numero de placas de fertilizacién a utilizar para cada experimento y se los distribuy6 en cada
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una de ellas. Estas ultimas se dejaron en estufa a 37°C, 5% CO2 hasta el momento en que se

inocularon los espermatozoides en cada placa de fertilizacion.

Figura 19: Oviducto obtenido post superovulacion de ratones hembra donde se observa el ampula (A). El complejo

cumulus-ovocito fue aislado en gotas de medio (B y C). Las barras indican 50 um.

La capacitacién de espermatozoides se llevdo a cabo como se ha descrito anteriormente en
machos C57BL/6. Se obtuvieron los cuada epididimarios de ratones machos de 3 a 6 meses de
edad, previa dislocacion cervical del animal. Luego de la limpieza de la region ventral inferior se
realizé un corte de los tejidos epiteliales dejando al descubierto la zona del aparato reproductor.
Los cauda se colocaron en una placa con una gota de medio TYH completo (pH 7.3) cubierta
por aceite donde se realizaron pequefios cortes y se los llevé a la estufa (37°C, 5% CO2) por
15 minutos para permitir el swim out de los espermatozoides. Luego se retiraron los epididimos
y se llevo la muestra a analizar al sistema CASA del cual obtenemos los valores de motilidad y
concentracion iniciales de la muestra. Luego, se llevé la placa con la muestra nuevamente a la
estufa, y se los dejo capacitando durante 1hs 30min. Cuando realizamos FIV con diferentes
condiciones separamos la muestra en varios tubos o placas luego del swim out y previo a la
capacitacion. Culminado el tiempo de capacitacion, se realizé nuevamente el analisis por CASA
para medir los parametros de motilidad y concentracion nuevamente. Cuando la capacitacion
se realizo en presencia de un inhibidor de la cadena respiratoria mitocondrial ( ejemplo AA), la
muestra se centrifugd a baja velocidad para retirarlo y se analiz6 nuevamente en CASA. De
acuerdo a la condicién final de parametros de los espermatozoides se calculd el volumen del

in6culo a usar con los ovocitos a razén de un millén de espermatozoides por inéculo.
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Se dejaron las placas de fertilizacion (ovocitos + espermatozoides) durante 24Hs en la estufa
(37°C, 5% CO2). Transcurrido este tiempo se observaron bajo lupa y se separaron los ovocitos
fecundados (estadio de dos células) de los no fecundados y fueron contabilizados para obtener
el porcentaje de fecundacion de cada experimento. Los embriones se transfirieron a una nueva
gota de medio M16 o Global Total para su pasaje a blastocisto si se deseaba llegar a este

estadio (figura 20).

Figura 20: Embriones de raton obtenidos mediante FIV. A) Embriones de 2 células (indicados con flechas) 24 horas

post fertilizacion. B y C) embriones en estadio de blastocisto, 4,5 dias post fertilizacion.
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Objetivo 2

5.2 Analisis del rol de la mitocondria en la capacitacion

5.2.1 La reaccion acrosomica no se ve afectada cuando se inhibe la

funcion mitocondrial

El porcentaje de reaccion acrosomica se midio utilizando la tincion de Coomassie Blue,
contando como minimo 200 espermatozoides por condicién. Se realizaron extendidos de
espermatozoides no capacitados, capacitados control, capacitados en presencia de antimicina
A, capacitados inducidos con progesterona (100 yM) y capacitados inducidos con progesterona
en presencia de AA (figura 21). La diferencia entre el porcentaje de espermatozoides
reaccionados no capacitados y capacitados control es significativa, siendo el p=0,0003 en el
analisis estadistico t student pareado. La media + SEM del porcentaje de espermatozoides
reaccionados de los no capacitados es de 6,53+0,15 y la de los capacitados control es
28,30+£2,53. Sin embargo, al comparar el efecto de la AA sobre la reaccién acrosémica, no se
observaron diferencias significativas entre los porcentajes de espermatozoides capacitados
control y los capacitados en presencia del inhibidor mitocondrial tanto en RA espontanea como

en inducida con progesterona.
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Figura 21: Porcentaje de reaccion acrosomica en espermatozoides no capacitados, capacitados, capacitados en
presencia de AA, capacitados inducidos con progesterona y capacitados inducidos con progesterona en presencia
de AA. La diferencia entre el %RA de espermatozoides no capacitados y capacitados control es significativa
(p=0,0003). La media + SEM NC=6,5310,15 y Cap Ctl=28,30+2,53. No se observaron diferencias significativas entre
los porcentajes de espermatozoides capacitados control y los capacitados en presencia del inhibidor mitocondrial

tanto en RA espontanea como en inducida con progesterona (p=0,66 y p=0,85, respectivamente).

5.2.2 El porcentaje de hiperactivacion y la VCL disminuyen en los

espermatozoides cuando se afecta la funcion mitocondrial

Se utilizé un sistema de analisis computarizado (CASA) para el estudio de la motilidad. Se
analizaron al menos 500 espermatozoides por condicion en cada experimento. En cada campo
el sistema captura 25 imagenes por segundo, lo que permite reconstruir la trayectoria de cada
espermatozoide y clasificarlo de acuerdo a su tipo de motilidad: tipo a progresivo rapido, tipo b
progresivo lento, tipo ¢ no progresivo y tipo d inmoévil. Ademas, este sistema cuantifica los

valores cinéticos del movimiento espermatico y los expresa como la media de la poblacion
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estudiada. Se obtuvieron los valores de la velocidad curvilinea (VCL, uym/s), es decir, la
distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de su trayectoria real por unidad de tiempo.
Este parametro aumenta durante la capacitacion pero se observé que la VCL es menor en los
espermatozoides capacitados en presencia de AA (figura 22). Esta diferencia es significativa
con un p=0,0030 siendo la media * error estandar de la VCL control 69,33+7,94 y la de
capacitados con AA 39,28+6,37.
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Figura 22: A) Porcentaje de hiperactivacion es menor en espermatozoides capacitados en presencia de AA. B) La
VCL es menor en los espermatozoides cuando se afecta la funcién mitocondrial. Esta diferencia es significativa con
un p=0,0030 en prueba t Student pareado siendo la media + error estandar de la VCL control 69,331£7,94 y la de
capacitados con AA 39,28+6,37

5.2.3 La fosforilacion en tirosina no se ve afectada en espermatozoides

capacitados en presencia de antimicina A

Al capacitar los espermatozoides en presencia de AA no se observan diferencias en el patrén

de fosforilacion en tirosina con los espermatozoides capacitados control.

41



CAA c NC MPM

e [ 24
} B ™
L
L
-
L —!

Figura 23: Western Blot representativo de los analisis de fosforilacion en residuos de tirosina en proteinas de
espermatozoides no capacitados, capacitados control y capacitados en presencia de AA. No se observan diferencias

entre espermatozoides capacitados control y AA.

5.2.4 ElI porcentaje de fecundacion disminuye con espermatozoides
capacitados en presencia de antimicina A

Se realizaron 8 experimentos de fecundacion in vitro con espermatozoides capacitados en
presencia de AA y control. Los ovocitos fueron obtenidos mediante superovulacion secuencial
de ratones hembra. Se colocaron al menos 30 ovocitos por condicion y se afiadio la suspension
de espermatozoides capacitados, con o sin AA, a su respectiva placa de fertilizacion. Los
embriones se cultivaron in vitro durante 24 horas hasta la etapa de dos células y se contaron

para calcular la tasa de fecundacion: Nro. embriones en 2 células / Nro. ovocitos totales x 100.

Los resultados mostraron disminucion en la tasa de fecundacion cuando esta se realiza con
espermatozoides capacitados en presencia de AA, es decir, cuando se inhibe la funciéon
mitocondrial (figura 24). Esta diferencia es significativa siendo el p=0,0056. La media + error
estandar del porcentaje de FIV control es de 38,88+7,08 mientras que la de FIV con

espermatozoides capacitados en presencia de AA es de 15,2515,79.
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Figura 24: Efecto de la Antimicina A (AA) en la fecundacion in vitro (FIV). A) Porcentaje de fecundacién en ovocitos
fertilizados con espermatozoides control y espermatozoides capacitados en presencia de AA. p=0,005, prueba t de
Student . B) Ovocitos incubados con espermatozoides tratados con AA. C) Ovocitos incubados con espermatozoides

control.

Teniendo en cuenta que algunos parametros de la capacitacién y la FIV disminuyen en
presencia de inhibidores mitocondriales, decidimos analizar la funcion mitocondrial en

espermatozoides capacitados y compararlos con los no capacitados.

5.2.5 Los espermatozoides capacitados presentan mejor funcién

mitocondrial respecto a los no capacitados

Se analiz6 la funcion mitocondrial estudiando el consumo de oxigeno mediante respirometria
de alta resolucién en el equipo Oroboros Oxygraph 2k, en un total de 18 muestras de
espermatozoides intactos no capacitados y capacitados in vitro. A partir del analisis de los
registros de flujo de oxigeno (figura 25), se obtuvieron los parametros: respiraciéon basal,
consumo de oxigeno no dependiente de ATP (en presencia de oligomicina), respiracion maxima
(en presencia de FCCP) vy respiracién no mitocondrial (en presencia de AA). Y se calcularon

los indices RCR, eficiencia de acople y capacidad de reserva (Tabla 1).
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Se observa un aumento del RCR en los espermatozoides capacitados con un p=0,048 siendo
la media £ error estandar de los NC=3,194+0,33 vy la de los C=5,021+0,95. La eficiencia de
acople también es mayor en espermatozoides capacitados, p=0,01. No se observaron

diferencias en la capacidad de reserva (figura 25)
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Figura 25: Andlisis de la funcién mitocondrial en espermatozoides de raton. El RCR y la eficiencia de acople son
significativamente mayores en espermatozoides capacitados pero no hay diferencias en la capacidad de reserva. A)
Media * error estandar de RCR en espermatozoides no capacitados (NC) y capacitados (C), p=0,049. B) Media *
error estandar de eficiencia de acople en NC y C, p=0,01. C) Media * error estandar de capacidad de reserva en
NCy C, p=0,33.

Los datos obtenidos hasta el momento, en los que observamos que la actividad mitocondrial
aumenta durante la capacitacién y que el porcentaje de hiperactivacion y la tasa de
fecundacion disminuyen en espermatozoides que fueron capacitados en presencia de
inhibidores mitocondriales, sugieren que la hiperactivacion puede depender de la actividad
mitocondrial. La hiperactivacion depende de la entrada de calcio mediante CatSper. Por lo
tanto, hipotetizamos que la entrada de calcio por CatSper podria influir en el estado

mitocondrial, explicando los resultados obtenidos.

5.2.6 Calcio intracelular con Fluo-4

Realizamos un experimento preliminar en el que mostramos que la entrada de calcio a la

mitocondria disminuye cuando se incuba a los espermatozoides con inhibidores mitocondriales.
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Para analizar el calcio intracelular en espermatozoides de ratones WT durante la capacitacion

se utilizd el método de célula unica. Se obtuvieron espermatozoides de ratones WT y se

capacitaron en presencia de inhibidores mitocondriales (AA 2,5uM y FFCP 3uM) o control.

Durante la capacitacion también se incubaron con la sonda fluorescente Fluo-4. Las células

fueron inmovilizadas durante el ensayo sobre un portaobjetos y se obtuvieron imagenes que

luego se procesaron con ImagedJ.
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Figura 26: A) Espermatozoides de ratén incubados con Fluo-4 e inmovilizados en portaobjetos con laminina para su
adhesion durante los registros. La barra corresponde a 10um. B) Grafico representativo de la intensidad de
fluorescencia de Fluo-4 en espermatozoides capacitados control, estimulados con KCI y ionomicina. 75% de los
espermatozoides analizados en esta condicion responden frente al estimulo con KCI. C y E) Analisis de calcio
intracelular con Fluo-4 en espermatozoides WT capacitados en presencia de inhibidores mitocondriales. Se midi6 la
intensidad basal, luego se agregaron 50mM KCI y finalmente control con ionomicina 2uM. El porcentaje de respuesta
fue de 88% con AA y 50% con FCCP. Dy F) Analisis en espermatozoides capacitados control con agregado directo
de inhibidores mitocondriales y ionomicina durante el analisis. El porcentaje de respuesta fue de 71% con AA'y 0%
con FCCP.

Se estudiaron cambios en la concentracion de calcio intracelular frente a inhibidores
mitocondriales y control en dos modalidades diferentes. Una de ellas con los espermatozoides
capacitados en presencia del inhibidor y la otra afiadiendo el inhibidor directamente sobre las
células inmovilizadas. Para el control se afiadi6 50 mM KCI pH 7,4 y ionomicina 2uM (figura 27
B).

Los graficos representan los cambios en la fluorescencia luego de la sustracciéon de la
fluorescencia basal de las células que respondieron al estimulo. El porcentaje de células que
responden se indica en cada grafico. En espermatozoides WT capacitados en presencia de
inhibidores mitocondriales el porcentaje de respuesta fue de 88% con AA 'y 50% con FCCP. Por
otro lado, en espermatozoides capacitados control con agregado directo de inhibidores
mitocondriales durante el analisis el porcentaje de respuesta fue de 71% con AA y 0% con
FCCP (figura 26).

La sonda Fluo-4 se distribuye a lo largo de todo el espermatozoide, no exclusivamente en la
pieza intermedia. La fluorescencia medida correspondiente a cada pieza intermedia se
determina seleccionando la region de interés durante el analisis posterior con el software
ImagelJ.

En estos experimentos se observd menor entrada de calcio en la pieza intermedia ante la
despolarizacion de la membrana con KCI cuando los espermatozoides se capacitaron junto con
los inhibidores mitocondriales y que al agregar inhibidores directamente sobre espermatozoides
capacitados fijados, la entrada de calcio con AA fue menor y no hubo respuesta con el

desacoplante FCCP.

Continuando con la hipotesis de que la entrada de calcio podria explicar el aumento de la
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actividad mitocondrial en la capacitacion analizamos: 1) la funcidn mitocondrial por oximetria en
un medio sin calcio y 2) la funcién mitocondrial en ratones con modificaciones genéticas que

carecen de canales para entrada de calcio.

5.2.7 No se observa un aumento significativo del RCR en espermatozoides
capacitados en un medio sin calcio

Utilizando respirometria de alta resolucioén, se analizé la funcion mitocondrial espermatica en
las condiciones capacitado y no capacitado en un medio sin calcio + EGTA (TYH 0 Ca?*). No se
observd un aumento significativo en el RCR de los espermatozoides capacitados. En el
t-student pareado se obtuvo un p=0,28, la media + error estandar de los espermatozoides
NC= 5,57 + 1,05y la de los C=8,22 + 2,15 (figura 27).
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Figura 27: En el analisis de respirometria de alta resolucion en medio TYH 0 Ca? no se observd un aumento
significativo en el RCR de los espermatozoides capacitados. En el t-student pareado se obtuvo un p=0,28, con una

media * error estandar de los espermatozoides NC= 5,57 + 1,05 y C=8,22 + 2,15.
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5.2.8 No se observan diferencias significativas entre el RCR de los

espermatozoides capacitados y no capacitados de ratones Catsper KO y

Slo3 KO

Mediante respirometria de alta resolucion, se analizé la funcidén mitocondrial espermatica de 5

ratones Catsper KO, en las condiciones capacitado y no capacitado. Utilizamos nuevamente el

equipo Oroboros oxygraph 2k y obtuvimos los valores e indices que se muestran en la Tabla 1.

En el t Student pareado se obtuvo un p=0,84, la media * error estandar de los espermatozoides

NC=2,12+0,22 y la de los C=2,05+£0,31. No se observé un aumento significativo en el RCR de

los espermatozoides capacitados como si se observo en los espermatozoides wild type (figura

30). Se analizaron 8 muestras de ratones Slo3 KO por respirometria de alta resolucion y se

obtuvieron los valores e indices que se muestran en la Tabla 1. En el t Student pareado de los

RCR se obtuvo un p=0,19, la media % error estandar de los espermatozoides NC=3,066+0,21 y

la de los C=3,81+0,41. No aumentd significativamente el RCR de los espermatozoides

capacitados (figura 28).
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Figura 28: A) Analisis de la funcion mitocondrial en espermatozoides de raton KO para Catsper. Media + error

estandar de RCR en espermatozoides NC y C. t student pareado arroj6é un p=0,84, no significativo. B) Andlisis de la

funcién mitocondrial en espermatozoides de ratén KO para Slo3. Media * error estdandar de RCR en
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espermatozoides NC y C. t student pareado arrojé un p=0,19, no significativo.

Por otro lado, la media de los valores de RCR en espermatozoides capacitados KO es menor a
la media de los WT con valores de Catsper KO=2,05+0,31 y WT=5,02+0,95. (Figura 29).
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Figura 29: Grafica representativa de registros de consumo de oxigeno de espermatozoides capacitados WT (rojo) y
Catsper KO (azul). Se mide el consumo de oxigeno luego de la adicion de diferentes inhibidores y desacoplantes
mitocondriales: Oligomicina (Oligo), Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) y Antimicina A (AA). El

RCR de los espermatozoides CatSper KO es menor a los WT.
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Tabla 1: indices y parametros de respirometria de alta resolucién de espermatozoides capacitados y no capacitados

de ratones WT, Catsper KO y Slo3 KO.

INDICES

Eficiencia de
acople

RCR

Capacidad de
reserva

Objetivo 3

NC

0,43

+0,03

3,20

+0,33

1,7+

0,15

WT

0,52

10,04

5,00

+0,95

p-valor

0,01

0,048

0,33

NC

0,37

+0,03

2,12

+0,23

1,34

+0,16

CatSper KO

0,32

+0,05

2,05

+0,31

1,43

10,27

p-valor

0,1

0,84

0,72

NC

0,36

10,04

3,07

+0,21

1,94

10,14

Slo3 KO
C p-valor

0,34 0,80
10,06

3,82 0,19
10,41

2,39 0,12
10,21

5.3 Analisis morfolégico de las mitocondrias en la capacitacion.

Automatizacion de cuantificacidon de parametros morfolégicos en

la pieza intermedia

Para poder analizar si la capacitacion se acompana de modificaciones en la morfologia

mitocondrial, se incubaron los espermatozoides de ratén con Mitotracker en condiciones
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capacitantes y no capacitantes. Al observar en microscopio de fluorescencia, distinguimos
claramente el acrosoma marcado con la sonda PNA con su caracteristica forma de gancho,
posicionado en la zona anterior de la cabeza del espermatozoide. Por otro lado, la mayoria de
los espermatozoides presentaron marcada su pieza intermedia con rojo de la sonda MitoTracker
Red. Sin embargo, no todos los espermatozoides presentaban el mismo patron de intensidad

y/o distribucién de MitoTracker en la pieza intermedia.
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Figura 30: Esquema de obtenciéon de ROIls e histogramas de la pieza intermedia de espermatozoides de raton
utilizando la sonda fluorescente Mitotracker Red y lectina PNA para visualizaciéon de la reaccion acrosémica. a) Se
observan en rojo (Mitotracker Red) las piezas intermedias donde se localizan las mitocondrias. b) Los
espermatozoides no reaccionados muestran el acrosoma intacto (fluorescencia verde intensa) mientras que en los
espermatozoides reaccionados no se observa dicha marca. ¢) Las ROIs se detectan umbralizando la imagen y
analizando las particulas. d) Merge de las imagenes a y b con sus ROls. e) Histogramas correspondientes a cada

una de las piezas intermedias medidas.

Inicialmente se seleccionaron las regiones de interés (ROls, por sus siglas en inglés) para las
piezas intermedias de forma manual en el programa de uso libre Imaged-FIJI con las
herramientas de umbralizacion y analizar particulas. Las ROls se listan en el ROl manager
pudiendo renombrarlas, organizarlas e incluso afadir algun punto que no queda incluido en la
ROI. Se obtienen datos morfolégicos y de intensidad de fluorescencia de cada ROI. Ademas, se

obtuvieron los histogramas individuales de cada ROI (figura 30).

()]
—_



A medida que avanzamos en la obtencién de imagenes surgié la necesidad de automatizar este
proceso y con esto lograr agilizar y eliminar errores técnico-dependiente en el momento de
seleccionar la ROl manualmente. Para esto se trabajo en conjunto con el grupo de ingenieros
del nucleo IMAGINA. Se desarrollé un plug in que renombra las imagenes, segmenta las piezas
intermedias y las mide obteniendo parametros morfolégicos y de intensidad de fluorescencia,
entre otros. También fue posible obtener ROIs mas uniformes y acordes a la pieza intermedia
analizada (figura 31), sin necesidad corregir ni unir manualmente los puntos que no se lograban
detectar umbralizando manualmente.

Los scripts se detallan en el apéndice A y se pueden cargar en el software de uso libre ImageJ

FIJI desde Plugins/Macros/Run.

Figura 31: ROIs detectadas automaticamente utilizando el médulo segmentation del p/ug in. A) Imagen de campo
claro de dos espermatozoides de ratdén con su ROI correspondiente. B) Merge de imagenes de Mitotracker Red y
Lectina PNA. Segun el estado del acrosoma los espermatozoides son clasificados como reaccionado o no

reaccionado.
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Se estudiaron las diferencias entre las piezas intermedias de espermatozoides capacitados y no
capacitados en 3 ratones. Se analizaron 70 piezas intermedias en total, de las cuales 21
pertenecen a espermatozoides no capacitados y 49 a espermatozoides capacitados. Se observa
que la media del area (en pixeles, sin calibrar a ym) de las piezas intermedias de
espermatozoides capacitados es significativamente menor que la de los no capacitados con un
p=0,0001 (figura 32 A). Para analizar si esto podia depender de cambios que se producen en
espermatozoides durante la capacitacion, los espermatozoides se analizaron discriminando
entre los que habian sufrido o no la RA. Los datos obtenidos a partir de las ROls se agruparon
segun acrosoma no reaccionado o reaccionado. Se analizaron un total de 101 piezas
intermedias de 3 ratones diferentes de las cuales 42 pertenecen a espermatozoides capacitados
no reaccionados y 59 a espermatozoides capacitados reaccionados. De manera preliminar,
podemos observar que el area disminuye en espermatozoides reaccionados (figuras 32 By C).

Cabe destacar que estos ultimos datos pertenecen solamente a espermatozoides capacitados
espontaneamente. Actualmente continuamos realizando experimentos en nuevas condiciones

de no capacitados y capacitados inducidos.
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Figura 32: Andlisis preliminar de piezas intermedias medidas con el software Imagej, prueba t student no pareado. A)
Media de las areas de las piezas intermedias seleccionadas manualmente (en pixeles, sin calibrar a ym) en
espermatozoides no capacitados y capacitados. El area de los espermatozoides capacitados es significativamente
menor que la de los no capacitados, p=0,0001. B) Media por ratén de las areas de las piezas intermedias medidas

automaticamente con el plug in en espermatozoides capacitados. El area de los espermatozoides R es menor a la

53



de NR, p=0,09. C) Areas de las piezas intermedias de espermatozoides capacitados. El &area de los

espermatozoides R es menor a la de NR, p=0,009.

Los espermatozoides que habian sufrido reaccion acrosémica, mostraron menor intensidad de

fluorescencia en sus piezas intermedias (figura 33).
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Figura 33: Analisis preliminar de piezas intermedias seleccionadas y medidas automaticamente con el plug in en el
software Imagej. Intensidad de fluorescencia de las piezas intermedias en espermatozoides capacitados. La

fluorescencia de los espermatozoides R es significativamente menor a la de NR, p=0,0017.

Finalmente, la incubacion de los espermatozoides de raton con Mitotracker Red no impidio la

interaccion de los espermatozoides con el ovocito ni la formacién de embriones saludables en

las FIV realizadas (figura 34).
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Figura 34: FIV con espermatozoides capacitados en presencia de Mitotracker red. A) Ovocito en contacto con
espermatozoides. B,C) Embrion de dos células y ovocito no fecundado 24hs post-fertilizacion. Microscopia de campo

claro y fluorescencia, respectivamente.

6. Discusion

En este trabajo nos propusimos estudiar el rol de la mitocondria en la capacitacion espermatica
en un modelo de raton. Los espermatozoides recién eyaculados son incapaces de fertilizar al
ovocito. Para poder hacerlo deben residir cierto tiempo en el tracto genital femenino donde
sufren una serie de cambios bioquimicos y funcionales conocidos como capacitacion (Chang
1951). Luego de la capacitacion los espermatozoides adquieren su capacidad fecundante y
esto se debe principalmente a la adquisicién de un patron de motilidad conocido como
hiperactivacion, la capacidad de llevar a cabo la reaccion acrosémica inducida y la adquisicién
de un patron caracteristico de fosforilacion en tirosina (P. E. Visconti et al. 1999) (Suarez 2008).
La capacitacién se puede desarrollar in vitro incubando a los espermatozoides en un medio que
contenga las concentraciones adecuadas de al menos tres elementos: Ca®*, HCO; y albumina
(P. E. Visconti et al. 1995).

En primera instancia, fue necesario estandarizar el estudio de indicadores que nos permitieran
comprobar que las muestras se encuentran capacitadas. Debido a la complejidad que presenta

el proceso de capacitacion y el hecho de que tiene lugar en el interior del tracto femenino, se ha
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recurrido a estudiarlo, principalmente, en condiciones in vitro. Aunque la técnica de
capacitacion in vitro esta bien establecida, existen variaciones entre los laboratorios que llevan
a cabo este proceso. Por ejemplo; se han reportado diferencias en los valores de
hiperactivacion que se obtienen segun los medios capacitantes utilizados (Benon and Linet
2005) como: TYH (Toyoda 1971) (Navarrete et al. 2016), (Navarrete et al. 2019), HTF
(Behringer et al. 2014) (Nakagata 1996) (La Spina et al. 2016) y medios comerciales como
Fertiup CARD (Wigger, Troder, and Zevnik 2021) . En cuanto al estudio de la motilidad, los
equipos y sistemas de software de analisis SCA (Microptics) y CASAnova (Hamilton-Thorne)
son los mas utilizados (Goodson et al. 2011) (Goodson et al. 2017) (Mortimer, van der Horst,
and Mortimer 2015), pero existen diferencias entre ellos asi como en la seleccién de
parametros que permiten obtener porcentajes de hiperactivacion, variando principalmente en la
VCL, ALH y LIN. Un estudio realizado con tres sistemas CASA distintos pero utilizando las
mismas grabaciones reportd diferencias en los parametros de motilidad obtenidos
(Boryshpolets et al. 2013). Es importante destacar que la mayoria de los sistemas CASA
operan siguiendo los movimientos de la cabeza, es decir, que miden el movimiento flagelar sélo
indirectamente (H. C. Ho and Suarez 2001). En cuanto a la induccién de RA e hiperactivacion,
se utilizan diferentes reactivos: ZP (Jin et al. 2011) (Rankin et al. 1996), progesterona
(Pérez-Cerezales, Lépez-Cardona, and Gutiérrez-Adan 2016) (Ryu et al. 2014) (Balestrini et al.
2021), A23187 (Sanchez-Cardenas and Montoya, n.d.) (Navarrete et al. 2016), y en
concentraciones variables. En nuestro laboratorio se logré estandarizar técnicas para
corroborar la efectividad de la capacitacién in vitro en espermatozoides de ratén. Antes y
después de la capacitacion, se evalud la motilidad espermatica en el sistema CASA Microptic
SCA, se realizaron extendidos para cuantificar el porcentaje de reaccién acrosémica, western
blot para fosforilacion en tirosina y fecundacion in vitro. En nuestros experimentos, se observo
un aumento de espermatozoides que sufrieron RA luego de la capacitacion y un aumento de
los espermatozoides hiperactivados en un porcentaje similar a lo previamente reportado
(Lybaert et al. 2009) (Sansegundo, Tourmente, and Roldan 2022). Ademas, se logré poner a
punto la técnica de FIV en ratones. Las tasas de ovocitos obtenidos por hembra mediante
superovulacién y de fecundacién también fueron similares a las reportadas por otros
laboratorios (Longenecker et al. 2021). Los embriones se llegaron a cultivar exitosamente hasta

estadio de blastocisto.
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Obtenido un modelo de capacitacion objetivable por métodos que mostraron resultados
similares a otros laboratorios, procedimos a analizar la funcibn mitocondrial en
espermatozoides capacitados y no capacitados.

Para intentar comprender cual es el papel de la mitocondria en la capacitacion se comenzé
estudiando el consumo de oxigeno mediante respirometria de alta resolucién en
espermatozoides no capacitados y capacitados. La importancia de la mitocondria en la funcién
espermatica ha sido demostrada en diferentes estudios que la consideran la principal fuente de
ATP para motilidad y homeostasis celular (St John 2002; Travis et al. 1998). Sin embargo, el rol
de la mitocondria en el metabolismo espermatico continia siendo un tema controversial
(Losano et al. 2017). También la glucdlisis tiene un rol importante en la produccion energética
en el espermatozoide de ratéon (Mukai and Okuno 2004). Mas recientemente, utilizando el
analizador de flujo extracelular Seahorse XFe96 se estudiaron cambios en el metabolismo
durante la capacitacién en tiempo real (Balbach et al. 2020). Con esto se pudo monitorear
simultdneamente la glucdlisis y fosforilacion oxidativa en espermatozoides vivos y en
movimiento midiendo el flujo de protones y consumo de oxigeno en tiempo real (Balbach, Buck,
and Levin 2020). Se observo que tanto la glucolisis como la fosforilacion oxidativa aumentan
durante la capacitacion espermatica (Balbach et al. 2020). Esto es concordante con lo que
demostramos en este trabajo mediante respirometria de alta resolucién en oroboros,
observandose que la funcién mitocondrial es mayor en los espermatozoides capacitados
(donde los indices aumentan: eficiencia de acople y el RCR). En un estudio reciente se ha
revelado que el espermatozoide de raton exhibe un cambio en el uso de su via metabdlica
principal, de fosforilacién oxidativa a glucolitica, como consecuencia de la capacitacion
(Tourmente et al. 2022). Es probable que esto sea, no para aumentar la produccién total de
ATP, sino para sostener los niveles de ATP, asegurando asi la provision localizada de ATP en
las regiones flagelares con demandas energéticas especificas que surgen durante la
capacitacion (Tourmente et al. 2022). Nuestros resultados no excluyen que la via glicolitica
pueda jugar un rol en la capacitacién pero si subrayan la necesidad de un aumento de la
actividad mitocondrial durante la misma.

Este aumento en la actividad mitocondrial es importante para que se produzca la
hiperactivacién y la fecundacién. Esto estd en concordancia con datos recientes de otros
autores, (Giaccagli et al. 2021) quienes observan un aumento del potencial de membrana
mitocondrial durante la capacitacién de espermatozoides de raton. Estos autores encuentran

disminucion en el porcentaje de espermatozoides hiperactivados cuando las muestras son

57


https://paperpile.com/c/a1GcBn/KLcV+lPie
https://paperpile.com/c/a1GcBn/o6BP
https://paperpile.com/c/a1GcBn/MxkJ
https://paperpile.com/c/a1GcBn/J0W5
https://paperpile.com/c/a1GcBn/haxo
https://paperpile.com/c/a1GcBn/haxo
https://paperpile.com/c/a1GcBn/J0W5
https://paperpile.com/c/a1GcBn/LCti
https://paperpile.com/c/a1GcBn/LCti
https://paperpile.com/c/a1GcBn/Bzwz

tratadas con desacoplantes mitocondriales asi como asociacion positiva de los
espermatozoides matiles y el potencial de membrana mitocondrial (Giaccagli et al. 2021).

La motilidad es uno de los parametros mas relevantes de la funcién espermatica ya que la
célula debe recorrer un largo trayecto en el tracto reproductor masculino y femenino para lograr
el encuentro con el ovocito. EI cambio de tipo de movimiento progresivo al de hiperactivacion
es un marcador de la capacitacion y es necesario para que la fecundacion ocurra. Mas aun, la
hiperactivacion se considera un buen indicador de la fertilidad del espermatozoide in vivo (S.
Y. Chan et al. 1989) y se correlacionan con altas tasas de fecundacion in vitro (Liu, Clarke, and
Baker, n.d.). En ese sentido, el hecho de que el porcentaje de hiperactivacién y la tasa de FIV
bajan significativamente cuando los espermatozoides se incuban con AA sugiere que la
mitocondria juega un papel importante en la fecundaciéon y que esto ocurre a través de los
cambios de motilidad del espermatozoide, coincidiendo con lo mostrado por otros autores
(Giaccagli et al. 2021).

Contrariamente, no observamos cambios en la fosforilaciéon en tirosina ni en el porcentaje de
RA en presencia de inhibidores mitocondriales. Como se indicd, los cambios i6nicos del
espermatozoide se acompafian de aumento del cAMP, fosforilacion de protein kinasa A 'y
fosforilacion en tirosina (P. E. Visconti et al. 1995) (P. E. Visconti and Kopf 1998) (Sansegundo,
Tourmente, and Roldan 2022). Nuestros resultados no mostraron diferencias en el patrén de
fosforilacion en tirosina cuando fueron capacitados en presencia de inhibidores mitocondriales
sugiriendo que este organelo no participa en dicho mecanismo. Similares resultados fueron
reportados recientemente (Giaccagli et al. 2021), en linea con reportes previos (Travis et al.,
2001; Goodson et al.,, 2012; Balbach et al., 2020). Tomados en conjunto, estos resultados
indican que la funcion mitocondrial podria no ser esencial para sostener la fosforilacion de las
proteinas espermaticas. Podriamos concluir que existen otras rutas metabdlicas que serian
suficientes para mantener la fosforilacion.

Una hipétesis similar se puede plantear para explicar el hecho de que el porcentaje de RA no
se modifica con la inhibicion de la funcidon mitocondrial. Es posible que la fuente de ATP
necesaria para el proceso de exocitosis no sea dependiente de la mitocondria. También es
posible que puedan existir eventos de la capacitacion que se produzcan en diferentes
momentos y que el aumento de la actividad mitocondrial necesite mas tiempo que otros de los

fendmenos descritos de la capacitacién (Giaccagli et al. 2021)
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En el espermatozoide, el calcio tiene un rol central en los eventos que preceden a la
fertilizacién, especificamente en la motilidad, quimiotaxis y reaccion acrosémica. La relevancia
del calcio en la fisiologia de las células eucariotas se refleja en varias enzimas dependientes de
calcio, reservorios de calcio intracelular y canales de calcio (Freitas, Vijayaraghavan, and
Fardilha 2017). El aumento de la concentracién de calcio intracelular es un punto importante en
el control de la capacitacion (Correia, Michelangeli, and Publicover 2015) y esto estd mediado
por el canal de calcio CatSper, espermatico especifico (Lishko and Mannowetz 2018) (Ren et
al. 2001). Los ratones CatSper knockout (KO) son infértiles porque sus espermatozoides no
logran hiperactivarse y por lo tanto no fecundan los ovocitos. Slo3 es un canal de potasio
especifico del espermatozoide que controla la entrada de calcio al espermatozoide mediante
CatSper (Chavez et al. 2014). Los ratones KO para este canal son infértiles porque sus
espermatozoides no se hiperactivan ni realizan RA (Santi et al. 2010) (Zeng et al. 2011).
Mediante respirometria de alta resolucion se analiz6 la funcion mitocondrial en estos mutantes
infértiles y no se observaron diferencias significativas entre el RCR de los ratones KO
capacitados y no capacitados. Ademas, la media de los valores de RCR en espermatozoides
capacitados CatSper KO es menor a la media de los capacitados WT. Esto sugiere que el
aumento de la actividad mitocondrial durante la capacitacion es dependiente de la entrada de
calcio por Catsper.

Las mitocondrias son organelos dinamicos que pueden variar su tamafo y forma dependiendo
de su estado metabdlico (D. C. Chan 2020). La funcién mitocondrial se puede monitorear
utilizando sondas fluorescentes cationicas tales como MitoTracker y JC-1 (Amaral and
Ramalho-Santos 2010). Este tipo de sondas permiten visualizar selectivamente la mitocondria
en la pieza intermedia dependiendo del potencial de membrana mitocondrial y por lo tanto,
segun algunos autores, se pueden utilizar para discriminar células con mitocondrias activas
(Moscatelli et al. 2017). MitoTracker Red difunde pasivamente a través de la membrana
mitocondrial y se acumula en las mitocondrias activas. No existe mucha bibliografia previa
respecto a la medicion automatizada de la pieza intermedia pero si hay registros sobre el uso
de MitoTracker como monitoreo para potencial de membrana mitocondrial (Moscatelli et al.
2017) (Sousa et al. 2011) (Skinner et al. 2022). En este trabajo se logré automatizar la
seleccion de regién de interés (pieza intermedia) reduciendo considerablemente el error técnico
dependiente, ademas de realizar el analisis de manera mas rapida y eficazmente. Con ello se
observaron cambios en la pieza intermedia durante la capacitacion que podrian indicar un

remodelamiento de las mismas durante este proceso. Sin embargo si este evento tiene
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implicancias funcionales, tanto en el metabolismo mitocondrial como del propio espermatozoide
debera ser objeto de futuros estudios.

Parte de estos resultados se publicaron recientemente en un articulo en colaboracion con el
laboratorio de la Dra. Santi de la Universidad Washington de Saint Louis (Ferreira et al. 2021).
En este se analiza la actividad mitocondrial ligada a la activacion de CatSper en la capacitacion
de espermatozoides de ratdén, concluyendo que la actividad mitocondrial aumenta durante la
capacitacion y contribuye a la hiperactivacion y fertilizacion. También se encontré que el
aumento en la eficiencia de acople es consistente con la entrada de Ca®" a través de los

canales de calcio CatSper (Ferreira et al. 2021).

7. Conclusiones

En suma:
e Nuestros datos apoyan la idea de que las mitocondrias son necesarias para que el
espermatozoide adquiera su capacidad fecundante.
e Observamos que la actividad mitocondrial aumenta en la capacitacion y esto depende
de la entrada de calcio por catsper.
e Los resultados sugieren que las mitocondrias podrian actuar corriente abajo de la

entrada de calcio al flagelo

8. Perspectivas

A pesar de los avances en investigacién que se han reportado en este ultimo tiempo, el rol de
la mitocondria en la capacitacion espermatica continia siendo un tema controversial. El hecho
de contar con la capacitacién in vitro estandarizada en nuestro laboratorio nos permitira

ahondar en estos estudios.
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En particular, haber logrado la puesta a punto de la técnica de FIV en ratones puede abrir
nuevos caminos para estudiar la evolucién de los embriones en los diferentes estadios y

eventualmente en crias nacidas vivas mediante la implantacién de estos embriones.

Por otro lado, se destaca el desarrollo del plug in para medir de manera automatizada
caracteristicas de la pieza intermedia en el software libre Imaged. En un futuro seria interesante
lograr estandarizarlo para utilizar con diferentes sondas fluorescentes dirigidas a la mitocondria

asi como también extenderlo a espermatozoides de otras especies, en particular del humano.
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11. Apéndices

Apendice A

Scripts utilizados en el software libre FIJI - ImageJ
Rename.py

from ij import IJ, ImagePlus, ImageStack, CompositeImage
import os

import shutil

import math

from ij.io import FileSaver

from ij.plugin import ContrastEnhancer

from ij.plugin.frame import RoiManager

from 1ij.plugin.filter import ParticleAnalyzer as PA, GaussianBlur as GB,
Analyzer, Filler

from ij.measure import Measurements as ms, ResultsTable

from java.awt import Color

from ij.process import LUT, ImageConverter

from ij.plugin import Selection, RoiEnlarger, RoiScaler, RoiRotator,

Straightener

from ij.gul import ShapeRoi
from operator import itemgetter
threshold = 200

srcDir = IJ.getDirectory("Input directory")

outDir = IJ.getDirectory("Output directory")

mydict={"'number':[], 'filename':[]}
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filenames=o0s.listdir (srcDir)

subdirs = []

for filename in filenames: # loop through all the files and folders

if os.path.isdir(os.path.join(srcDir, filename)): # check whether the current

object is a folder or not subdirs.append(filename)

subdirs.sort ()

print (subdirs)

for subdir in subdirs:

for fileName in os.listdir((os.path.join(srcDir,subdir))):

if fileName[-4:] == '.tif':

imp = IJ.openImage (os.path.join(srcDir,subdir, fileName))

imp2save = imp.duplicate()

IC=ImageConverter (imp)

IC.convertToRGBStack ()

print (subdir, fileName)

stack=imp.getImageStack ()

R=[]

for p in stack.getPixels (1) :

if p = 128:

R.append (p)

R.sort ()

G=[1]

for p in stack.getPixels(2):

if p != 128:

G.append (p)
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for p in stack.getPixels (3):

if p = 128:

B.append (p)

B.sort ()

maxR=sum (R[-20:])

maxG=sum (G[-20:])

maxB=sum (B[-20:7])

print (fileName, maxR, maxG, maxB)

if maxR >= 0 and maxG >=0 and maxB >=0:

if maxR > maxG+threshold:

color = '"MTK'

elif maxG > maxR+threshold:

color = 'LEC'

else:

color = 'CF'

else:

color = 'CF'

IJ.saveAs (impZ2save, 'tiff', (os.path.join(outDir,color+" "+subdir)))

Segmentation.py

from ij import IJ, ImagePlus, ImageStack, CompositeImage
import os

import shutil

import math
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from ij.io import FileSaver
from ij.plugin import ContrastEnhancer
from ij.plugin.frame import RoiManager

from 1ij.plugin.filter import ParticleAnalyzer as PA, GaussianBlur as GB,

Analyzer, Filler

from ij.measure import Measurements as ms, ResultsTable
from java.awt import Color

from ij.process import LUT, ImageConverter

from ij.plugin import Selection, RoiEnlarger, RoiScaler, RoiRotator,

Straightener

from ij.gui import ShapeRoi

from operator import itemgetter

def findParticles (inputDir, inputImp, minSize, maxSize, minCirc, maxCirc):

#retorna una ImagePlus binaria que contienen las mascaras de las particulas

entre maxsize y minsize
options = PA.SHOW_ NONE
#PA.SHOW MASKS \
#+ PA.EXCLUDE EDGE PARTICLES \
#+ PA.INCLUDE HOLES \
#+ PA.SHOW_RESULTS \

#+ PA.ADD TO MANAGER \

# Create a table to store the results

rt = ResultsTable()

# Create a hidden ROI manager, to store a ROI for each blob or cell

rm = RoiManager (True) .getInstance ()

if (rm==None) :

rm = RoiManager ()
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measureOptions = ms .AREA |ms.PERIMETER | ms .CIRCULARITY | ms .CENTROID
|ms.SHAPE DESCRIPTORS

p = PA(options, measureOptions, rt, minSize, maxSize, minCirc, maxCirc)
p.setHideOutputImage (True) #para no mostrar la imagen de salida "Show"

p.setRoiManager (rm) #dejo pronto para que las regiones de salida queden en el
RoiManager

#resulta que ParticleAnalyzer busca regiones con fondo blanco
#porlo tanto tengo que invertir inputImp
IJ.run (inputImp, "Invert","")
if p.analyze (inputImp) :
print "All ok"
else:
print "There was a problem in analyzing", inputImp
return rm #retorna el roi manager con las regiones de interes
def findParticles (inputDir, inputImp, minSize, maxSize, minCirc, maxCirc):

#retorna una ImagePlus binaria que contienen las mascaras de las particulas
entre maxsize y minsize

options = PA.SHOW NONE
#PA.SHOW MASKS \
#+ PA.EXCLUDE_EDGE PARTICLES \
#+ PA.INCLUDE HOLES \
#+ PA.SHOW_RESULTS \
#+ PA.ADD TO MANAGER \
# Create a table to store the results
rt = ResultsTable()

# Create a hidden ROI manager, to store a ROI for each blob or cell

rm = RoiManager (True) .getInstance ()
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if (rm==None) :

rm = RoiManager ()

measureOptions = ms.AREA |ms.PERIMETER | ms.CIRCULARITY | ms.CENTROID
|ms.SHAPE DESCRIPTORS

p = PA(options, measureOptions, rt, minSize, maxSize, minCirc, maxCirc)

p.setHideOutputImage (True) #para no mostrar la imagen de salida "Show"

p.setRoiManager (rm) #dejo pronto para que las regiones de salida queden

en el RoiManager

#resulta que ParticleAnalyzer busca regiones con fondo blanco

#porlo tanto tengo que invertir inputImp

IJ.run (inputlmp, "Invert", " ")

if p.analyze (inputImp) :

print "All ok"

else:

print "There was a problem in analyzing", inputImp

return rm #retorna el roi manager con las regiones de interes

srcDir = IJ.getDirectory("Input directory")

roiDir = os.path.join(srcDir, 'ROIs"')

maskDir = os.path.join(srcDir, 'masks"')

if not os.path.exists(roiDir):

os.makedirs (roiDir)

if not os.path.exists (maskDir):

os.makedirs (maskDir)

fileNames=o0s.listdir (srcDir)

for fileName in fileNames:

if 'MTK' in fileName:
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#IJ.saveAs (impMask, '

#abro image y duplico

imp = IJ.openlmage (os.path.join(srcDir,fileName))

impNormal = imp.duplicate()

#convierto a RGBStack

IC=ImageConverter (imp)

IC.convertToRGBStack ()

stack=imp.getImageStack()

#separo el slice que quiero

color ='rojo'

ipColor=stack.getProcessor (1)

impColor = ImagePlus (fileName[0], ipColor)

#blur, thershold y mask

GB () .blurGaussian (ipColor, 3)

impMask=impColor.duplicate ()

IJ.setAutoThreshold (impMask, 'MaxEntropy')

IJ.run (impMask, 'Convert to Mask','')

tiff',os.path.join(srcDir, subdir,color+' mask'))

#abro rois

rm = RoiManager (True) .getInstance ()

if (rm==None) :

rm = RoiManager ()

rm.reset () #dejo la lista de rois vacia

#uso el Particle Analyzer y pongo los roi en una variable

rm = findParticles(srcDir, impMask, 1000, 200000, 0O, 1)

roisArray = rm.getRoisAsArray ()
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los roi

rm.reset ()

#copio la imagen y aplico fill holes para comparar las medias de

impMaskFH=impMask.duplicate ()

IJ.run (impMaskFH, 'Fill Holes','"')

newRois=[]

impMask.getProcessor () .setValue (0)

for roi in roisArray:

rm.addRoi (roi)

rm.select (impMaskFH, 0)

saveMeasurements = Analyzer.getMeasurements ()

measureOptions = ms.MEAN

Analyzer.setMeasurements (measureOptions)

rt = rm.multiMeasure (impMaskFH)

meanFH = rt.getValueAsDouble (0,0)

rt.reset ()

rm.select (impMask, 0)

rt = rm.multiMeasure (impMask)

mean = rt.getValueAsDouble (0,0)

Analyzer.setMeasurements (saveMeasurements)

rt.reset ()

rm.reset ()

if meanFH==mean:

newRois.append(roi)

else:

impMask.getProcessor () .fill (roi)
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IJ.saveAs (impMask, 'tiff',os.path.join(maskDir, fileName[:-4]+' mask'))
for roi in newRois:
rm.addRoi (roi)

rm.runCommand ('Save',os.path.join(roiDir, 'ROI_ '+fileName[:-4]+'.zip'"))
rm.reset ()
#uso el Particle Analyzer y pongo los roi en una variable
IJ.run (impMask, "8-bit", "")
IJ.run (impMask, "Options...", "iterations=3 count=1 do=Nothing")
IJ.run (impMask, "Open", "")
IJ.run (impMask, 'Invert',6'')
rm = findParticles(srcDir, impMask, 1000, 200000, O, 1)
#impMask.show ()
roisArray = rm.getRoisAsArray ()

rm.reset ()
IJ.saveAs (impMask, 'tiff',os.path.join(maskDir, fileName[:-4]+' open mask'))

for roi in roisArray:
rm.addRoi (roi)

rm.runCommand ('Save',os.path.join(roiDir, 'ROI_ '+fileName[:-4]+' open.zip'))

Measurements.py

from ij import IJ, ImagePlus, ImageStack, CompositeImage
import os

import shutil

import math

from ij.io import FileSaver

from ij.plugin import ContrastEnhancer
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from ij.plugin.frame import RoiManager

from ij.plugin.filter import ParticleAnalyzer as PA,

Analyzer, Filler

from ij.measure import Measurements as ms, ResultsTable
from java.awt import Color

from ij.process import LUT, ImageConverter

from ij.plugin import Selection, RoiEnlarger,

Straightener

from ij.gui import ShapeRoi

mean=/[]

imagen=[]

estado=1[]

num=[ ]

area=/[]

stdDev=[]

Min=1[]

Max=[]

perim=[]

intDen=1[]

median=1[]

area fraction=[]

intDenRaw=[]

feret=[]

RoiScaler,

GaussianBlur as GB,

RoiRotator,
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feretx=[]
ferety=[]
feretangle=[]
minferet=7[]
major=[]
minor=[]
angle=[]
ratio=[]

srcDir = IJ.getDirectory("Input directory")

roiDir = IJ.getDirectory("ROIs directory")

for filename in os.listdir(srcDir):
if 'MTK' in filename:

imp = IJ.openlImage (os.path.join(srcDir,filename))
impNormal = imp.duplicate()
#convierto a RGBStack
IC=ImageConverter (imp)
IC.convertToRGBStack ()
stack=imp.getImageStack()
#separo el slice que quiero
ipColor=stack.getProcessor (1)
impColor = ImagePlus (filename, ipColor)
#abro rois
rm = RoiManager (True) .getInstance ()
if (rm==None) :

rm = RoiManager ()



rm.reset () #dejo la lista de rois vacia

rm.runCommand ("Open",

os.path.join(roiDir, 'ROI '

+filename[:-4]+"'.zip"))

RoisMttk = rm.getRoisAsArray ()

rm.res

for i,

|ms.MIN MAX| ms.CENTROID
ms.MEDIAN | ms.AREA FRACTI

centroid center perimeter

imagen.

et ()

roi in enumerate (RoisMttk) :

rm.addRoi (roi)

rm.select (impColor, 0)

saveMeasurements = Analyzer.getMeasurements ()

measureOptions = ms . MEAN | ms .AREA | ms.STD DEV
| ms.CENTER_OF_MASS | ms.PERIMETER | ms.INTEGRATED_DENSITY |
ON | ms.FERET | ms.ELLIPSE

Analyzer.setMeasurements (measureOptions)

#IJ.run ("Set Measurements...", "area mean standard min
integrated median area fraction redirect=None decimal=3")

#IJ.run (impColor, "Measure","")

rt = rm.multiMeasure (impColor)
print(rt)
append (filename.replace ('MTK ','') .replace('.tif',"'"))

estado.append('")

num.append (i+1)

area.append('{0:.3f}'.format (rt.getValueAsDouble (0,0)))

mean.append('{0:.3f}'.format (rt.getValueAsDouble(1,0)))

stdDev.append ('{0:.3f}"'.format (rt.getValueAsDouble (2,0)))

Min.append (rt.getValueAsDouble (3,0))

Max.append (rt.getValueAsDouble (4,0))

X.append ('{0:.3f}'.format (rt.getValueAsDouble (5,0)))

Y.append ('{0:.3f}"'.format (rt.getValueAsDouble (6,0)))
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XM.append ('{0:.3f}'.format (rt.getValueAsDouble (7,0)))

YM.append ('{0:.3f}"'.format (rt.getValueAsDouble (8,0)))

perim.append ('{0:.3f}"'.format (rt.getValueAsDouble (9,0)))

major.append('{0:.3f}'.format (rt.getValueAsDouble (10,0)))

minor.append('{0:.3f}'.format (rt.getValueAsDouble (11,0)))

angle.append('{0:.3f}'.format (rt.getValueAsDouble (12,0)))

feret.append ('{0:.3f}"'.format (rt.getValueAsDouble (13,0)))

intDen.append ('{0:.3f}'.format (rt.getValueAsDouble (14,0)))

median.append('{0:.3f}"'.format (rt.getValueAsDouble (15,0)))

area fraction.append(rt.getValueAsDouble (16,0))

intDenRaw.append('{0:.3f}"'.format (rt.getValueAsDouble (17,0)))

feretx.append('{0:.3f}"'.format (rt.getValueAsDouble (18,0)))

ferety.append('{0:.3f}"'.format (rt.getValueAsDouble (19,0)))

feretangle.append('{0:.3f}'.format (rt.getValueAsDouble (20,0)))

minferet.append('{0:.3f}"'.format (rt.getValueAsDouble (21,0)))

ratio.append('{0:.3f}'.format (rt.getValueAsDouble (10,0)/rt.getValueAsDouble (11,

rt.reset ()
rm.reset ()
file = open(os.path.join(srcDir, 'data measurements.csv'),'w')
file.write('Imagen,Estado,Num,Area,Mean, StdDev,Min,Max,X,Y,XM,¥YM, Perim.,Major, M
inor,Major/Minor, Angle, Feret, IntDen,Median, $Area, IntDenRaw, Feretx, Ferety, FeretAngle, Mi
nFeret\n')
for j in range (len (mean)) :
file.write(imagen[j]+', "+estado[j]+"', "+str(num[j])+"', "+str(areal[j])+', '+str (mea
n[jl)+', '+str(stdDev[j])+"', "+str(Min[J])+"', "+str (Max[J])+"', "+str(X[J])+"', "+str(Y[]])+'

, THstr(XM[3])+', "+str(YM[J])+', "+str(perim[j])+', "+str(major[j])+"', "+str (minor[j])+"',"
+str(ratio[j])+', "+str(angle[j])+"', '+str(feret[j])+"', "+str(intDen[j])+"', "+str (median(]j
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])+', "+str(area fraction[j])+', '+str(intDenRaw[]j])+', "+str(feretx[]j])+', '+str(feretyl[]
])+', "+str (feretangle[j])+', "+str (minferet[j])+'\n")

file.close()

subdirs = []

for filename in filenames: # loop through all the files and folders

if os.path.isdir(os.path.join(srcDir,

filename)): # check whether the
current object is a folder or not

if filename!= 'ALL':

subdirs.append (filename)

subdirs.sort ()
print (subdirs)
for subdir in subdirs:
if subdir != 'ALL':
NumStr = subdir

if len (NumStr) == 1:
NumStr = '0' + NumStr
for fileName in os.listdir((os.path

.join(srcDir, subdir))) :

if 'rojo.tif' in fileName or 'verde.tif' in fileName:

#abro image y duplico

imp
IJ.openlImage (os.path.join (srcDir, subdir, fileName))

impNormal = imp.duplicate()
#convierto a RGBStack
IC=ImageConverter (imp)
IC.convertToRGBStack ()

stack=imp.getImageStack ()
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#separo el slice que quiero
if 'rojo.tif' in fileName:
color ='rojo'
ipColor=stack.getProcessor (1)
else:
color ='verde'
ipColor=stack.getProcessor (2)
impColor = ImagePlus (fileName[0],ipColor)
#blur, thershold y mask
GB () .blurGaussian (ipColor, 3)
impMask=impColor.duplicate ()
IJ.setAutoThreshold (impMask, 'MaxEntropy')

IJ.run (impMask, 'Convert to Mask','')

#IJ.saveAs (impMask, 'tiff',os.path.join(srcDir, subdir,color+' mask'))
#abro rois
rm = RoiManager (True) .getInstance ()
if (rm==None) :
rm = RoiManager ()
rm.reset () #dejo la lista de rois vacia

#uso el Particle Analyzer y pongo los roi en

una variable
rm = findParticles(srcDir, impMask, 5, 100000, 0, 1)
roisArray = rm.getRoisAsArray ()
rm.reset ()

#copio la imagen y aplico fill holes para comparar
las medias de los roi
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impMaskFH=impMask.duplicate ()

IJ.run (impMaskFH, 'Fill Holes','"')

newRois=[]

impMask.getProcessor () .setValue (0)

for roi in roisArray:

rm.addRoi (roi)

rm.select (impMaskFH, 0)

saveMeasurements =
Analyzer.getMeasurements ()

measureOptions = ms.MEAN

Analyzer.setMeasurements (measureOptions)

rt = rm.multiMeasure (impMaskFH)

meanFH = rt.getValueAsDouble (0,0)

rt.reset ()

rm.select (impMask, 0)

rt = rm.multiMeasure (impMask)

mean = rt.getValueAsDouble (0,0)

Analyzer.setMeasurements (saveMeasurements)

rt.reset ()

rm.reset ()

print (mean,meanFH)

if meanFH==mean:

newRois.append(roi)

else:

impMask.getProcessor () .fill (roi)
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IJ.saveAs (impMask, 'tiff',os.path.join(srcDir, subdir,color+' mask'))
IJ.saveAs (impMask, 'tiff',os.path.join(srcDir, 'ALL',color+' mask '+os.path.basename (os.
path.normpath (srcDir))+' '+subdir))

IJ.saveAs (impNormal, 'tiff',os.path.join(srcDir, 'ALL',color+' '+os.path.basename

(os.path.normpath (srcDir))+' '+subdir))
for roi in newRois:
rm.addRoi (roi)
rm.runCommand ('Save',os.path.join(srcDir, subdir, 'ROI_ '+color+'.zip'))

rm.runCommand ('Save',os.path.join(srcDir, 'ALL', 'ROI '4color+' '+os.path.basenam
e (os.path.normpath(srcDir))+' '+subdir+'.zip'))

rm.reset ()

#uso el Particle Analyzer y pongo los roi en una

variable
IJ.run (impMask, "8-bit"™, "")

IJ.run(impMask, "Options...", "iterations=3 count=1
do=Nothing")

IJ.run (impMask, "Open", "")

IJ.run (impMask, 'Invert',K6'")

rm = findParticles(srcDir, impMask, 5, 100000, 0, 1)
#impMask.show ()

roisArray = rm.getRoisAsArray ()

rm.reset ()

IJ.saveAs (impMask, 'tiff',os.path.join(srcDir, subdir,color+' open mask'))

IJ.saveAs (impMask, 'tiff',os.path.join(srcDir, 'ALL',color+' open mask '+os.path.basenam

e (os.path.normpath (srcDir))+"' '+subdir))

for roi in roisArray:

rm.addRoi (roi)
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rm.runCommand ('Save',os.path.join(srcDir, subdir, '"ROI_ '+color+' open.zip'))

rm.runCommand ('Save',os.path.join(srcDir, 'ALL', '"ROI_ '+color+' open '+os.path.ba
sename (os.path.normpath (srcDir))+' '+subdir+'.zip'))

#rm.runCommand ('Save', os.path.join(srcDir, 'ALL', 'ROI_'+NumStr+' '4color+'.zip'))
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